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RESUMO

INTRODUCAO: O objetivo deste estudo foi o de avaliar o efeito positivo de um
centrifugado de medula 6ssea na cicatrizagdo de lesdo muscular em coelhos.
METODOS: Este estudo experimental envolveu a utilizacdo de quinze coelhos
machos, adultos, da raga Nova Zelandia Branco. Em cada animal, realizou-se uma
lesdo na regido média do musculo tibial anterior direito, onde se adicionou uma
esponja de colageno absorvivel, embebida em um centrifugado de aspirado de
medula 6ssea do osso iliaco ipsilateral. O membro posterior esquerdo foi utilizado
como controle, sendo submetido a mesma lesao, porém neste caso adicionando-se
somente a esponja de colageno absorvivel. O centrifugado de medula déssea foi
previamente submetido a contagem do numero de células nucleadas e a teste de
viabilidade celular. Apés trinta dias os animais foram sacrificados para o estudo da
cicatrizacdo muscular por meio de histomorfometria, interessando-se a mensuragao
do numero de células musculares em regeneragdo por microbmetro quadrado e a
proporcao de fibrose. RESULTADOS: O método de centrifugacao utilizado neste
estudo resultou em uma concentracdo média de células nucleadas maior que o
numero destas células nos aspirados originais, sem provocar destruicdo celular
significativa. A utilizagdo do centrifugado de medula 6ssea na lesdo do musculo tibial
anterior direito resultou aumento nao significante do numero de células musculares
em regeneragao por micrometro quadrado em relagdo ao grupo controle. N&do houve
diferenca significante da propor¢ao de fibrose em relagcdo ao grupo controle.
CONCLUSAO: A administragdo de centrifugado de medula 6ssea utilizada neste
estudo nao favoreceu a cicatrizacao de lesdo muscular em coelhos.

Descritores: 1.Medula déssea 2.Células-tronco 3.Regeneragcdao 4.Musculo
esquelético 5.Modelos animais 6.Coelhos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The objective of this study was to evaluate the positive effect of a
centrifuged of bone marrow on the healing of muscle injury in rabbits. METHODS:
This experimental study involved the use of fifteen adult male rabbits from New
Zealand White strain. In each animal, it was done a lesion in the middle of the right
tibialis anterior muscle where it was added an absorbable collagen sponge that had
been soaked in a centrifuged of bone marrow aspirate from the ipsilateral iliac bone.
The left hind limb was used as control and underwent the same injury, but in this
case it was just added the absorbable collagen sponge. The centrifuged of bone
marrow was previously submitted to count the number of nucleated cells and cellular
viability test. After thirty days the animals were sacrificed to study the muscle healing
by histomorphometry; it was interested to measure the number of muscle cells in
regeneration by square micrometer and the proportion of fibrosis. RESULTS: The
centrifugation method used in this study resulted in an average concentration of
nucleated cells greater than the number of these cells in original aspirates, without
causing significant cellular destruction. Using centrifuged of bone marrow on lesion in
the right tibialis anterior muscle resulted in no significant increase in the number of
muscle cells in regeneration by square micrometer when it was compared with the
control group. There was no significant difference in the proportion of fibrosis in the
control group. CONCLUSION: The administration of a centrifuged of bone marrow
used in this study did not favor the healing of muscle injury in rabbits.

Descriptors: 1.Bone marrow 2.Stem cells 3.Regeneration 4.Skeletal muscle
5.Animals models 6.Rabbits.
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1 INTRODUCAO

As lesbes musculares compdéem um dos problemas mais
desafiadores da traumatologia esportiva pois, apesar de serem comuns, Sseu

1,234

tratamento ainda é controverso e, muitas vezes, ineficiente Habitualmente

longos periodos de afastamento sdo necessarios para que o atleta retorne
plenamente as suas atividades, e sequelas podem fazer parte do resultado final'=.

O processo de cicatrizagao do tecido muscular costuma se iniciar
prontamente assim que ocorre um traumatismo, porém pode evoluir de maneira
lenta e irregular, dificultado por uma formagdo excessiva de tecido conjuntivo
cicatricial (fibrose)>>*>°. Este tecido cicatricial em excesso inibe a regeneragao
completa da estrutura muscular preexistente e, por ser mais fragil e irregular,
contribui para a recidiva local da lesdo, impedindo a recuperagdo completa da
fungao muscular®®*56,

O tratamento mais empregado nas lesdes musculares é o
conservador, do qual fazem parte medidas como repouso, imobilizagdo do membro
afetado por tempo variavel, aplicacdo local de gelo e acompanhamento
fisioterapico>>®. Em alguns casos, dependendo da gravidade da lesdo, pode ser
indicada a sua reparacao cirurgicaz'3’6. Embora estes tratamentos frequentemente
conduzam a bons resultados clinicos, parecem ter efeito limitado sobre a
recuperagao funcional e o risco de recidiva®.

As referidas limitagcdes deram origem a pesquisas buscando
medidas bioldgicas capazes de estimular o processo de regeneragdo muscular e
prevenir a formacdo de fibrose™. Por meio destes estudos foi possivel a
identificacdo mais completa das vias celulares e moleculares envolvidas na
regeneragdo muscular e o entendimento da fungcdo das células satélites e das
células-tronco multipotentes, capazes de diferenciacdo miogénica durante a

regeneracdo muscular*®”’.

A melhor compreensdo do processo de reparagao
muscular abriu entdo perspectivas para o desenvolvimento de novas terapias*’.
Recentemente, técnicas de reparagéo, substituicdo e regeneracgéo
tecidual tém alcangado resultados promissores, empregando conhecimentos de
engenharia tecidual, incluindo a captura e o transplante de células precursoras, uso

de matrizes bioativas, horménios peptideos e fatores de crescimento®®'°.
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Apesar das terapias baseadas na adicdo local de culturas de
células-tronco embrionarias produzidas “in-vitro” terem demonstrado a capacidade
de diferenciagdo em células musculares (miocitos), a cultura e o transplante de
células indiferenciadas da medula éssea sao procedimentos complexos, caros e que

8,11

tém tecnologia restrita a grandes centros de pesquisa™ . Por isso, a aplicagao local

de aspirados de medula d&ssea, contendo células-tronco adultas, tem sido

pesquisada clinica e experimentalmente®"’

. Estas ultimas possuem potencial de
diferenciagao tecidual limitado em relacdo as células-tronco embrionarias, porém sao
capazes de originar células ésseas, cartilaginosas e musculares®. Como a adigéo
local de midcitos esta relacionada com um aumento da regeneragdo muscular no
sitio lesado, a aplicagcao local de um numero suficiente de suas células precursoras
constitui uma abordagem promissora na tentativa de melhorar a cicatrizagéo
muscular®.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito positivo da adicdo de um

centrifugado de medula 6ssea na cicatrizagao de lesdo muscular em coelhos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O MUscuLO ESQUELETICO

O musculo esquelético dos vertebrados € derivado de células
precursoras mesodérmicas, originadas dos somitos’. A especificagdo para a
linhagem miogénica, durante o desenvolvimento embrionario, originando mioblastos,
€ regulada pela presenca nestas células dos Fatores de Regulagdo Miogénica
(MRF) MyoD e/ou Myf5, que séo fatores de transcrigdo hélice-alga-hélice basicos’.
Os mioblastos, entdo, retiram-se do ciclo celular para tornarem-se miécitos que
expressam os MRF tardios miogenina e MRF4, e posteriormente genes musculares
especificos como cadeias pesadas de miosina (MHC) e creatina quinase’. Uma
subpopulagcdo de mioblastos falha em se diferenciar, mas continua associada a
superficie da fibra muscular em desenvolvimento como células satélites
quiescentes’. Os midcitos mononucleares fundem-se uns aos outros para formar
miotubos multinucleares, longos e cilindricos, com nucleos centrais, que por sua vez
tornam-se fibras musculares contrateis, com os nucleos migrando perifericamente
sob o sarcolema®’.

Apos a maturidade sexual, o musculo esquelético € um tecido
estavel, caracterizado por fibras musculares pos-mitéticas multinucleadas’.

Constituindo de 40% a 45% do peso corporal total, o musculo
esquelético representa a maior massa de tecido do corpo?. Suas fungdes principais
s30 a atividade locomotora, comportamento postural e respiracdo™’. E formado por
dois componentes principais: as fibras musculares e uma matriz extracelular de
tecido conjuntivo que circunda redes organizadas de nervos e vasos sanguineos'?”.
O tecido conjuntivo fornece a estrutura necessaria para a produgao de movimento
articular e locomocao, concentrando a contragdao das fibras musculares em um
esforco conjunto, e também da suporte ao processo de regeneracéo apos a lesdo’?.
Cada fibra muscular € presa, em ambas as suas extremidades, ao tecido conjuntivo
de um tendao ou a fascia similar ao tenddo, na chamada jungdo miotendinea’.

Os musculos esqueléticos sdo altamente vascularizados para

receberem nutrientes essenciais para a fungdo muscular’. Quando a fibra muscular
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amadurece, € contatada por um neurbnio motor unico e expressa moléculas
caracteristicas para a fungao contratil, principalmente diferentes isoformas de MHC e
enzimas metabdlicas®’.

