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RESUMO 

 

A regeneração incompleta após lesões musculares é um problema comum na 

traumatortopedia. O objetivo do estudo foi investigar se células mesenquimais 

derivadas do tecido adiposo (AT-MSCs) contribuiriam para a regeneração muscular. 

As AT-MSCs de ratos Wistar machos foram mantidas em cultura até a terceira 

passagem. Uma semana após a laceração do músculo soleus de ratos fêmeas, as 

células foram injetadas diretamente no ventre muscular. Aos 14 e 28 dias após a 

terapia, os músculos foram avaliados por suas propriedades contráteis. Análise 

histológica foi realizada no final do protocolo. A detecção do quimerismo foi feita a partir 

do gene SRY específico de macho por PCR em tempo real. Todos os dados foram 

representados como média± erro padrão e os dados foram significativos quando 

p<0.05.  Não houve diferença entre os grupos para força em 1 Hz. A força tetanica for 

maior no grupo tratado comparado ao grupo não tratado. (79.2±5.0%vs 58.3±8.1%, 

p<0.05) tal como o número de fibras em regeneração (273±18 per 103vs145±36 por 

103 fibras; p<0.05), duas semanas após a terapia. No entanto, 4 semanas pós 

tratamento, ambos grupos tiveram valores similares para os dois parametros. A injeção 

das AT-MSCs não diminuiu a deposição de colágeno. Produtos de PCR foram 

detectados e mostraram um decréscimo de sinal do gene de macho SRY de forma 

tempo-dependente. Nós concluímos que a administração da AT-MSCs contribuiu para a 

aceleração da regeneração muscular. 
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ABSTRACT 

 

Incomplete regeneration after traumatic muscle injury is a common problem in 

orthopedics and traumatology. The aim of the present study was investigate whether 

adipose tissue-derived mesenchymal cells (AT-MSCs) could contribute to skeletal 

muscle healing. The AT-MSCs of male singenic Wistar rats were cultured until the third 

passage. One week after laceration of female rats’ soleus muscles, cells were injected 

directly into the muscle ventre. Fourteen and twenty eight days after cell therapy, the 

muscles were tested for peak twitch and tetanic force. Histological analysis was 

performed at the end of the protocol. Quimerism detection was performed using specific 

SRY male gene target by PCR real time. All data are presented as mean ± SEM and 

significance was set at p<0.05. There was no difference between groups for 1 Hz twitch 

strength. The 50 Hz tetanus strength was higher in the treated group compared to 

control group (79.2±5.0%vs58.3±8.1%, p<0.05) as well as the number of 

centronucleaded regenerating myofibers (273±18 per 103vs145±36 per 103 myofibers; 

p<0.05), two weeks after cell injection. However, four weeks after treatment, both groups 

had similar values for these two parameters. Treatment did not decrease collagen 

deposition. PCR products were detected and showed a decreased signal of male Y 

gene in a time-dependent manner. We conclude that AT-MSCs administration can 

accelerate muscle regeneration. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Lesão muscular: considerações gerais 

 

Lesões musculares podem ocorrer tanto por trauma direto (estiramentos e 

contraturas) quanto por causas indiretas (isquemia, lesões neurológicas e distrofias 

musculares) (Kasenmkijwattana et al 1998; Orchard & Best, 2002). A alta incidência de 

lesões é compensada pela grande capacidade de regeneração que esse tecido possui 

o que garante a manutenção da funcionalidade da musculatura esquelética (Chargé & 

Rudnicki, 2004).  

Muito embora o músculo esquelético possua uma grande capacidade 

regenerativa (Seale et al, 2000), o acometimento de lesões graves e/ou sucessivas 

acarreta um ciclo de degeneração-regeneração levando o indivíduo à perda de função 

muscular e ao quadro de fibrose (Orchard et al, 2002; Noonan et al, 1999). Tais lesões 

desenvolvem graus significativos de perda da capacidade motora que está associada a 

um maior tempo de recuperação e impossibilidade de obter desempenhos compatíveis 

no âmbito profissional (Markert et al, 2005; Zemper, 2005). Os tratamentos para lesões 

musculares esqueléticas é um assunto controverso entre os grupos que os investigam. 

Um tratamento clássico descrito como RICE (do inglês, rest, ice, compression and 

elevation), até então, se mostrou eficiente para reduzir a dor local, porém não gera um 

benefício adicional para recuperação do músculo (Wright & Sluka, 2001; Warden, 

2003). A prescrição de antiinflamatórios não esteroidais tem sido ainda a intervenção 

mais usada entre médicos. Contudo, o uso de antiinflamatórios tradicionais pode 

resultar em inúmeros efeitos colaterais, como sangramento gastro intestinal, danos 
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hepáticos e problemas cardíacos em casos mais graves (Hirschowitz et al, 1991; 

Boelsterli, 2002; Feenstra et al, 1997). Juntamente a isso, evidências atuais 

demonstraram que antiinflamatórios não esteroidais seriam responsáveis por atrasar a 

regeneração do tecido muscular e promover a formação de fibrose, e esse fenômeno 

estaria relacionado à diminuição do processo inflamatório (Shen et al, 2005). 

 

1.2. Estrutura do músculo esquelético 

  

Cada um dos 600 músculos esqueléticos do corpo humano é composto de 

centenas de milhares de células alongadas e multinucleadas chamadas fibras 

musculares.(Fig. 1). Dentro de uma única fibra, as proteínas miosina e actina compõem 

os filamentos, os quais estão organizados longitudinalmente em sequencia formando os 

sarcômeros (Fig. 1). Sarcômeros em series formam as miofibrilas, e existem muitas 

miofibrilas em cada fibra muscular. As miofibrilas hipertrofiam induzidas por exercícios 

de força e atrofiam por imobilização, inatividade, lesão e idade. A mudança no 

comprimento dos sarcômeros ocorre quando os filamentos deslizam um sobre o outro, 

mediado por interações cíclicas entre as projeções da miosina, chamada de ponte 

cruzada. 
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Figura 1 – Representação ilustrativa da hierarquia estrutural do músculo esquelético. 