As fibras musculares sdo o elemento basico do musculo
esquelético®’ (Figura 1). Sdo células em forma de fita, com o comprimento variando
de uns poucos milimetros até mais de 50 cm, e com o diametro variando de 15 a 20
mm até mais de 100 mm'. Seu citoplasma, chamado sarcoplasma, contém uma
matriz celular e organelas, incluindo o aparelho de Golgi, mitocdndrias, o reticulo

sarcoplasmatico, goticulas de lipidios, glicogénio e mioglobina.

Céalulaz zatélites 2
& - &=

Michlastos ~»

Figura 1 — Desenho esquematico da estrutura do musculo esquelético. O endomisio é
formado por tecido conjuntivo que envolve cada fibra muscular individualmente,
o perimisio envolve fasciculos (grupos de fibras musculares) e o epimisio é a
camada mais externa que envolve todo o musculo.

Uma estrutura de tecido conjuntivo, formada por trés niveis de
bainhas, une as fibras musculares individuais™’. A camada que envolve a fibra

muscular individualmente é chamada de endomisio ou membrana basal"®’. O
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perimisio envolve de algumas dezenas a algumas centenas de fibras musculares em
fasciculos ou feixes'?’. E o epimisio, uma bainha mais forte e mais grossa, circunda
todo o ventre muscular?. A disposi¢do das fibras musculares, paralelas ou obliquas
ao eixo mais longo do musculo, € determinante para as propriedades contrateis e
funcionais do musculo esquelético?.

A membrana plasmatica que envolve cada fibra muscular é o
sarcolema®. A membrana basal ou ldmina basal constitui a camada de tecido
conjuntivo externa, com espessura de 100 a 200 nm, composta de uma camada
interna, uma camada intermediaria translicida e uma lamina densa externa®. A
membrana basal contém inumeras proteinas compreendendo colageno, fibronectina,
laminina e muitas glicoproteinas®. As células satélites, localizadas entre a lamina
basal e a membrana plasmatica, desempenham um papel chave na regeneragao

muscular®®.

2.2 A CICATRIZAGAO DO MUSCULO ESQUELETICO

A cicatrizagdo do musculo esquelético segue um padréo
relativamente constante e independente do tipo de lesdo"?’. Foram identificadas
neste processo trés fases interligadas e dependentes do tempo: fase de destruicao,
fase de reparo e fase de remodelagao (Figura 2), sendo as duas ultimas associadas

ou sobrepostas’#3”,

Quantidade relativa de tecido

Semanas apos a lesdio

Figura 2 — As diferentes fases da cicatrizagcdo muscular apds lesao.
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A fase de destruicao é caracterizada pela ruptura e consequente
necrose das fibras musculares, formacdo de hematoma entre os cotos e reagao
inflamatdria celular, ocorrendo nos primeiros dias apos a lesgo’#>>%7,

Uma forca mecanica excessiva que se estende por toda a seccéo
transversal da fibra muscular acaba por destruir a integridade do sarcolema e da
lamina basal, favorecendo o ingresso de calcio extracelular que ativa proteases
intrinsecas, como as calpainas que decompdem miofibrilas e proteinas do
citoesqueleto, levando a autdlise focal ou total e aumentando os niveis séricos de
proteinas musculares como a creatina quinase®>’. Com a ruptura do sarcoplasma,
existe a possibilidade de extensdo da necrose por todo o comprimento da fibra
muscular, porém este processo € interrompido pelo isolamento do defeito na
membrana plasmatica por uma condensac¢ao do citoesqueleto, chamada banda de
contracdo, e pelas vesiculas de lisossomos que atuam como membrana
temporaria’?’.

O edema local e a formagdo de hematoma ocorrem rapidamente
entre as fibras musculares rompidas'?3°€. A lesdo dos vasos sanguineos propicia o
acesso direto de células inflamatérias circulantes, incluindo fagocitos que invadem o
hematoma e comegam a desfazer o coagulo sanguineo’®. A fibrina e a fibronectina,
derivadas do sangue, fazem ligagdes cruzadas para formar o tecido de granulagéo,
uma matriz extracelular inicial, contribuindo para a fixagcdo de fibroblastos, que
podem ser derivados de células miogénicas, e fornecendo a forga inicial para
suportar as forcas de contragao®.

Inicialmente, os neutrofilos sdo as células mais abundantes, mas
logo sdo substituidos por mondcitos que séo transformados em macrofagos, o tipo
de célula inflamatéria predominante™’. Os macréfagos participam da protedlise e
fagocitose do material necrético pela liberagao de enzimas dos lisossomos, e ativam
as células miogénicas'?’.

O dano a integridade das células residentes no musculo ativa e
libera fatores de crescimento que se encontravam inativados pela aderéncia as
proteoglicanas e a outros constituintes da matriz extracelular’. O musculo lesado,
células mononucleares, macrofagos ativados, linfécitos T, fibroblastos e células
satélites liberam fatores que ativam células inflamatérias residentes no musculo?.
Estas células, por sua vez, fornecem sinais quimiotaticos adicionais, como fatores de

crescimento, citocinas e quimiocinas, para as células inflamatdrias circulantes’?>”.
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Varios fatores sdo conhecidos serem expressos na lesdao muscular:
fator de necrose tumoral-a (TNF-a); fator de crescimento de fibroblastos (FGF); fator
de crescimento insulin like (IGF-1, IGF-2); fator transformador de crescimento (TGF-
a, TGF-B); fator de crescimento de hepatocito (HGF); fator de crescimento
epidérmico (EGF); interleucina (IL) 1, IL-1B, IL-6 e IL-8; fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF-AA e PDGF-BB); e moléculas de adesao (selectina-P,
selectina-L e selectina—E)1’2'7. Estes fatores desempenham uma ampla gama de
fungdes no processo inflamatério, influenciando o fluxo sanguineo e a
permeabilidade vascular local, acelerando a resposta inflamatéria, e sdo também
potenciais ativadores e reguladores da proliferagdao e diferenciagdo de células
precursoras miogénicas e de mioblastos, e da fusdo de miotubos em fibras
musculares multinucleadas maduras durante o processo de regeneragéo1'2.

A fase de reparo consiste na fagocitose do tecido necrético, na
regeneragao das fibras musculares, na produgcdo concomitante de cicatriz de tecido
conjuntivo e reconstituicdo da matriz extracelular, bem como na revascularizagéo e
reinervagdo da area lesada, sendo a progressdo equilibrada destes processos
essenciais um pré-requisito para a recuperacdo o6tima da funcdo contratil do
musculo’?*%7 A regeneragdo ocorre habitualmente sete a dez dias apds a les3o,
geralmente atingindo o apice em duas semanas, e entdo diminui em trés a quatro
semanas®. A formacdo de tecido cicatricial (fibrose) comeca entre a segunda e a
terceira semanas apods a lesao, tecido este que aumenta de tamanho ao longo do
tempo, parecendo ser o produto final desta fase?.

A capacidade regenerativa do musculo esquelético € garantida por
um mecanismo intrinseco que restaura o aparelho contratil, embora as fibras
musculares sejam consideradas pds-mitéticas irreversiveis'. A proliferagdo celular é
um evento importante e necessario para a regeneragao, sendo que a divisdo de
células miogénicas constitui fonte suficiente de novos nticleos musculares’. As
células miogénicas se diferenciam e se fundem, ou as fibras musculares degradadas
para o reparo, ou umas as outras, para a formacdo de uma nova fibra muscular’.

As células satélites, células precursoras miogénicas quiescentes
depositadas abaixo da l|édmina basal de cada fibra muscular durante o
desenvolvimento fetal, sdo a base do potencial de crescimento e de auto-renovagao
do musculo esquelético adulto, sendo consideradas uma populacido de células-

tronco musculares’°61213141516 “Ng entanto, o potencial de auto-renovagdo de
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células satélites adultas € limitado, diminui com a idade, e pode ser esgotado por um
processo regenerativo cronico’.

O numero de células satélites residentes em um musculo adulto é
muito menor do que o0 numero de precursores comprometidos com a miogénese que
preenchem o tecido muscular logo apés uma lesdo, pela migracdo de células
satélites das fibras musculares adjacentes, ou mesmo de musculos vizinhos, e pelo
recrutamento de células residentes ndo miogénicas, como fibroblastos, ou de células
progenitoras mesenquimais'®. Presume-se que a ruptura da ldmina basal e da
membrana plasmatica libere e ative as células satélites®. Os cilindros preservados
das laminas basais que circundam as partes necréticas das fibras musculares
servem como uma estrutura dentro da qual as células satélites viaveis comegam a
formacdo de novas fibras musculares’. Os macréfagos, enquanto fagocitam os
detritos necréticos que circundam as células satélites, enviam fatores de
sobrevivéncia sollveis para estas células regenerativas'”.

O comportamento diferenciado das células satélites, tanto em vitro
como in vivo, suporta a evidéncia de que estas células sdo de natureza
heterogénea, e que uma pequena subpopulagdo delas mostra caracteristicas de
células-tronco'®. Em resposta a lesdo, e apds a degeneracéo de fibras musculares
nas areas de necrose, num processo equivalente ao desenvolvimento embrionario,
as células satélites proliferam lentamente, se diferenciam em mioblastos, que apds
poucas divisdes celulares fundem-se uns aos outros para formarem miotubos
multinucleados com nucleos centrais que, por sua vez, formam novas fibras
musculares ou se fundem com a parte sobrevivente da fibra muscular’?357:1315 Ag
fibras musculares recém-formadas sédo basofilicas, pela alta sintese de proteinas, e
expressam formas embrionarias de MHC®’. A fus&o celular ndo é difusa durante a
regeneracdo, mas sim focal para o local da lesdo’. A divisdo ou ramificacédo da fibra
muscular também é uma caracteristica da regeneracdo, provavelmente devida a
incompleta fusdo das fibras musculares dentro da mesma lamina basal’.

As partes em regeneragao das fibras musculares adquirem entéo
sua forma madura com estriacbes transversais normais e nucleos musculares
localizados perifericamente™’. Sob condigdes normais, o musculo regenerado é
morfologicamente e funcionalmente indistinguivel do musculo ndo danificado’. A
proliferacdo de células satélites pode continuar por nove a dez dias, dependendo da

gravidade da lesao?.
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No musculo esquelético maduro existem pelo menos duas
populacdes principais de células satélites’'®. As células satélites classicas que
residem entre o sarcolema e a lamina basal da fibra muscular, e as células-tronco
musculares localizadas fora da lamina basal, dentro do tecido conjuntivo do musculo

esquelético™ .

As células satélites classicas podem ser divididas em células
satélites comprometidas e células-tronco satélites. As células satélites
comprometidas estdo prontas para comecar a diferenciagdo em mioblastos
imediatamente apdés a lesdo. As células-tronco satélites passam primeiro por
divisbes celulares antes da diferenciacédo, reabastecendo o reservatério de células
satélites, e parece haver uma subpopulagdo de células capazes de diferenciagcao
além de linhagens miogénicas, n&o apenas em diferentes linhagens mesenquimais,
mas também em neurais e endoteliais’. As células-tronco musculares, em resposta a
lesd0, prontamente originam mioblastos e diferenciam-se em miotubos’.

Apos o preenchimento dos cilindros da velha |amina basal com as
fibras musculares em regeneragdo, estas se estendem em direcdo a cicatriz de
tecido conjuntivo que se formou entre os cotos, formando multiplos ramos, que
comecam a aderir ao tecido conjuntivo, formando mini-jungées miotendineas’.

Em seguida, fibroblastos iniciam a sintese das proteinas e
proteoglicanas da matriz extracelular para restaurar a integridade da estrutura do
tecido conjuntivo1’3. Entre as primeiras das proteinas sintetizadas estdo a tenascina-
C e a fibronectina, a qual primeiro transforma-se em fibrilas multiméricas, e depois
forma a superfibronectina com grandes propriedades adesivas'. Ambas possuem
propriedades elasticas, sendo capazes de esticar em varias vezes 0 seu
comprimento de repouso, proporcionando forca e elasticidade precoce ao tecido de
granulagao, capacitando o uso do membro lesado antes da concluséo do processo
de reparo’. A expressao da fibronectina é logo seguida pela do colageno tipo lll, e a
producdo de colageno tipo | é iniciada apenas dias depois, embora permaneca
elevada por varias semanas’*.

A cicatriz de tecido conjuntivo produzida no local da leséo é o ponto
mais fraco do musculo logo apds o trauma, mas sua resisténcia a tragcdo aumenta
com a producdo de colageno tipo |, que forma ligagdes cruzadas intermoleculares
durante a maturagao do tecido cicatricial, e cerca de dez dias apdés o trauma, a
cicatriz ja ndo é a mais fraca ligagao, com as rupturas ocorrendo dentro do tecido

muscular adjacentes as recém-formadas mini-jungdes miotendineas, entre as fibras
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musculares regeneradas e o tecido cicatricial’. Um tempo relativamente longo ainda
é necessario até que a forca do musculo seja completamente restaurada’.

A restauragdo do suprimento vascular € o primeiro sinal de
regeneragdo e um pré-requisito para a recuperagao morfolégica e funcional do
musculo’. Os novos capilares brotam de troncos sobreviventes dos vasos
sanguineos, em diregdo ao centro da area lesada, para prover um adequado
suprimento de oxigénio, possibilitando o metabolismo energético aerdbico para as
fibras musculares em regeneragéo1. Os miotubos tém poucas mitocéndrias e
metabolismo anaerdébico aumentado, mas o metabolismo aerdbico constitui a
principal fonte de energia nos estagios finais da regeneragao’.

A regeneracdo mal sucedida dos nervos intramusculares pode
interromper a regeneragédo do musculo esquelético’. A formagdo de miotubos ocorre
mesmo na auséncia de inervacdo, mas a atrofia ocorre se a reinervacdo nao é
concluida’. Na denervagdo neurogénica, a reinervagdo requer o crescimento de um
novo axdnio distal & ruptura’. O contato nervo-mulsculo é restabelecido muito
rapidamente porque os axdnios sdo rompidos geralmente dentro ou proximos do
musculo'. Garret et al.’° observaram que a recuperagdo funcional depende da
inervagao, pois aquela é significativamente prejudicada pela presenca de grande
porcentagem de fibras musculares denervadas localizadas distalmente ao local da
lesdo.

Na ruptura das fibras musculares, a continuidade da unidade tendao-
musculo-tendao ¢é interrompida, a forca contratil ndo pode ser transmitida, e durante
a contracdo os cotos sdo ainda mais afastados'. As extremidades das fibras
musculares em regeneragao, tentando penetrar o tecido cicatricial, mantém uma
aparéncia de cone por um periodo de tempo relativamente longo, durante o qual ndo
podem fixar-se firmemente a cicatriz'. As fibras musculares, através de suas partes
intactas e em regeneragao, reforgam sua adesdo a matriz extracelular em seus
aspectos laterais, reduzindo o movimento dos cotos, a tragdo na cicatriz ainda fragil,
e o risco de nova ruptura, permitindo algum uso do musculo antes da completa
cicatrizagéo1. A adesao lateral ndo ocorre na auséncia de estresse mecanico, sendo
este um pré-requisito’.

Mais tarde, fortes adesdes terminais, consistindo das mesmas
moléculas de adesdo das jungbes miotendineas normais (agrupamentos de

moléculas associadas a integrina e a distrofina), sdo estabelecidas nas extremidades
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dos cotos'. Portanto, a unidade tendao-fibra muscular-tenddo original torna-se
substituida por duas unidades tendao-fibra muscular-mini-jungcdo miotendinea
sucessivas, separadas pela cicatriz, que se contraem sincronicamente por terem
sido reinervadas pelo mesmo nervo'. Na matriz extracelular das novas mini-juncdes
miotendineas, moléculas elasticas e adesivas sao altamente expressas, absorvendo
as forgas criadas pelas contracdes musculares’. Tendo restabelecido firme adesao
terminal através destas mini-jungbes miotendineas, as fibras musculares n&o
precisam mais da adesdo lateral reforcada, e entdo diminui a expressdo de
integrinas no sarcolema lateral’.

A fase de remodelagdo € um periodo durante o qual ocorrem a
maturagdo das fibras musculares regeneradas, a contragdo e a reorganizagao do
tecido cicatricial, e a recuperagdo da capacidade funcional do musculo™®. Com o
tempo, o grande tecido de granulagdo condensa-se em uma pequena massa de
tecido conjuntivo, composta principalmente de colageno tipo |, diminuindo de
tamanho a cicatriz interposta, e trazendo os cotos em estreita aderéncia uns aos
outros, até que as fibras musculares tornem-se entrelagadas, embora provavelmente
nao reunidas’®. Ainda é desconhecido se os cotos finalmente fundem-se uns aos

outros, ou se alguma forma de septo de tecido conjuntivo permanece entre eles’.

2.3 MECANISMOS DE LESAO DO MUSCULO ESQUELETICO

As lesbes musculares podem ser causadas por uma variedade de
mecanismos, incluindo trauma direto (laceragdo, contusdo, distensdo, intensa
atividade fisica) ou causas indiretas (isquemia, disfuncdo neuroldgica,
anormalidades genéticas congénitas)"?’. Mais de 90% de todas as lesdes
esportivas sdo ou contusdes ou distensdes, sendo as laceracbes as lesdes
musculares mais raras’.

A contusdo muscular ocorre quando o musculo € sujeito a uma
subita e pesada forca de compressdo, como um golpe direto, sendo tipica de
esportes de contato, com a ruptura ocorrendo no local do impacto ou adjacente a
este’. No musculo contraido a lesdo é mais superficial, enquanto no musculo

relaxado a ruptura € geralmente adjacente ao osso porque a compressao do impacto



22

é transmitida através das camadas musculares até a superficie dssea’. Na distensao
uma forca excessiva de tracdo submetida ao musculo leva a uma sobrecarga das
fibras musculares e, consequentemente, a uma ruptura localizada em uma das
extremidades, proxima a jungcdo miotendinea, normalmente ocorrendo em
musculatura superficial entre duas articulagdes, sendo a corrida e o salto as
atividades mais comumente associadas’. A laceragdo muscular ocorre quando o
musculo é cortado transversalmente ap6és trauma direto por objeto afiado®.

As lesbes musculares podem ser classificadas pelo tipo ou
gravidade e pelo mecanismo da lesdo"’.