 

1.3. Processo inflamatório durante a regeneração muscular 

 

O processo inflamatório é um dos primeiros eventos que acontece logo após a 

lesão muscular. Essa rápida resposta se dá, inicialmente, por diversos fatores atrativos 

que estão sendo liberados na área de lesão, ou seja, uma ação quimiotática. Robertson 

et al (1993) demonstraram que neutrófilos e linfócitos respondem mais rapidamente a 

esses fatores atrativos do que macrófagos. Além disso, macrófagos peritoneais, 
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apresentam grande capacidade migratória quando cultivados na presença de um 

extrato de músculo (Robertson et al, 1993; Fielding et al, 1993). Apesar da natureza do 

agente atrativo não ter sido determinada, alguns produtos da ativação do sistema 

complemento (C3a, C5a ), citocinas, além de debris celulares e da matriz extracelular, 

podem exercer esse papel. Chazaud et al (2003) através da técnica de micro arranjo, 

demonstraram que a célula precursora de músculo cultivada durante três dias, secreta 

fatores que atraem macrófagos e monócitos. Os autores ainda sugerem que exista uma 

associação dessas células na amplificação da resposta inflamatória durante a 

regeneração muscular. 

Após 48 horas da lesão, os macrófagos se tornam o tipo celular predominante e 

possuem a função de fagocitar o tecido lesionado e de liberar diversos fatores de 

crescimento e citocinas, que exercem diferentes funções no processo de regeneração 

em curso (Robertson et al, 1993; Fielding et al, 1993). É importante destacar que 

existem algumas populações de macrófagos no tecido muscular normal e a maioria 

desses macrófagos expressam o fenótipo ED2+ e está intimamente associado com a 

microvasculatura do músculo (Honda et al, 1992). Porém, durante a regeneração, Pierre 

& Tidball (1994) observaram uma invasão caracterizada por macrófagos com fenótipo 

ED1+ e moléculas da classe ll do MHC (Ia+) que demonstraram grande atividade 

fagocítica. Baseados nesses achados os autores propõem um padrão de resposta de 

macrófagos durante a regeneração, sendo a resposta inicial de degeneração e 

fagocitose do músculo caracterizada pela invasão de ED1+ e Ia+ e a fase regenerativa 

com a presença de ED2+ (McLenmam, 1993). 
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1.4. Dinâmica de expressão dos MRFs (do  inglês myogenic regulatory factor) 

durante a regeneração muscular 

  

No nível molecular, a ativação de células precursoras de músculo, é 

caracterizada pela rápida expressão dos fatores reguladores de músculo (MRF). Após a 

ativação, no entanto, ocorre um aumento na expressão de MyoD ou Myf5, que 

antecede o aparecimento de marcadores de proliferação celular. Subseqüentemente, 

durante a fase proliferativa, esses dois fatores são co-expressos (Cooper et al, 1999; 

Cornelison & Wold, 1997). Após essa fase, encontramos a expressão de Mrf4 e 

miogenina, e as células entram na fase terminal de diferenciação, que envolve o 

crescimento do miotubo e a ativação de diversas proteínas específicas da linhagem 

muscular (Raws et al, 1998; Francis-West et al, 2003). 

  A importância desses fatores para a ativação e diferenciação das células 

satélites é confirmada por trabalhos que utilizaram camundongo deficiente em MyoD. 

Sabourin et al (1999), utilizando esse animal transgênico, observaram uma reduzida 

capacidade de diferenciação, caracterizada pelo aumento do número de células 

precursoras de músculo e diminuição de miotubos. Já os animais deficientes em 

miogenina e Mrf4 possuem progenitores que expressam myod e myf5, porém são 

deficientes em músculos diferenciados (Raws et al 1998). 

Launay et al (2001), através de hibridização in situ, também foram capazes de 

mostrar um aumento na expressão de MyoD, Myf5 e Mrf4 nos primeiros estágios de 

regeneração. Transcritos para miogenina foram encontrados já em miotubos o que 

caracteriza o papel mais tardio desse fator na diferenciação. Porém, nesse mesmo 

trabalho, foi observada uma dinâmica de expressão diferente para os MRF, quando o 
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músculo foi desnervado, além de lesionado. Assim, a ativação de células satélites é 

mediada por uma combinação de diversos fatores incluindo: fatores de crescimento 

liberados pela própria célula muscular e pelo processo inflamatório e sinalização 

induzida por moléculas de adesão. Porém, a ligação entre esse microambiente e a 

regulação molecular, ainda não foi encontrada. Dessa forma, o papel específico de 

cada um desses fatores, bem como de suas interações para modular o processo de 

ativação, proliferação e diferenciação ainda necessita de mais estudos.  

 

1.5. Matriz extracelular e o desenvolvimento da fibrose do músculo esquelético 

 

  A matriz intercelular é o termo utilizado para descrever todos os tecidos 

conjuntivos, presentes em três subdivisões no músculo esquelético: o epimísio, o 

perimísio e o endomísio. O epimísio refere-se ao tecido conjuntivo que envolve todo o 

músculo. Um fascículo com diversas fibras musculares é envolvido por uma densa 

camada de tecido conjuntivo chamado de perímisio, por onde passam importantes 

conexões vasculares, pequenos vasos linfáticos e células nervosas. O endomísio é 

uma fina membrana de matriz extracelular que envolve cada fibra muscular por onde 

passam capilares e se localizam os fibroblastos (Mayne & Sanderson, 1985). 

Com o evento lesivo e durante a fase inicial da regeneração muscular, a matriz 

extracelular é rompida tanto diretamente pelo mecanismo de lesão, quanto pela 

degeneração na área lesada mediada pelo processo inflamatório (Grounds, 1991; 

Gulati et al, 1983).  Desta forma, os vários componentes da matriz extracelular 

desaparecem e durante a formação e crescimento dos miotubos, uma nova membrana 

basal é composta (Gulati, 1986). No entanto, existem evidências que os componentes 
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da matriz presentes no tecido viável ao redor da lesão, possam desempenhar um papel 

de orientação da regeneração muscular (Vracko & Benditt, 1972). 