As lesbes musculares podem ser agrupadas em trés tipos que
diferem quanto ao potencial de cura, com base nos componentes deixados
intactos’’. O tipo | representa a lesdo que danifica as fibras musculares, mas deixa
intactos a lamina basal e os outros componentes da matriz extracelular, os vasos
sanguineos e os nervos'’. Sdo exemplos deste tipo de lesdo o traumatismo fechado,
o estiramento leve e a isquemia temporaria'’. Estas lesdes curam através da
regeneragao espontanea das fibras musculares que restauram a estrutura e as
funcdes musculares’’.

As lesdes do tipo Il resultam de dano isolado ao nervo periférico,
traumatismo fechado ou de estiramento do nervo e do musculo'. Estas lesdes
danificam o suprimento nervoso com dano as fibras musculares, mas deixam
intactos o suprimento vascular e a matriz extracelular, a qual mantém a estrutura
muscular’’. Se as fibras nervosas em regeneracdo atingirem as jungdes
neuromusculares intactas, pode existir a restauragéo da funcéo'’.

No tipo lll, ocorre a perda ou necrose de todos os componentes do
tecido muscular, incluindo as fibras musculares, matriz extracelular, suprimento
sanguineo e nervoso'’. Resultam de traumatismo fechado grave, ruptura ou
traumatismo penetrante'’. Se o suprimento vascular permanece intacto, a resposta
inflamatdria é capaz de remover o tecido necrético'’. Porém, algumas lesdes
comprometem o suprimento sanguineo e o0 musculo necrético ndo pode ser
removido'’. Se o tecido necrético for removido, a regeneracdo pode ser iniciada'’.
Células capazes de diferenciacdo em mioblastos sobrevivem até mesmo a lesdes
graves ou migram para dentro do local da lesdo'’. Entretanto, a falta de matriz
extracelular para guiar a regeneracédo das fibras musculares geralmente impede a

formacao de tecido muscular organizado'’. A falta de orientagdo para a reinervagao
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I'”. O resultado

impede as fibras musculares regeneradas de obterem fungdo norma
geralmente é a cura com formacéao de cicatriz fibrética excessiva com a presencga de
mioblastos esparsos tentando formar fibras musculares'. Na laceracdo, a
regeneragdo muscular € limitada pelo desenvolvimento de uma grande cicatriz
fibroblastica, resultando em recuperacéo funcional incompleta®.

Quanto ao mecanismo, as lesbes musculares sdo classificadas em
traumatismo fechado, traumatismo penetrante e traumatismo de ruptura ou
estiramento, causadas pela aplicagdo de uma carga externa'’. No traumatismo
fechado, as lesdes leves sao do tipo | da classificagao anterior, as moderadas sao
do tipo Il, onde a fungao é geralmente restaurada, e as por esmagamento sao as do
tipo Ill, que se curam com a formagdo de grande tecido cicatricial e fibras
musculares pouco contrateis, diminuindo a forca muscular'’. O traumatismo
penetrante é representado pelas laceragbes isoladas ou pela combinacdo de
traumatismo fechado com laceragdes, sendo entdo lesdes do tipo IlI'. Os
fragmentos musculares separados curam com a formagédo de tecido cicatricial,
apresentando pequeno numero de miotubos regenerados, sendo que regeneragao
verdadeira ndo foi demonstrada'’. No traumatismo de ruptura ou estiramento, as
lesdes variam do tipo | ao tipo lll, e podem ser enganadoras, pois tecido intacto
superficial pode esconder ruptura interna grave do musculo.

A classificagdo atual das lesdes musculares identifica lesdes leves,
moderadas e graves, baseadas no comprometimento clinico que trazem”.
Distensao/contuséo leve (primeiro grau) representam o rompimento de apenas umas
poucas fibras musculares com menor inchago e desconforto acompanhado por
nenhuma ou apenas minima perda de forga e restricdo dos movimentos'.
Distensao/contusdo moderada (segundo grau) € um grande dano do musculo com
perda clara da fungado (habilidade para contrair)'. Distensdo/contusdo grave (terceiro
grau) € um rompimento se estendendo através de toda a secgdo transversal do

musculo e, assim, resultando numa perda completa da fungéo muscular’.
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2.4 DIAGNOSTICO DAS LESOES MUSCULARES

O diagnéstico das lesbes musculares comega com uma historia
clinica detalhada, destacando-se as circunstancias da ocorréncia de um trauma,
seguido de um exame clinico completo que inclui a inspegao e palpagao da regido
envolvida e realizagdo de teste de fungdo dos musculos lesionados, com e sem
resisténcia externa’. O diagnodstico € facil quando uma histéria tipica de contusdo
muscular ou estiramento é acompanhada de evidéncia objetiva de edema e/ou
equimose distal a lesdo, ou quando uma falha pode ser palpada no ventre muscular
(Figura 3)'. Hematomas pequenos ou profundos, embaixo do ventre muscular,
podem ser mais dificeis de diagnosticar clinicamente, mas os exames de imagem
(ultrasonografia, tomografia computadorizada e ressonancia magnética) possibilitam
a sua identificagdo adequada e também permitem a mensuragdo da extensdo da
lesdo muscular'. A ultrasonografia (Figura 4) foi tradicionalmente considerada o
método de escolha no diagnostico das lesbes musculares, principalmente por ser
relativamente barata’'. Porém, tem a desvantagem de depender largamente da
experiéncia do radiologista, e por isso gradativamente tem sido substituida pela
ressonancia magnética’.

A ressonancia magnética apresenta alta acuracia na deteccdo de
lesdes musculares, além de fornecer uma visualizacao bastante detalhada da lesao
(Figura 5)".

Figura 3 — Lesao da musculatura posterior da coxa. (A) Evidéncia de grande equimose
local. (B) Evidéncia de ruptura muscular e falha visivel.
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Figura 4 — Imagem de ultrasonografia da musculatura da parte posterior
da coxa demonstrando lesdo em fase final de cicatrizagao.

Figura 5 — Imagem de ressonancia magnética da coxa nas incidéncias axial
(esquerda) e coronal (direita) evidenciando grande lesdo da
musculatura adutora, com edema importante (setas).

O diagnéstico da lesdo muscular pela histéria clinica e exame fisico
€ suficiente na maioria dos casos, porém a ultrasonografia € uma ferramenta valida

para uma caracterizacdo mais exata da les&o’. Se houver uma discrepancia entre os
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sintomas do paciente, os achados de exame fisico e a ultrasonografia, a ressonancia

magnética deve ser o método diagnostico de escolha’.

2.5 As CELULAS-TRONCO

As células-tronco sao células indiferenciadas, provenientes do
embrido, feto ou adulto que, sob certas condi¢des, tém a habilidade unica de auto-
renovacao. Sao células capazes de proliferacdo e producao de diferentes células
especializadas, e da regeneracao de tecidos'® 89,

As células-tronco adultas estdo presentes em tecidos diferenciados
(medula 6ssea, sangue, cérnea e retina do olho, cérebro, musculo esquelético, polpa
dental, figado, pele e pancreas), sdo capazes de auto-renovagao e de gerar todas as

819 Estas células sofrem

células especializadas do tecido em que se originam
divisdo assimétrica, gerando duas células filhas: uma célula-tronco que possui o
mesmo fendtipo e todas as propriedades da célula-tronco méae, sendo também
capaz de auto-renovacao, e uma célula que prolifera simetricamente, geralmente por
muitas divisdes, originando um grande nimero de células progenitoras®'®'®. As
células progenitoras ou precursoras sao parcialmente especializadas, sofrendo
divisdo simétrica com a formagdo de novas células progenitoras ou de células
especializadas, nenhuma das quais capazes de auto-renovagao, substituindo células
lesadas ou mortas e mantendo a integridade e as funcées teciduais®®.

O processo de auto-renovacao € importante porque se todas as
células filhas se tornassem progenitoras, a populagdo de células-tronco diminuiria
progressivamente, resultando em uma deplecao rapida desta populagao de células,
necessarias para os processos de remodelagcdo e reparo de todos os tecidos
normais, moduladas por sinais quimicos e fisicos que controlam sua ativacao,
proliferagdo, migracao, diferenciagéo e sobrevida®2°?%'.

A medula 6ssea é um 6rgao composto por dois sistemas principais
que originam linhagens celulares distintas: o sistema hematopoiético e o seu

estroma de suporte®?',

Foram definidos dois grupos de células-tronco na medula
Ossea: células-tronco hematopoiéticas, que dao origem as células sanguineas e as

do sistema imune, e as células-tronco do estroma ou mesenquimais, capazes de se
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diferenciar em diversos tipos de células especificas de tecidos, podendo formar
0sso, cartilagem, gordura, musculos cardiaco e esquelético, tenddes, tecido neural e

8,12,18,19,20,21

figado . Portanto, a medula éssea pode servir como um reservatério de
células progenitoras para o tecido muscular'®.

As células-tronco adultas, dependendo de um meio adequado,
podem ser geneticamente reprogramadas para originar células especializadas
caracteristicas de outros tecidos, o que foi chamado de plasticidade’®'®%*. Porém, o

trabalho de Wagers et al.?*

indicou que a diferenciagdo de células-tronco
hematopoiéticas em células ndo hematopoiéticas ndo € um resultado comum do
programa de desenvolvimento destas células, sugerindo fortemente que, se existem
células residentes na medula 6ssea com ampla capacidade para diferenciagdo em
células nao hematopoiéticas, elas provavelmente nao sao células-tronco
hematopoiéticas.

As células-tronco pds-natais podem ser divididas em duas
categorias: nao especificas do tecido e especificas do tecido’. As células-tronco nao
especificas do tecido sdo de origem hematopoiética, capazes de originar células

sanguineas e do sistema imune'®".

As células-tronco especificas do tecido
diferenciam-se preferencialmente em células do tecido em que residem, embora
também possuam a habilidade limitada de transformarem-se em outras linhagens'.
Estudos recentes tém demonstrado a presenca de células-tronco multipotentes em
varios tecidos adultos, capazes de originar células diferenciadas com caracteristicas
de outros tecidos, contrariando a hipotese da predeterminacdo das células-tronco
especificas do tecido”®°,

Em relagdo as células-tronco e a cicatrizagdo muscular, até
recentemente presumia-se que as células-tronco especificas do tecido muscular (as
células satélites “classicas” e as localizadas fora da lamina basal) eram a unica fonte
de nucleos para o processo de reparo'’. Varias observagdes tém contestado a
origem das células satélites a partir dos somitos, sugerindo que algumas células
miogénicas, com caracteristicas funcionais semelhantes as das células satélites,
originam-se de células-tronco derivadas da medula 6ssea’. Ndo ha nenhuma prova
definitiva quanto a possibilidade ou n&do de células satélites serem recrutadas da
medula dssea para o musculo sob condicdes fisioldgicas ou patoldgicas'.

Achados recentes demonstraram a presenca de duas populagdes

diferentes de células-tronco multipotentes, que podem contribuir para a regeneracgao:
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células-tronco nao residentes no musculo e células-tronco residentes no musculo’”’.
No reparo muscular, as células-tronco nao residentes no musculo parecem invadir o
local da leséo, diferenciando-se em células satélites”'??*. Progenitores miogénicos
derivados da medula éssea podem migrar para um musculo em degeneragao,
participar do processo de regeneragcdo, e dar origem a fibras musculares
diferenciadas'®. Estas células parecem ser recrutadas por sinais de longo alcance,
possivelmente inflamatérios, provenientes da degeneracdo de tecidos, e parecem
acessar o musculo danificado a partir da circulagao, juntamente com os granuldcitos
e macrofagos'. A cinética da diferenciagdo de progenitores derivados da medula
Ossea difere da cinética da diferenciacdo de precursores adultos comprometidos
com a miogénese, pois aqueles passam por varias etapas, mais longas, no processo
de diferenciagdo, como migragdo, divisdo celular, compromisso com a linhagem
miogénica, maturacdo e fuséo terminal’®.

As células-tronco ndo derivadas do musculo e as derivadas do
musculo, além das células satélites, sdo capazes de diferenciagdo miogénica e
integram-se no musculo na regeneragdo in vivo, mas a relagdo entre estas
populacdes de células ndo foi definida’. Foi demonstrado também que células
progenitoras isoladas da medula 6ssea, musculo adulto, compartimento neuronal e
varios tecidos mesenquimais podem se diferenciar na linhagem miogénica™’. As
células-tronco adultas do musculo e da medula éssea demonstraram se diferenciar
em células musculares in vitro e contribuir para a regeneragao do musculo in vivo'.
Na medula 6ssea foi também identificada uma outra fonte de células-tronco
musculares, nomeada populacdo periférica, que contém células-tronco
hematopoiéticas apresentando atividade miogénica”“.

As células miogénicas derivadas da medula 6ssea nao apenas
contribuem para a regeneracao das fibras musculares, mas também reabastecem o

reservatorio de células satélites’ 121415162627

Apos transplante, as células
derivadas da medula 6ssea podem adotar caracteristicas de células satélites
musculares e, sob certas condicdes, a freqiéncia de conversdo daquelas células
para a linhagem miogénica pode ser aumentada’.

Em termos de potencial terapéutico, as células-tronco n&o
modificadas derivadas do musculo revelaram-se capazes de regeneragao nas
distrofias musculares e, quando geneticamente modificadas para expressar fatores

de crescimento, sao versateis em promover a cicatrizagao de lesdes em tecidos
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musculo-esqueléticos diferentes, como no osso (fraturas) e ligamentos (rupturas), ou
em inibir efeitos indesejaveis como a formacédo de ossificagdo heterotopica’?®. Por
outro lado, parte da atividade bioldgica de fatores de crescimento, como IGF-1, é
derivada de sua habilidade para recrutar células-tronco derivadas da medula 6ssea
para o local da lesdo’. Células periféricas derivadas do musculo e da medula dssea
mostraram-se capazes de diferenciacdo em varias linhagens apds o transplante
intravenoso'®’.

O transplante de células-tronco mesenquimais objetiva a
compensacdo da deficiéncia no nimero e/ou atividade destas células®'®. A cultura
de células-tronco mesenquimais obtidas da medula 6ssea é um processo complexo
e caro, e por isso tém sido empregados aspirados de medula 6éssea administrados
diretamente no local pretendido®. O termo células progenitoras do tecido conjuntivo
foi adotado para descrever a populagdo heterogénea de células-tronco
mesenquimais e células progenitoras existentes nos aspirados de medula Ossea,
capazes de proliferacdo e diferenciagdo em um ou mais fendtipos do tecido

818 O aspirado de medula dssea é a fonte mais acessivel de células-

conjuntivo
tronco mesenquimais pruripotentes adultas, contendo uma média de quarenta
milhées de células nucleadas por mililitro, havendo entre estas duas mil células
progenitoras conjuntivas, aproximadamente®.

Deste modo, com o reconhecimento da ampla distribuicdo de
células-tronco adultas pluripotentes na medula éssea e virtualmente em todos os
outros tecidos conjuntivos, a terapia baseada em células-tronco, particularmente a
terapia de engenharia genética, detém grande potencial para o tratamento de uma
variedade de desordens e condi¢cdes afetando o musculo esquelético lesado e seu

tecido conjuntivo’®%227.



30

3 METODOS

Este estudo experimental foi avaliado e aprovado, em 13 de margo
de 2007, pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual
de Londrina, seguindo as diretrizes da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, que
estabelece os procedimentos para o uso cientifico de animais, e do Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (1996)*, da Association for Assessment and

Accreditation of Laboratory Animal Care International.

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo experimental em modelo animal.

3.2 ANIMAIS

No experimento foram utilizados quinze coelhos machos, adultos, da
raca Nova Zelandia Branco (Orytolagus cuniculus), com peso médio de 3 Kg, idade
aproximada de quatro meses, provenientes da Fazenda Experimental de Iguatemi,
da Universidade Estadual de Maringda, e criados no Biotério do Centro de Ciéncias
da Saude, da Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram avaliados por
médico veterinario e ficaram alojados em gaiolas metalicas individuais, iluminadas
diariamente por 12 horas continuas, com temperatura, umidade e ruido ambientes
sendo mantidos estaveis, alimentando-se de agua “ad libitum” e de ragao industrial

apropriada, balanceada e peletizada.
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3.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

3.3.1 Anestesia

O procedimento anestésico foi baseado no protocolo de anestesia
preconizado pelo Canadian Council on Animal Care, no Guide to the Care and Use
of Experimental Animals, Volume 1, 1993%. Foi aplicado em cada animal, como
medicacao pré-anestésica, 1 mg/Kg de sulfato de atropina, por via intramuscular. A
anestesia iniciou-se com a aplicagéo intramuscular, na regido proximal do membro
pélvico, de uma solugdo contendo 40 mgKg de cloridrato de ketamina a 10%,
associada a 5mg/Kg de cloridrato de xilazina. Logo apds a indugao anestésica, os
animais foram identificados com numeracao, de 1 a 15, tatuada na orelha esquerda.
A administragdo fracionada de cloridrato de xilazina 1 mg/Kg foi realizada quando

necessario o prolongamento da anestesia.

3.3.2 Aspiragdo da Medula Ossea

A regiao da crista iliaca direita foi tricotomizada, e apds assepsia e
anti-sepsia, realizou-se a pungdo da medula 6ssea da crista iliaca posterior, com
agulha calibre 16 com trocarte. Com movimentos de rotagdo, atingiu-se a cavidade
medular, o trocarte foi retirado, e conectou-se a agulha uma seringa plastica
descartavel de 10 ml, cuja parte interna foi previamente embebida em solugdo de
heparina a 1:1000. Foram aspirados aproximadamente 5 ml de medula éssea por
meio de sucg¢ao, por tragao firme do émbolo da seringa. O aspirado de medula 6ssea
foi entdo transportado imediatamente, em banho de gelo, para o Laboratério de
Pesquisa e Pds-Graduagao, do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade

Estadual de Londrina.
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3.3.3 Centrifugacdo do Aspirado da Medula Ossea

3.3.3.1 Processamento da amostra

O material aspirado da medula 6ssea foi processado em cadmara de
fluxo laminar em condi¢cdes estéreis. Para dispersar os agregados celulares, a
amostra de 5 ml da seringa plastica foi transferida para um tubo graduado estéril,
inicialmente por meio de agulha calibre 19, e a seguir com agulha calibre 22. O
material foi centrifugado a 400g e a 20°C, durante 10 minutos. Apds a centrifugacgao,
o aspirado coletado forma trés niveis diferentes (Figura 6). Uma camada superior
formada pelo plasma, uma camada intermediaria formada pelo “buffy-coat”, e uma
camada inferior formada pelas hemacias. Em seguida, foi descartado o
sobrenadante, de aproximadamente 2 ml, com pipeta Pasteur estéril. Foram

coletados 0,5 ml do “buffy-coat” do material sedimentado no tubo.