 O principal componente da matriz intercelular do músculo esquelético é o 

colágeno. Diversos trabalhos demonstraram que predomina no endomísio o colágeno 

dos tipos I, III e como componente minoritário o tipo V (Takala & Virtanen, 2000; Mayne 

& Sanderson, 1985; Foidart & col, 1981; Light & Champion, 1984). O colágeno do tipo I 

é predominante no epimísio e perimísio, enquanto que o tipo III constitui 16,4 e 30% 

destas camadas, respectivamente (Light & Champion, 1984). Apesar destes tipos 

fibrilares de colágenos serem predominantes na matriz intercelular do músculo, alguns 

estudos demonstraram a presença de diversas isoformas desta molécula: tipo II, IX, XII, 

XIV, XV e XVII (Takala & Virtanen, 2000).  

Gulati et al (1983) observaram as mudanças nos componentes da membrana 

basal e no colágeno tipo IV durante o processo de degeneração e regeneração. Após 

uma diminuição na expressão, em volta dos miotubos, uma nova membrana basal 

reaparecia, demonstrando que esta estrutura era dinâmica e capaz de influenciar no 

processo de regeneração. Com protocolo de lesão intermitente por 4 semanas, Stauber 

et al (1998) observaram um aumento na expressão de colágeno e na formação de 

fibrose no tecido muscular. 

A relação entre a regeneração muscular e a síntese de colágeno é também 

observada em doenças associadas ao músculo esquelético. De fato, pacientes com a 

síndrome de Ullrich's, possuem uma deficiência em colágeno tipo VI e apresentam um 

fenótipo de alteração no crescimento e regeneração muscular (Higuchi et al, 2003). A 

análise do material genético extraído do músculo do animal mdx pela metodologia de 

microarranjo, encontrou um aumento na expressão de colágeno (Porter et al, 2002). O 
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camundongo mdx é gerado a partir de uma mutação pontual espontânea localizada no 

exon 23 do gene da distrofina. Essa mutação forma um códon de parada prematuro, 

produzindo uma proteína defeituosa (Chargé & Rudnicki, 2004).  

Além da quantidade total, a proporção entre os colágenos I e III também se 

modifica durante o processo de regeneração muscular. No músculo normal, 

encontramos uma maior quantidade de colágeno tipo I, porém durante a regeneração, a 

quantidade de colágeno III é aumentada e permanece assim por longos períodos. A 

isoforma III apresenta menor diâmetro e menos ligações entre as fibrilas, o que pode 

estar relacionado com a alta incidência de lesões nos sítios previamente lesionados 

(Mutsaers et al, 1997; Letho et al, 1985). 

 Além do colágeno, outras moléculas como fibronectina, proteoglicanos e 

lamininas, compõem a matriz extracelular. As células são então capazes de se ligarem 

a esses componentes através de moléculas de adesão, principalmente formadas por 

integrinas. Essa associação é extremamente dinâmica, e possui uma taxa constante de 

síntese e degradação (Gulati, 1986; Border & Noble, 1994).   

 

 1.5.1.Formação da cicatriz fibrótica no músculo esquelético pós-lesão 

 

O principal responsável pela síntese dos componentes da matriz extracelular no 

músculo é o fibroblasto, que por sua vez é controlado por mediadores derivados das 

células inflamatórias, das células musculares e das próprias células precursoras de 

músculo. Li et al (2004) mostraram que células miogênicas também se diferenciam em 

miofibroblastos durante a regeneração e o TGF-β1 seria o principal responsável. Gu et 

al (2007) mostraram haver uma interação entre o TGF- β1 e a ativação do fator de 
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transcrição smad3 no processo proliferação de fibroblastos e sua diferenciação  em 

miofibroblastos tal como o aumento da produção de colágeno.    

Existe um consenso da literatura mostrando que lesões musculares graves e/ou 

repetidas, induzem a formação de uma cicatriz fibrosa (Kääriäinen et al 1998; Stauber 

et al 2000; Menetrey et al, 1999). Esta pode ser definida por uma excessiva deposição 

de componentes de matriz que resulta na destruição da arquitetura normal do tecido e 

compromete sua função. No músculo esquelético, ela é caracterizada pela grande 

deposição desses componentes no interstício e na região perivascular (Stauber et al 

1994; Stauber et al, 2000). Diversas citocinas estão envolvidas no remodelamento do 

tecido após a lesão, tais como: PDGF, FGF, TGF-, TNF, IL1 e IL6. Dentre esses 

fatores, o TGF- tem um papel fundamental na ativação, produção e deposição de 

colágeno e de outros componentes da matriz extracelular. Em mamíferos, esta citocina, 

possui três isoformas (TGF- 1-2-3) com propriedades biológicas similares. Produzida e 

secretada em uma forma inativa, essa proteína fica armazenada na superfície da célula 

e na matriz extracelular até ser convertida em sua forma ativa por um mecanismo ainda 

desconhecido (Border & Noble, 1994; KulkarniI et al, 1993). Apesar de atuar em 

sinergia com outros fatores durante a regeneração, o TGF- é o principal estimulador 

da deposição de matriz extracelular e está envolvido na quimiotaxia de células 

inflamatórias e fibroblastos (Wahl et al, 1987; Postlethwaite et al, 1987). Este fator é 

ainda capaz de estimular sua própria síntese, amplificando seus efeitos biológicos no 

sítio de lesão (Kim et al, 1990).  

Dentro da resposta normal a lesões, o TGF- estimula também a produção de 

inibidores de proteases e modifica a expressão de integrinas aumentando a adesão 
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celular. Em casos de lesões muito graves e/ou repetidas, altas concentrações desse 

fator são encontradas, e está relacionado com a formação de cicatriz fibrótica 

(Fukushima et al, 2001).  

 Analisando a localização do TGF-2-3 durante a regeneração muscular, 

McLennan & Koishi (1997), mostraram que o TGF-2 é produzido e se acumula na 

junção entre o tecido necrótico e as células ainda viáveis, e, posteriormente, é 

fortemente expresso pelos miotubos em formação. A expressão do TGF-3 aumenta de 

acordo com a evolução do processo inflamatório. 