-

PLASMA

BUFFY-COAT

HEMACIAS

Figura 6 — Resultado da centrifugacao do aspirado de medula éssea.

Usando-se o vértex, o material foi homogeneizado. Foi coletada,
entdo, uma amostra de 50 pl, em um tubo Eppendorf, para realizagdo da contagem e
do teste de viabilidade celular. Aproximadamente 0,5 ml do material retornou para o

experimento.
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3.3.3.2 Contagem das células nucleadas e teste de viabilidade celular

Os 50 pl de centrifugado de medula 6ssea foram previamente
diluidos na proporgcao de 1:20, contendo 10 pl da amostra de células e 190 ul de
diluente PBS 0,1 M, pH 7,4. Realizou-se entdo a diluicdo com o azul tripano, na
proporcao de 1:20, contendo 20 pl das células diluidas a 1:20, e 380 pl de azul
tripano a 0,1%. Colocou-se este preparado na camara de Neubauer, preenchendo-a
completamente e deixando-a em repouso por 5 minutos em camara umida.

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste com azul tripano. Foi
contado o numero de células nucleadas nos quatro quadrados laterais, separando-se
a contagem em grupo de células viaveis e de células mortas. Realizou-se o calculo do

numero de células e da viabilidade celular de acordo com seguintes férmulas:

N° de células por ml = (n° de células viaveis + n° de células mortas) x 10’

Viabilidade celular (%) = células viaveis x 100/ (células viaveis + células mortas)

3.3.4 Técnica Cirurgica

O animal anestesiado foi posicionado em decubito dorsal em mesa
operatdria. Realizou-se entédo a tricotomia das faces anteriores das pernas direita e
esquerda, a assepsia e a antissepsia com sabao degermante e alcool iodado a 5%,
e foram montados os campos cirurgicos fenestrados estéreis.

Realizou-se uma via de acesso antero-medial, longitudinal, no tergo
médio do membro posterior, com aproximadamente 3 cm de extens&o. Procedeu-se
a disseccdo por planos, abordando-se pele, tecido subcutaneo e fascia, os quais
foram afastados, expondo-se o corpo do musculo tibial anterior (Figura 7). Com o
uso de uma lamina de bisturi n°® 15, realizou-se uma ferida lacerante transversal no
corpo do musculo tibial anterior, através de 75% de sua largura e de 50% de sua
espessura, a aproximadamente 60% de seu comprimento a partir de sua origem

proximal (Figura 8).
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Figura 7 — Via de acesso e exposi¢ao do musculo tibial anterior.

Figura 8 — Ferida lacerante no corpo do musculo tibial anterior.

Em seguida, foram feitos pontos de reparo proximal e distal, a 5 mm
de distancia dos rebordos da lesdo muscular, utilizando-se fio de sutura mononylon
4.0, antevendo a dificuldade para a localizacdo do centro da lesdo apds a
regeneragao. Entdo, uma amostra de esponja de gelatina absorvivel (Gelfoam®), de

1,0 x 0,5 cm, embebida com o centrifugado de medula 6ssea, foi colocada sobre a
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lesdo do musculo tibial anterior direito (Figura 9). Iniciou-se o fechamento por planos
da ferida cirurgica, com o uso de fio de sutura mononylon 4.0, que apés foi ocluida
com curativo impermeavel estéril. O mesmo procedimento foi realizado no membro
posterior esquerdo, porém apenas a esponja de gelatina absorvivel foi aplicada no

local (Figura 10).

Figura 9 — Reparo muscular e esponja de gelatina absorvivel embebida em centrifugado de
medula dssea na lesdo do musculo tibial anterior direito.

Figura 10 — Reparo muscular e esponja de gelatina absorvivel na lesdo do musculo tibial
anterior esquerdo.
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3.3.5 P6s-Operatorio

Ao término da cirurgia, o animal foi isolado dos outros animais,
colocado em caixa apropriada, e aquecido. Foi administrada uma dose intramuscular
de antibacteriano e antiinflamatério, contendo penicilina G benzatina, penicilina G
procaina, sulfato de diidroestreptomocina e piroxicam. Apds a recuperacao
anestésica total, o coelho foi devolvido a sua gaiola, recebendo agua e ragdo a
vontade. A carga total nos membros operados foi liberada e permitida

imediatamente, sem qualquer tipo de restrigdo ou imobilizagao.

3.4 EUTANASIA

Trinta dias apds a data da cirurgia, os animais foram sacrificados.
Realizou-se a eutanasia longe dos outros animais, em sala separada. Optou-se pela
eutanasia por agentes quimicos, por ser menos traumatica e indolor. Foi realizada
anestesia, com a aplicagéo intramuscular de uma solugédo contendo 120 mgKg de
cloridrato de ketamina 10%, associada a 10 mgKg de cloridrato de xilazina, na
regido proximal do membro pélvico, seguida da administragdo intra-cardiaca de
solugao de cloreto de potassio a 20%. Seguiu-se a resolugao n° 714, de 20 de junho
de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre
procedimentos e métodos de eutanasia em animais. O descarte das carcacas dos
animais, apds a retirada das pecgas anatdmicas para o estudo histologico, foi
realizado em local apropriado, de acordo com as normas de biossegurangca da

resolugao n° 5, de 5 de agosto de 1993, do Conselho Nacional do Meio Ambiente.

3.5 CRITERIOS DE AVALIACAO E METODOS DE MENSURACAO

A avaliagao dos resultados foi realizada pela mensuragao histolégica

quantitativa (nimero de células musculares por um? e proporgdo de fibrose) da
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cicatrizacdo da lesdo muscular, comparando-se o musculo tibial anterior direito com

0 esquerdo.

3.5.1 Avaliacao Histoldgica

Os musculos tibial anterior direito e esquerdo de cada animal foram
dissecados cuidadosamente, de sua inser¢gao proximal até a sua insercao distal, e
retirados. Foram localizados os pontos cirurgicos de reparo proximal e distal, a 5 mm
do local da lesdo, e o musculo tibial anterior foi seccionado entre estes pontos
(Figura 11A).

A seguir, as metades proximais e distais dos musculos foram
colocadas em recipientes adequados, fixadas em solugédo de formalina a 10%, e
identificadas com o numero do coelho e membro posterior correspondente (direito ou
esquerdo).

As amostras do tecido muscular foram entdo desidratadas e
embebidas em parafina para o estudo histologico, orientadas de modo que a
localizacdo da face da linha média permitisse secg¢des transversais do ponto médio
da leséo (Figura 11B).

Figura 11 — Pontos de reparo e orientagdo para a secg¢ao. (A) Musculo tibial anterior com
pontos de reparo a 5 mm de distancia dos rebordos da lesdao muscular. P,
proximal, D, distal. (B) Bloco proximal mostrando a orientacdo para a secgao
transversal e o ponto de reparo.
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Dos blocos de parafina foram obtidos cortes histologicos de 4 um de
espessura, que seguiram a rotina histolégica para coloragdo pela hematoxilina-
eosina, para avaliagéo histopatologica e histomorfométrica.

A avaliagao quantitativa dos tecidos formados, comparando-se os
cortes histoloégicos realizados a partir da face da linha média dos segmentos dos
musculos tibial anterior direito e esquerdo de cada coelho, foi realizada através da

histomorfometria da regido intermediaria da lesdo muscular (Figura 12).

Superficie
Anterior

Lesio

Superficie
Tihial

Misculo
sohrevivente

Figura 12 — Seccdo transversal mostrando as trés regides da lesdo. Superficial (S),
intermediaria (1) e profunda (P), ao longo da linha média da area regenerada.

A estacdo de trabalho consiste de microscépio Zeiss® trinocular,
uma video-camera colorida (Sony® CCD IRIS), com placa digitalizadora de imagens,
um microcomputador com processador Pentium® 133 MHz, IBM-PC® compativel,
operando em ambiente Windows 95® 32 bits. As imagens obtidas em 10 campos
microscopicos sao digitalizadas com auxilio do software Kontron Electronic 300
(Zeiss®), proporcionando a possibilidade de compartihamento de dados com o
processador de textos (Microsoft Word®) e planilha eletrénica (Microsoft Excel®). A
utilizacdo deste programa proporciona a analise, o tratamento, a interpretagao e a
obtencdo de valores de mensuragdo das estruturas com todas as variaveis e a
distribuicdo automatica dos dados. A transmissao 6ptica € quantificada a fim de se
processar e analisar a imagem e, para que esta seja quantificada em suas medidas
originais, transforma-se a medida da imagem digitalizada, o pixel, em medida

micrometrada. Para tal utilizamos a calibracédo de pixel em micrometros. A calibracao
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das imagens é realizada para imagens obtidas em aumentos de 10, 20, 40 e 100
vezes. O fator de calibragao é calculado automaticamente, em pixels, e este fator é
utilizado pelo software para os calculos correspondentes em micrémetros. As
imagens sao analisadas pelo software Kontron Electronic 300 (Zeiss®) para
determinacao de area, comprimento e contagem de particulas, contendo ferramenta
que permite identificar determinada estrutura, coloca-la em evidéncia, e automatizar
sua marcagao.