 Os ensaios com bloqueadores de TGF- reforçam o seu papel na indução 

de fibrose muscular pós-lesão. Fukushima et al (2001) obtiveram um decréscimo tanto 

na expressão de colágeno por fibroblastos musculares em cultura, quanto uma 

diminuição na área de fibrose in vivo, utilizando um proteoglicano chamado decorina, 

que é um componente da matriz extracelular capaz de se ligar ao TGF-β1 e inibir esse 

fator. Com o mesmo inibidor, Sato et al (2003) confirmaram esses dados em um animal 

submetido à lesão por laceração. A inibição da fibrose foi também demonstrada por 

Chan et al (2003) através da injeção de suramina, uma molécula que compete com o 

TGF-1 pelo seu receptor.  

 

1.6. Modelos de estudo em lesões musculares. 

 

 Ainda que as fases degenerativas e regenerativas do reparo muscular sejam 

similares nos diferentes tipos de músculo e nas diversas formas de lesão, a evolução e 

amplitude de cada fase podem variar de acordo com o tipo, extensão e modelo animal 
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utilizado (Chargé & Rudnicki, 2004; Grounds, 1991).  Com o objetivo de estudar o 

processo regenerativo segundo princípios da metodologia científica de controle, 

especificidade e reprodutibilidade, é necessário o desenvolvimento de modelos de 

estudo para lesão muscular.  

 Desta forma, diversos modelos já foram propostos para a indução de lesões nos 

diversos tipos de músculos, tais como: miotoxinas, estiramento forçado, agente 

hipertônico, laceração, trauma direto, esmagamento, crioinjúria, autotransplante, 

deinervação, imobilização e contrações excêntricas (Stauber et al, 2000; Labarge & 

Blau, 2002; Asakura et al, 2002; Crisco et al, 1994; Bischoff, 1970; Inrintchev et al, 

1997; Billington, 1997; Winchester et al, 1991; Herbison et al, 1978).  

 O modelo de laceração, que consiste em um corte transversal de 50% da região 

do maior ventre muscular com 100% de profundidade (Menetrey et al, 1999) é 

amplamente utilizado nos trabalhos que se propõem a estudar as fases de 

degeneração e regeneração musculares, e nos estudos que investigam o tratamento 

com fármacos e também com células tronco. Os autores colocam que esse modelo 

possui uma boa reprodutibilidade devido a padronização da posição do corte, apesar de 

não fornecerem as posições anatômicas necessárias para tal. Nos primeiros quatro dias 

após a lesão, eles descrevem uma fenda na área cortada, com a presença de infiltrado 

inflamatório e tecido de granulação. Após 28 dias, os autores descrevem que essa 

região foi preenchida com tecido cicatricial, o que caracteriza uma regeneração 

incompleta (Menetrey et al, 1999). 

A utilização de camundongos transgênicos com deficiências em diversas 

proteínas como pax7, FGF6 (do inglês, fibroblast growth factor), LIF (do inglês, 

leukemia inhibitory factor), miostatina e distrofina, tem produzido um grande avanço no 
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entendimento do processo regenerativo e constituem interessantes modelos de estudo 

(Floss et al, 1997; Kurek et al, 1997; Seale et al 2000a). Dentre esses, o animal com 

deficiência em distrofina, conhecido como mdx, representa, ao lado do modelo de lesão 

por toxinas, o modelo mais utilizado em investigações sobre a regeneração muscular. A 

importância desse animal vem também do fato de que ele representa um modelo de 

estudo para a distrofia muscular em humanos (Distrofia muscular de Duchenne), 

doença degenerativa que pode levar à morte. A distrofina é o maior componente de um 

complexo de glicoproteínas que faz a ligação do citoesqueleto da célula muscular com 

a matriz extracelular. A desorganização desse complexo induz um aumento na 

susceptibilidade da membrana a lesões, a tal ponto que elas possam ser induzidas pela 

própria contração muscular (Meier & Ruegg, 2000; Petrof, 1998; Watchko et al, 2002). 

Esse animal, portanto, apresenta em toda a sua vida, sinais de degeneração muscular, 

o que leva a uma morte mais prematura nos animais mais velhos.  Além disso, o 

processo de deposição de tecido cicatricial, formação de fibrose, é contínuo e 

progressivo (Petrof, 1998).  

 

1.7. Células satélites 

 

 Na década de 60, Stockadale & Holtzer (1961) demonstraram que uma vez 

incorporado na fibra muscular, o núcleo da célula muscular rapidamente perde sua 

capacidade de dividir e dar origem a uma célula precursora, ou seja, a síntese de DNA 

não ocorre em uma fibra muscular madura. Entretanto, Macconnachie et al (1964) 

demonstraram que existe um grande aumento no conteúdo de DNA nas fibras 

musculares durante o período pós-natal. Além disso, um número considerável de 
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estudos mostrou que o músculo esquelético possui uma elevada capacidade 

regenerativa (Chargé & Rudnicki, 2004; Grounds, 1991; Bischoff, 1990). Este aparente 

enigma foi esclarecido após a identificação das chamadas células satélites musculares. 

 Descritas inicialmente por Mauro (1961), com o advento do microscópio 

eletrônico, as células satélites estão localizadas entre a lâmina basal e o sarcolema, 

sendo consideradas, no músculo esquelético maduro, mitoticamente quiescentes e 

indiferenciadas (Cornelison & Wold, 1997). Apesar de ser identificada em todos os 

músculos esqueléticos estudados, a população de células satélite não possui uma 

distribuição uniforme, sendo encontrada em maior número em fibras de contração lenta, 

próxima a junção neuromuscular e a capilares (Schmalbruch & Hellhammer, 1977; 

Wokke, 1989). As evidências sugerem que a quantidade de células satélites também 

varia com a idade. Elas constituem 30% da quantidade de núcleos de um músculo no 

animal neonato, diminuindo para 4% no animal adulto, chegando a 2% no senil (Hawke 

& Garry, 2001). Esta diminuição da densidade de células satélites durante o 

envelhecimento também foi confirmada por outros investigadores (Marsh et al, 1998; 

Vignaud, et al, 2003). 

 

1.7.1. Origem das células satélites 

 

Um estudo indicou que as células satélites se originam das células do somito, no 

mesoderma (Buckingham et al 2003). Essa hipótese é principalmente sustentada por 

estudos que utilizaram o transplante entre espécies desenvolvidos no modelo de aves. 