As laminas contendo cortes de tecido muscular, submetido a leséo
traumatica, foram analisadas sob microscopio de luz Zeiss®. Apds aquisigdo da
imagem com objetiva de 20 aumentos e ocular de 10 aumentos (Figura 13),
utilizamos o recurso para marcar a area muscular do campo a ser avaliado e as
fibras musculares a serem quantificadas (Figura 14). Os achados foram entéo
documentados em imagens digitalizadas captadas com auxilio do sistema analisador
de imagem Kontron Electronic 300 (Zeiss®), para a avaliagdo quantitativa. Esta
rotina, semi-automatizada, foi realizada em cada campo da lamina em estudo, sendo
10 campos por lamina. Os resultados obtidos em cada campo, correspondentes a
area analisada (nimero de células musculares por pm? e proporgdo de fibrose),

foram arquivados em planilha Microsoft Excel® para posterior analise estatistica.

Figura 13 — Visualizagdo de area de regeneragdo muscular em regiao
intermediaria de lesdo com microscopia Optica comum.
Coloracao HE. Aumento de 100x.
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Figura 14 — Demarcagao dos tecidos formados na area de regeneragao
muscular para analise quantitativa com histomorfometria. O
tecido muscular regenerado esta delimitado pela linha
amarela e a area de fibrose pela linha azul.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada no Departamento de Estatistica, do
Centro de Ciéncias Exatas, da Universidade Estadual de Londrina.

O resultado da contagem de células e do exame anatomopatoldgico
€ apresentado na Tabela 1.

Foram calculados a média, o desvio-padrdo, a mediana e a
amplitude interquartil das variaveis quantitativas continuas.

Tabelas estatisticas e graficos de coluna (média + desvio-padrao)
apresentaram a estatistica descritiva das variaveis: numero de células
musculares/um? (Tabela 2 e Grafico 1) e proporgéao de fibrose (Tabelas 3 e Grafico
2).

Em relacdo ao teste estatistico, para comparar as lesdes dos
musculos tibial anterior direito, tratadas com centrifugado de medula d6ssea, e
esquerdo (controle), foi utilizado o teste de Wilcoxon, para a inferéncia sobre a
diferenga entre as observacgdes das amostras pareadas e ndo paramétricas (Tabelas
2e3).

O nivel de significAncia adotado foi de 5% (o = 0,05).
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4 RESULTADOS

Na tabela 1 estdo expostos os resultados da contagem de células e
do teste de viabilidade celular, obtidos apds a centrifugacéo do aspirado de medula

ossea.

Tabela 1 — Resultado da contagem de células nucleadas por microscopia 6ptica
apos teste com azul tripano para a determinacéo da viabilidade celular.

VOLUME  ~oNTAGEM CELULA NUCLEADA

COELHO P BAA MEDIA (107 Viavel Inviavel Viabilidade

U(m% O células / ml) 12 e M 12 22 M Celular (%)
1 5,0 10,2 97 100 99 2 4 3 97,0
2 50 3.4 32 34 33 1 1 1 97,0
3 4,0 4,9 51 44 48 1 1 1 97,9
4 50 4,6 40 47 44 1 2 2 95,6
5 3,0 7,8 73 78 76 1 3 2 97,4
6 3,0 6,7 65 62 64 3 3 3 95,5
7 50 50 53 43 48 3 1 2 96,0
8 6,0 7,5 66 69 68 6 8 7 90,6
9 7,0 9,5 94 90 92 2 4 3 96,8
10 4,5 13,6 130 132 131 4 5 5 96,3
11 55 59 56 55 56 2 4 3 94,9
12 6,0 8,1 78 71 75 6 5 6 92,5
13 50 4,7 47 40 44 3 3 3 93,6
14 55 7,9 72 77 75 2 6 4 94,9
15 5,5 4,0 31 42 37 2 4 3 92,5

onde:
12 = Primeira contagem
22 = Segunda contagem
M = Contagem média

A estatistica descritiva das variaveis estudadas foi relatada em

tabelas estatisticas e na forma de graficos de coluna:

4.1 Numero de células musculares/um? (Tabela 2 e Grafico 1).

4.2 Proporgao de fibrose (Tabela 3 e Grafico 2).
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4.1 NUMERO DE CELULAS MUSCULARES/uM?

Tabela 2 — Estatistica descritiva do numero de células musculares por micrémetro
quadrado na regido intermediaria da lesdo do musculo tibial anterior.
Comparacédo dos musculos tratados com centrifugado de medula

Ossea e controles pelo teste de Wilcoxon (a=0,05)

N° celulas/um?

0,00045

0,00040

0,00035

0,00030

0,00025

0,00020

0,00015

0,00010

0,00005

COELHO NUMERO DE CELULAS MUSCULARES/um*
Centrifugado de Medula Ossea Controle (C)
(CMO)
1 0,000202916 0,000202135
2 0,000754903 0,000339927
3 0,000522031 0,000297436
4 0,000156089 0,000417183
5 0,000364207 0,000569724
6 0,000376955 0,000339927
7 0,000587284 0,000400628
8 0,000366809 0,000348273
9 0,000422149 0,000417183
10 0,000304373 0,000207598
11 0,000476781 0,000147504
12 0,000242805 0,000182104
13 0,000327787 0,000195111
14 0,000143407 0,000176034
15 0,000392351 0,000196672
Média + Desvio-padrao 0,000376 * 0,0001647 0,000296 + 0,0001219
Diferenca (CMO-C) 0,000080+0,0001796
Mediana (Amplitude 0,000367 (0,0002340) 0,000297 (0,0002055)
interquartil)
Diferenca (CMO-C) 0,000061 (0,0001949)
Wilcoxon S=32 p=0,0730

0,00000 |-

Centrifugado de medula 6ssea Controle

Grafico 1 — Numero de células musculares por micrdbmetro quadrado na regiao intermediaria
da lesdo do musculo tibial anterior tratada com centrifugado de medula éssea e
controle
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4.2 PROPORGCAO DE FIBROSE

Tabela 3 — estatistica descritiva da proporgéo de fibrose na regido intermediaria da
lesdo do musculo tibial anterior. comparagdo dos musculos tratados
com centrifugado de medula 6ssea e controles pelo teste de Wilcoxon

(0=0,05)
COELHO

PROPORCAO DE FIBROSE
Centrifugado de Medula Ossea Controle (C)

(CMO)
1 0,601304503 0,469212643
2 0,525683356 0,642372385
3 0,361749355 0,445195018
4 0,666412294 0,377530994
5 0,676205576 0,593659394
6 0,343374895 0,699801392
7 0,555734885 0,500963831
8 0,500546007 0,583348253
9 0,387811732 0,379854791
10 0,567422834 0,491287125
11 0,646452016 0,373363420
12 0,663838047 0,543644596
13 0,630006334 0,513283371
14 0,302357471 0,672787984
15 0,595458640 0,448178945

0,534957+0,12778
0,019325+0,19402

Média + Desvio-padrao 0,515632+0,10568

Diferenca (CMO-C)

Mediana(Amplitude 0,567423 (0,25864) 0,500964 (0,14846)
interquartil)
Diferenca (CMO-C) 0,076136 (0,21554)
Wilcoxon S=13 p=0,4887

Porcentagem de fibrose

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0}

Centrifugado de medula éssea Controle

Grafico 2 — Proporgao de fibrose na regido intermediaria da lesdo do musculo tibial anterior
tratada com centrifugado de medula éssea e controle.
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5 DISCUSSAO

Alguns aspectos técnicos devem ser elucidados para maior
entendimento dos objetivos deste trabalho.

Primeiramente, o uso do coelho neste experimento deveu-se ao fato
deste animal apresentar um sistema musculo-esquelético muito semelhante ao do
ser humano, principalmente o esqueleto apendicular, sendo por isso frequentemente
selecionado para a realizagdo de procedimentos cirdrgicos experimentais nos 0ssos,
musculos e articulagdes. O esqueleto apendicular do coelho compde-se do conjunto
de ossos que suportam os dois pares de membros (anterior e posterior). O membro
anterior ou toracico é formado pela escapula, braco, antebrago e mao, enquanto que
0 membro posterior ou pélvico é formado pela bacia, coxa, perna e pé.

A escolha do musculo tibial anterior para a realizagdo da lesao
deveu-se a sua localizagdo anatdémica e a ser cirurgicamente acessivel. O estudo
bilateral, no caso das lesbes dos musculos tibial anterior direito e esquerdo, permitiu
a utilizacdo de um menor numero de animais e a comparagao direta entre os
tratamentos.

A realizagdo da ferida lacerante no musculo tibial anterior seguiu o
protocolo de Menetrey et al.?, para evitar uma secgdo transversal total do ventre
muscular, possibilitando uma regeneracdo muscular mais semelhante entre os
musculos lesados. A lesao realizada a aproximadamente 60% do comprimento do
musculo, a partir de sua origem proximal, procurou evitar a lesdo do nervo motor no
seu ponto de entrada no musculo®.