Os resultados demonstraram que estas células contribuíam tanto para o 

desenvolvimento do músculo, quanto para a população de células satélites. Porém 
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ainda não estava estabelecido se as células satélites migravam dos somitos como uma 

população distinta, ou se originavam de uma população pré-existente, durante o 

desenvolvimento (Hawke & Garry, 2001). 

 DeAngelis et al (1999) acreditaram poder existir células isoladas da aorta dorsal 

que possuíam a morfologia e a expressão de marcadores de linhagem miogênica e 

endotelial, similares ao das células satélites adultas. Além disso, o transplante dessas 

células para o músculo de animais neonatos revelou que elas são capazes de participar 

no crescimento e regeneração musculares. Dessa maneira, os autores acreditam que 

possam existir mais de uma fonte (somítica e não-somítica) para origem das células 

satélites. 

 

1.7.2. Papel das células satélites no crescimento e regeneração do músculo 

 

As funções da célula satélite foram inicialmente descritas na década de 70. Moss 

& Leblond (1971) observaram que essas células apresentam íntima associação com 

crescimento pós-natal do músculo esquelético. Mais tarde, alguns trabalhos 

demonstraram o grande potencial miogênico dessas células em cultura e in vivo, 

desencadeada pelo processo regenerativo (Bischoff, 1970; Hill et al, 2003; Bischoff, 

1990). Essa hipótese é reforçada por trabalhos que utilizaram a radiação gamma para 

bloquear a proliferação das células satélites, causando assim uma forte inibição da 

capacidade regenerativa do músculo (Rosenblatt, et al, 1994; Barton-Davies, et al, 

1999). As células satélites possuem também um importante papel na adaptação 

muscular ao exercício, particularmente evidenciado pelos modelos de hipertrofia 
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muscular, onde se observa a adição de núcleos na fibra madura (Hawke & Garry, 

2001). 

 

1.7.3. Identificação e capacidade de autorenovação das células satélites  

 

 Ainda que a identificação das células satélites possa ser facilmente realizada 

através da sua peculiar posição anatômica, em situações fisiológicas, essas células são 

ativadas, abandonam sua posição original, proliferam e migram para regiões de lesão 

(Anderson, 2006). Dessa forma, diversos trabalhos têm abordado a questão da 

identificação das células satélites, tanto quiescentes, quanto ativadas, e proposto 

marcadores que vão desde moléculas de superfície, como: CD34 (do inglês, Cluster of 

differentiation) M-caderina, Sidecan-3/4, c-met, NCAM; até fatores de transcrição de 

proteínas do citoesqueleto como: Desmina, Pax 7, MSX1, Myf5 e MyoD (Grounds et al, 

1992; Cornelison et al, 2001; Seale et al, 2000a; Beauchamp et al, 2000; Cornelison & 

Wold, 1997) 

Alguns desses marcadores têm sido relacionados com a capacidade de auto-

renovação das células satélites. Ainda que o músculo seja submetido a diversos ciclos 

de regeneração, a quantidade de células satélites se mantém relativamente constante, 

sugerindo que essas células fazem uma divisão assimétrica (Beauchamp et al, 1999). 

Assim, um papel importante nesse processo tem sido proposto para o fator Myf5 e para 

a proteína de membrana CD34. A presença de CD34 está também relacionada a uma 

subpopulação de células satélites quiescentes. No entanto, durante a ativação e 

diferenciação dessas células ocorrem mudanças na expressão dessa proteína. Foi 

observado também que em culturas de mioblastos induzidos para diferenciação, células 
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CD34+ não fusionam e não expressam MyoD. Quando se comparou a expressão de 

CD34 em um animal Myf5/LacZ, foi demonstrada uma co-localização sugerindo então a 

existência de uma população quiescente, expressando CD34/Myf5, porém 

comprometida com a linhagem muscular (Beauchamp et al, 2000).  Jankowski et 

al (2002) demonstraram que as células derivadas de músculo, que expressam CD34, 

são mais eficientes na regeneração e na expressão de distrofina quando transplantadas 

em um camundongo mdx. 

A análise das células deficientes em MyoD e que expressam níveis aumentados 

de Myf5 reforçam o papel desse fator nesse processo de manutenção das células 

quiescentes. Alguns trabalhos demonstraram que essas células estão em maior número 

no músculo esquelético adulto, porém possuem uma deficiência na diferenciação em 

cultura e expressam níveis aumentados de IGF-I (do inglês insulin-like growth factor) e 

do marcador de ciclo celular p21 (Beauchamp et al, 2000).  

 

1.7.4. Ativação das células satélites durante a regeneração muscular 

 

 A ativação e proliferação das células satélites é um evento importante no 

processo de regeneração muscular. Isso é sustentado pela observação de que as 

metodologias que impedem essa etapa reduzem drasticamente a capacidade 

regenerativa do músculo (Zammit et al, 2001; Robertson et al, 1992; Yan et al, 2003). 

 No curso da regeneração muscular, as células satélites exibem um estado 

quiescente, passando depois de ativadas para um período de proliferação, seguido da 

diferenciação e fusão para formar novas fibras musculares ou regenerar as fibras 

lesionadas (Zammit et al, 2001). Durante essas fases, as células satélites quiescentes 
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são renovadas, demonstrando que elas possuem uma capacidade de auto-renovação e 

que esse processo é remanescente do período embrionário (Hill et al, 2003; Yan et al, 

2003.). Essa fase inicial da regeneração muscular é também acompanhada pela 

infiltração de células inflamatórias no sítio de lesão a qual parece ter um papel 

fundamental para ativação, proliferação e diferenciação das células precursoras de 

músculo (Chazaud et al 2003; Robertson et al, 1992). Entretando, ressaltando o que foi 

dito anteriormente, apesar do músculo possuir células capazes de repará-lo, tal como 

as células satélites, em caso de lesões severas ou sucessivas, um quadro de 

recuperação funcional incompleta e fibrose é instalado. Sendo assim, a terapia celular e 

a medicina regenerativa surgem oferecendo esperança a tais desordens. 

 

1.8. Terapia celular e medicina regenerativa 

 

Relatos históricos descrevem a medicina regenerativa há muito mais tempo que 

o excitante cenário atual da terapia com células-tronco. Reconstrução de extremidades 

como nariz, orelhas têm sido realizadas a milhares de anos na Índia. Atualmente, 

transplantes autólogos são praticados com propostas variadas, tal como o reparo de 

queimaduras graves de pele, lesões ósseas dentre outros (Gardner, 2007).  

Medicina regenerativa é um campo profissional multidisciplinar que envolve 

biologia, medicina e engenharia entre outros. Biomateriais são desenvolvidos para 

promover a organização, o crescimento e diferenciação das células para formar um 

novo tecido. Agentes biológicos são necessários para otimizar a proliferação e 

diferenciação celular e inclui: fatores de crescimento, citocinas, hormônios dentre 
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outros. Porém, o ponto chave desta multidisciplinaridade é a disponibilidade de células 

necessárias para terapia. 

O princípio básico da medicina regenerativa é restaurar a homeostase de órgãos 

e tecidos lesados. Em outras palavras, obter suficiente quantidade de um tipo 

específico celular para restabelecer a condição fisiológica normal de uma área lesada 

por uma injúria física, química, isquêmica ou por conseqüência de desordens genéticas 

ou infecciosas. Sua crescente importância vem das evidências que a capacidade 

regenerativa de muitos dos tecidos adultos é limitada. Mesmo quando a lesão induz 

uma grande proliferação celular, as novas células freqüentemente falham em 

diferenciar de uma forma adequada para repor as que foram perdidas (Gardner , 2007).  

 
 
 
1.9. Células -Tronco: conceito 
 

 A célula-tronco é uma célula indiferenciada (sem especialização funcional e 

marcadores de diferenciação tecido-específicos), com capacidade de proliferação, auto-

renovação, e plasticidade (capacidade de se diferenciar em vários tecidos distintos) 

(Loeffler et al, 1997). A sua taxa de proliferação é baixa, porém altamente clonogênica 

(Alison et al. 2002). 

As células-tronco possuem diferentes estágios de comprometimento celular, ou 

seja, algumas são completamente indiferenciadas e outras já têm algum grau de 

diferenciação. As células-tronco mais primitivas são o oócito fertilizado (zigoto) e as 

descendentes das duas primeiras divisões mitóticas. Estas células são consideradas 

totipotentes, pois são capazes de gerar um embrião e o trofoblasto da placenta. Após 

quatro dias, estas células totipotentes começam a se especializar formando uma massa 
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de células esférica chamada de blastocisto, que por sua vez contém a massa celular 

interna (MCI), da qual o embrião se desenvolve. 

  A MCI do blastocisto é formada por células-tronco embrionárias (ES), que se 

diferenciam em células provenientes dos três folhetos embrionários (endoderma, 

mesoderma e ectoderma). Porém, estas células não são capazes de originar a placenta 

e os tecidos que sustentam a gestação. Desta forma, as células ES são um exemplo de 

células-tronco pluripotentes.  

A maioria dos tecidos possui células-tronco multipotentes, ou seja, capazes de 

produzir uma limitada variedade de linhagens celulares diferenciadas de acordo com a 

sua localização (Alison et al. 2002). 

Por último, na hierarquia das células-tronco temos as chamadas células 

unipotentes (ou progenitoras comprometidas), capazes de originar um único tipo celular 

específico (ex: células-tronco constituintes da camada basal da epiderme, que originam 

somente as células escamosas queratinizadas da pele). Estas células progenitoras 

comprometidas originam células com capacidade de auto-renovação limitada, baixa 

clonogenicidade e rápida taxa de proliferação. A seguir, estas células se dividem 

originando células terminalmente diferenciadas, que perdem a sua capacidade de 

proliferação e mais tarde evoluem para um processo de morte celular programada 

(Alison et al. 2002). 

 

1.9.1. Células tronco musculares  

 

 Desde a sua descoberta na década de 60 até o final dos anos 90, as células 

satélites eram consideradas precursoras miogênicas, quiescentes e com capacidade 
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limitada de autorenovação, possuindo diversas funções na fisiologia muscular (Hawke & 

Garry, 2001). Porém, trabalhos mais recentes demonstraram que o músculo esquelético 

possui células capazes de dar origem a outras linhagens, sugerindo a existência de 

progenitores multipotentes presentes nesse tecido, além de diferenciar-se em músculo 

esquelético (Gussoni et al, 1999; Asakura et al, 2002; Qu-Petersen et al, 2002). 

Entretanto, a real identidade dessa célula, bem como sua localização, não foram até 

agora identificados. Inicialmente, a interpretação desses dados sugeria duas hipóteses: 

que a população de células satélites é heterogênea, no sentido de que possuem a 

mesma localização anatômica, porém respondem diferentemente durante a 

regeneração (Qu-Petersen et al, 2002; Beuchamp et al, 1999). Neste caso, determinado 

grupo de células possui uma capacidade multipotente, é capaz de gerar uma célula 

progenitora muscular, além de servir para a manutenção da quantidade de células 

satélites. A outra hipótese, sugere que existem, além das células satélites, outros tipos 

celulares, em nichos diferentes no tecido muscular, mas capazes de se diferenciar em 

várias linhagens diferentes, incluindo células satélites e musculares (Seale et al, 2000; 

Asakura et al, 2002).      

  Diversos trabalhos foram publicados com células derivadas de músculo, 

associados a marcadores genéticos, e demonstraram que estas células foram capazes 

de reconstituir a medula óssea de camundongos irradiados (Jakson & Goodell, 1999; 

Cao, et al 2003), de se diferenciarem em miofibroblastos (Li & Huard, 2002) e células 

endoteliais (Tamaki et al, 2002; Majka et al 2003). Além disso, Gussoni et al (1999) 

conseguiram, utilizando a citometria de fluxo (FACS; do inglês, Flow Cytometer Cell 

Sorting) e o corante Hoeschst 33342, isolar uma subpopulação de células do músculo 

esquelético (SP) que expressa marcadores de células-tronco como Sca1/c-Kit. Ao 
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injetar em um camundongo mdx irradiado, os autores demonstraram que as SP 

possuem alta capacidade miogênica, além de induzir um aumento na expressão de 

distrofina. Asakura et al, (2002) mostraram que as SP têm grande capacidade de 

hematopoiése, mas não é capaz de se diferenciar em músculo in vitro. Porém, quando 

transplantadas em músculo esquelético, geram tanto miócitos quanto células satélites. 