A utilizacdo de pontos de reparo proximal e distal, a 5 mm de
distancia dos rebordos da lesdo muscular, seguiu procedimento descrito por Marlow

et al.®

, antevendo a dificuldade para a localizagédo macroscopica do centro da leséo
apos a regeneragao, o que poderia levar a selegdo de uma regido impropria para a
analise.

Quanto ao preparo do centrifugado, cuidou-se para que a medula
Ossea fosse aspirada em pequenas fragdes, pois de acordo com Hernigou et al.®,
este procedimento reduz o grau de diluicdo do aspirado pelo sangue periférico.

Também Muschler et al.>* demonstraram que a realizacdo de puncgao, limitando o
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volume do aspirado a 2 ml, foi mais efetiva que uma unica pungdo com volume
maior.
A centrifugacdo do aspirado de medula &éssea, conforme técnica

descrita por Connolly et al.*’

, forma uma camada intermediaria, o “buffy-coat”. No
“buffy-coat” se encontra uma maior quantidade de células nucleadas, das quais
fazem parte os precursores hematopoiéticos e células do estroma da medula

8,11,33

Ossea No estroma se encontram as células-tronco mesenquimais e

progenitoras®'"33,

A viabilidade celular, avaliada pelo teste com azul tripano, um
sulfonato de diazo-naftaleno amplamente utilizado como corante, é baseada no fato
de que a membrana celular integra impede a entrada do corante azul nas células

8,31

nucleadas viaveis ou vivas™”'. Nas células inviaveis ou mortas, o corante penetra

através da membrana celular incompetente, deixando estas com uma coloragao azul

escura®®’

. Nossos resultados confirmam a importancia da centrifugagao do aspirado
de medula 6ssea para aumentar a concentragao de células nucleadas, constatada
pelo teste de viabilidade celular, além de ndo haver destruigdo celular significativa,
em concordancia com outros autores’#3133,

O uso da esponja de gelatina absorvivel (Gelfoam®), embebida com
o centrifugado de medula 6ssea, colocada sobre a lesdo do musculo tibial anterior,
mostrou-se util para evitar a difusdo ampla do centrifugado e por permitir sua
presenca prolongada no local da les&o, estando de acordo com a literatura®®%3¢. A
esponja de gelatina absorvivel atua como uma ponte para promover a regeneragao
de tecidos e, além disso, € biocompativel e bioabsorvivel, tendo sido utilizada com
sucesso para reparar defeitos teciduais na traquéia, es6fago, estdbmago, intestino
delgado e nervos periféricos®. Em estudo experimental desenvolvido por Kin et al.’,
demonstrou-se que a esponja € absorvida completamente em trés semanas, permite
o controle de sangramentos e inibe a infiltragdo de células inflamatorias, prevenindo
assim a formagao de cicatriz excessiva®.

A opcg¢ao por nao manter o coelho imobilizado no pds-operatorio
deveu-se ao fato de que, segundo Jarvinen', foi demonstrado que a mobilizagdo
precoce induz um crescimento capilar mais rapido e intenso para a area lesada,
melhor regeneragdo e uma orientagdo mais paralela das fibras musculares,
enquanto a inatividade foi associada com atrofia significativa das fibras musculares e

deposigao excessiva de tecido conjuntivo. Outros estudos, porém, demonstraram
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também que a mobilizagdo ativa, iniciada imediatamente apds a lesao, resulta num
grande tecido conjuntivo cicatricial, com prejuizo da penetragdo das fibras
musculares através da cicatriz'. Iniciar a mobilizagdo ativa apds curto periodo de
imobilizacéo seria o ideal, pelo fato de aumentar a penetracéo das fibras musculares
através do tecido conjuntivo cicatricial, limitar o tamanho da cicatriz permanente,
facilitar o alinhamento apropriado das fibras musculares em regeneracéao, e ajudar
no ganho de forga de tensao no musculo lesado’.

Uma das dificuldades deste estudo foi de que, apds a eutanasia,
mesmo apos a marcagcdo realizada durante a lesdao muscular, conforme

|'32

recomendam Marlow et al.”, a localizagédo do ponto médio da lesdo mostrou-se

dificil, concordando com a experiéncia de outros autores®®32,

A anadlise histologica de secgbes transversais da area de leséo
muscular é considerada mais adequada por evitar a contagem multipla de
miotubos®. A andlise de seccdes longitudinais pode resultar em imprecisdo na
quantificacdo de miotubos, pois estes podem aparecer mais de uma vez, devido ao
arranjo nao linear destas células®.

A regido ideal para a quantificagdo da regeneragdao muscular foi
observada estar dentro da zona intermediaria da lesdo, onde residem as principais
diferencas na regeneracdo®**’. A regeneragdo na zona intermediaria parece ocorrer
independentemente do suprimento vascular e em um ambiente ndo influenciada pelo
reparo fibroso, refletindo apenas o potencial miogénico®>. A zona profunda,
adjacente ao musculo sobrevivente, pode ser influenciada pela proximidade das
fibras musculares ilesas e suprimento vascular intacto®®. Na zona superficial,
adjacente a fascia e a pele, miotubos recém-formados podem ser influenciados pelo
apoio estrutural da membrana basal e pelo fornecimento de sangue associados,
podendo estar presentes independentemente da capacidade de regeneracdo?.

Enquanto as diferengas qualitativas na regeneragdo muscular ja
estdo bem documentadas, a quantificagdo dessas diferencas tem se revelado
difici®**". A opgdo pela analise histomorfométrica da regeneracdo muscular
mostrou-se adequada para a avaliagao das diferengas quantitativas na regeneragao,

1.32 e Mitchell et al.®’.

estando de acordo com a opinidao de Marlow et a
Apesar de ja ter sido demonstrado que células-tronco adultas da
medula &ssea, principalmente as células mesenquimais derivadas do estroma,

podem se diferenciar em uma linhagem miogénica, contribuindo para a regeneragao
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muscular7'15, em nosso estudo, apesar do maior numero de células musculares/um?
no grupo tratamento, este aumento nao foi significativo.

De acordo com Matziolis et al.*, a transferéncia imediata de célula
precursora miogénica apos lesdo resulta em sobrevivéncia celular menor do que
10% no quinto dia ap6s o trauma, causada pelos fatores celulares e humorais que
fazem parte dos processos de inflamacao fisiolégica durante os primeiros dias apos
a lesdo. Além disso, o dano a microvascularizagdo resulta em resposta regenerativa
pobre nesta fase*. Comprovadamente, estes fatores resultam num meio local que
dificulta a sobrevivéncia, a proliferagdo e a diferenciagdo de células transplantadas®,
colaborando para justificar os resultados negativos encontrados em nosso estudo.

Apesar da regeneragdo tecidual mediada por células-tronco
embrionarias “in vitro” ter potencial terapéutico promissor, segundo Musaro et al.’ a
diferenciagdo no musculo esquelético de células-tronco adultas provenientes da
medula 6ssea tem sido de pouco significado clinico. Alguns estudos sugerem
inclusive que a frequéncia na qual as células derivadas da medula 6ssea contribuem
para a regeneragdo muscular parece ser muito baixa ou até mesmo inexistente,
mesmo na lesdo’’ 1%

Uma demonstragdo de que as células-tronco nao musculares
participam da regeneragdao muscular, foi apresentado em trabalho por Ferrari et al.’®,
onde se demonstrou a presenga de células miogénicas derivadas da medula éssea
de doador, transplantada por via intramuscular ou intravenosa, na musculatura do
hospedeiro, mas a frequéncia com que esse evento ocorreu foi baixa. No estudo ja

citado de Musaro et al.™

, 0 transplante de células-tronco derivadas de medula éssea
teve um impacto limitado sobre a substituicdo de células musculares, sugerindo que
o mau recrutamento de células-tronco circulantes € um dos fatores limitantes para a
reparacdo tecidual. Da mesma forma, Gussoni et al.?’ observaram que apds a
administracao intravenosa, células da populacao periférica da medula éssea foram
capazes de contribuir para os nucleos das fibras musculares e de restaurar a
expressao de distrofina no musculo em regeneragdo, porém também em niveis
baixos.

Estes achados destacaram a incorporacao pouco eficiente e lenta de
células derivadas da medula 6ssea no musculo, em comparagao com os mioblastos,
sugerindo uma baixa eficacia e por isso com pouca vantagem como terapia nas

lesdes musculares’ 128,
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No presente estudo, a maior propor¢cao de fibrose no grupo do
tratamento, apesar de nao significativa, foi uma surpresa, demonstrando ser a
formagédo excessiva de tecido conjuntivo cicatricial, conforme a opinido de outros
autores, um problema ainda a ser resolvido?>.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o centrifugado
de medula 6ssea nao foi capaz de induzir uma melhor qualidade da cicatrizagcao

muscular, com regeneragao de fibras musculares ao invés de formagao de fibrose.



49

6 CONCLUSAO

A administragdo do centrifugado de medula éssea utilizada neste

estudo nao favoreceu a cicatrizacdo de lesdo muscular em coelhos.
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