Uma outra população derivada de músculo, positiva para as proteínas de membrana 

CD34 e Sca1, quando injetadas na circulação periférica de camundongo mdx, foram 

capazes de migrar para o músculo e aumentar a expressão de distrofina (Torrente et al, 

2001). 

 Através do isolamento por digestão enzimática e mecânica do músculo, e não 

por citometria de fluxo, Beuchamp et al (1999), observaram que apenas uma pequena 

população de células sobrevive após o transplante em animas mdx irradiados e é 

responsável pela regeneração muscular. No entanto, as metodologias aplicadas não 

esclarecem a real localização dessa população, apesar de identificar, pelo menos em 

parte, alguns marcadores para essas células progenitoras do músculo. Na tentativa de 

esclarecer esses pontos, Seale et al (2000) publicaram um trabalho caracterizando o 

papel do fator transcricional Pax7 na especificação da linhagem das células satélites. 

Eles mostraram que o animal deficiente para esse fator não possuía células satélites, 

tinham o crescimento muscular pós-natal comprometido e morriam em 

aproximadamente duas semanas por insuficiência respiratória. Esses resultados 

sugerem claramente que as células satélites e, as chamadas células-tronco derivadas 

de músculo são populações diferentes e possuem uma localização anatômica também 

diferenciada (Seale et al, 2000).  
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 Em contrapartida, Wada et al (2002) utilizaram um sistema de cultura que 

permite o isolamento de uma fibra muscular e posteriormente de uma célula satélite. 

Eles observaram que essa célula co-expressa diferentes genes de determinação para a 

linhagem muscular (MyoD) e para a linhagem osteogênica (Runx2). Isso sugere que 

pode existir algum grau de pluripotência dentro da população de células satélites, além 

de outros tipos celulares presentes no músculo com essa mesma capacidade, como 

demonstrado anteriormente. Porém estudos in vivo são necessários para a 

comprovação desses achados.  

Um outro grupo de pesquisadores, ainda na busca de identificar as populações 

de células-tronco do músculo esquelético, descreveram uma metodologia de pré-

plaqueamento de células derivadas de músculo baseado no tempo de adesão (Lee et 

al, 2000). Os autores mostraram que esse protocolo é capaz de isolar células com 

capacidade miogênica, melhorando a regeneração muscular e expressão de distrofina 

no camundongo mdx. Essas células ainda possuem a capacidade osteogênica quando 

induzidas a expressar BMP-2 e são similares a uma população específica de células 

previamente identificadas por FACS (Gussoni et al 1999; Seale et al 2000). Eles 

observaram ainda, por imunohistoquímica, que diversos marcadores destas células em 

cultura eram encontrados na região da lâmina basal, o que levou a conclusão que as 

células isoladas poderiam ser uma população específica localizada na região das 

células satélites. 

 O confronto desses achados nos leva a concluir que, até o momento, existe a 

evidência de que o músculo esquelético possui além das células satélites, outras 

populações de células com capacidade multipotente. Entretanto, a real identidade 

dessas células, sua relação com a regeneração muscular e sua precisa localização no 
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tecido muscular, ainda não estão esclarecidas. Todos esse itens fazem com que essas 

células não sejam as candidatas ideais para a terapia celular. Assim, outras fontes de 

células vem sendo investigadas.  

 

1.9.2. Células mesenquimais multipotentes (MSC) 

 

Durante o desenvolvimento, o mesoderma se divide em paraxial, intermediário e 

lateral. A progressão no processo de diferenciação desse folheto embrionário forma os 

tecidos que darão o suporte estrutural ao corpo. Tais estruturas incluem o tecido 

conjuntivo fibroso, o estroma, cápsulas de órgãos, cartilagem, ossos, músculo 

esquelético, músculo liso, coração, vasos linfáticos e sanguíneos, tecido 

hematopoiético, cápsula dos rins, dentre outros (Patten, 1971; Moore & Persaud, 1993). 

Dentro desses tecidos há uma população de células progenitoras comprometidas com o 

seu tecido em particular, responsável pela sua manutenção, sendo assim, consideradas 

unipotentes.   Evidências de uma população de células na medula óssea com 

capacidade de diferenciação mesodermica multipontente, foi demonstrada 

primeiramente por Friedenstein et al (1976 e 1978). Contudo, Young et al (1993 e 

1995), propuseram que tais células com potencial de gerar esse fenótipo estão 

localizadas nos tecidos conjuntivos associados a vários órgãos e tecidos. 

Recentemente, foram denominadas “Células mesenquimais estromais multipotentes” 

(MSC) (Horwitz et al, 2005), e são caracterizadas de acordo com a sua capacidade de 

aderência ao plástico, potencial multipotente para expressar características específicas 

de células de linhagens de tecido conjuntivo, e expressão de antígenos de superfície 
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específica. As células mesenquimais de medula óssea vêm sendo amplamente 

utilizadas na terapia de doenças cardiovasculares (Olivares et al, 2004).  

 
1.10. Células mesenquimais derivadas de tecido adiposo (AT-MSC) 
 

 
O tecido adiposo é a associação de adipócitos maduros a uma trama de fibras 

colágenas e tem a capacidade de se expandir e diminuir dinamicamente durante toda a 

vida adulta. Juntamente a esses adipócitos, há uma população heterogênea de células 

do estroma vascular, onde encontramos células precursoras de adipócito em vários 

estágios de diferenciação, células endoteliais, células musculares lisas, pericitos e 

células mesenquimais (Zuk et al, 2001). 

Células mesenquimais de tecido adiposo com características de fibroblasto são 

morfologicamente similares as mesenquimais obtidas de outros tecidos de mesma 

origem embrionária, como medula óssea, periósteo, membrana sinovial etc, (Yoshimura 

et al, 2006).  Juntamente a isso, alguns trabalhos demonstraram que essas células 

possuem a capacidade extensa de auto-renovação, manutenção do cariótipo diplóide, e 

de se diferenciar em células de origem mesodermica in vitro sob condições apropriadas 

como: adipócitos, condrócitos, osteócitos e mioblastos (Zuk et al, 2002; Rodriguez et al, 

2005).  

Indo além, há algumas vantagens dignas de observação comparando as duas 

fontes celulares, a medula óssea e o tecido adiposo. A morbidez gerada pela extração 

de células da medula limita a quantidade que pode ser retirada, o que aumenta o tempo 

de cultura necessário para gerar uma quantidade de nível terapêutico. Assim, a retirada 

do volume de sangue da medula óssea sob anestesia local e geralmente limitada, não 
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ultrapassando muito mais do que 60 mililitros (Strem et al, 2005). O grande benefício 

das AT-MSCs é poder ser retirado com um simples método pouco invasivo e sua oferta 

abundante, passando facilmente de 200 mililitros em um procedimento cirúrgico, o que 

forneceria aproximadamente 40 vezes mais células do que o volume médio de sangue 

retirado da medula óssea (Strem et al, 2005). Além disso, a população de AT-MSCs em 

cultura pode se expandir rapidamente em comparação as BM-MSCs, e mesmo após 

muitas passagens, elas mantêm sua capacidade multipotente ( Nakagami et al, 2006).    

Atualmente, há uma inconsistência na literatura quando são usados termos para 

descrever as células precursoras multipotentes do estroma adiposo, como lipoaspirado 

processado, células estromais derivadas do tecido adiposo, preadipócitos entre outros. 

O termo fração do estroma vascular (SVF), muito usado hoje, descreve as células que 

são obtidas imediatamente após a digestão do tecido adiposo por colagenase (Zuk et 

al, 2001; Bacou et al, 2004), enquanto as células mesenquimais constituem a fração 

aderente da SVF.  

Alguns grupos conseguiram mostrar a partir de resultados de citometria de fluxo 

que as células progenitoras derivadas do tecido adiposo mudam o seu fenótipo no 

decorrer da aderência e das passagens em cultura. A proteína CD34, classicamente 

descrita como marcadora de progenitoras hematopoiéticas é largamente expressa nas 

SVF. Entretanto, após plaqueamento e primeiras passagens em cultura, poucas células 

mesenquimais ainda expressam CD34. Já os marcadores associados a células do 

estroma parecem aumentar sua expressão com o plaqueamento e no decorrer das 

passagens (Rodriguez et al, 2005; Mitchell et al, 2006; Wall et al, 2007). Portanto, a 

população aderente das SVF parece ser purificada através do procedimento de cultura, 



 26 

muito embora não podemos excluir a hipótese de que as condições de cultura possam 

modular a expressão de proteínas de superfície de membrana.    

 

1.10.1. Caracterização das AT-MSCs 

 

Embora as células mesenquimais de medula óssea já tenham sido 

fenotipicamente descritas, a caracterização das AT-MSCs ainda está em processo.  

Entretanto, a sociedade internacional de terapia celular propôs, recentemente, que o 

critério mínimo para definir uma célula mesenquimal seria: 

1- A capacidade de aderir a garrafas de cultura sob condições padrão; 

2- Capacidade de se diferenciar em adipócito, osteócito e condrócito; 

3- Expressar as proteínas de membrana associadas a célullas estromais como 

CD73, CD90 e CD105; 

4- Não expressar proteínas de membrana características de linhagem 

hematopóeticas como c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79α e 

HLA-DR. 

A ausência da expressão do HLA-DR e as propriedades imunomodulatórias já 

descritas (Aust et al, 2004; Yañez et al, 2006) tornam essas células boas candidatas 

para procedimentos de transplantes alogênicos, diminuindo o risco de rejeição. Cui et al 

(2007) evidenciaram que AT-MSCs não provocam ativação de aloreatividade de 

linfócitos in vitro, e são capazes de suprimir uma proliferação linfocitária. Essa reação 

se mostra independente de contato célula a célula e parecer ser mediado por secreção 

prostaglandina E2. Esses achados dão suporte a idéia que as AT-MSCs compartilham 
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as propriedades imunomodulatórias com as BM-MSCs e, portanto, podem se tornar 

uma fonte alternativa de células para medicina regenerativa. 

 A imunofenotipagem das AT-MSCs é bem similar a BM-MSCs. Vale ressaltar 

algumas similaridades chave entre essas células. Por exemplo, CD105, Stro-1 e CD166 

são três marcadores comuns usados para identificar linhagens multipotentes e são 

consistentemente expressos nessas células (Simmons et al, 1994; Barry et al, 1999). O 

CD117 (receptor do SCF, do inglês stem cell factor), que é expresso em células 

totipotentes e pluripotentes, também é visto em ambas as fontes de células 

mesenquimais. Junto com esses marcardores, as AT-MSCs exibem inúmeros outros 

marcadores similares aos da medula óssea incluindo o CD29 (β-1 integrina, que tem 

importante função na angiogênese), CD44 (receptor de hialuronato, o qual é crucial no 

desenvolvimento de matriz extracelular em condições normais e patológicas), CD49e 

(alfa-5 integrina, importante para adesão celular a fibronectina) (Aye et al, 1992; Ogawa 

et al, 1993; De Ugarte et al, 2003; Li et al, 2005  ).  

 AT-MSCs, como as BM-MSCs, não expressam marcadores hematopoiéticos e 

endoteliais tais como CD3, CD4, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD31, CD33, 

CD38, CD56, CD104, CD144. 

 

1.10.2. Diferenciação em linhagens mesodérmicas 

 

Como dito anteriormente, uma importante característica das MSCs é a 

capacidade de diferenciação multipotencial. As MSCs são capazes de adquirir 

características de células derivas de todo o mesoderma, tal como osteoblastos, 

condrócitos, adipócitos, mioblastos entre outros.  
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1.10.3. Diferenciação Adipogênica 

 

Dada a origem da AT-MSCs, não é surpresa que, em meio de cultura apropriado, 

essas células se diferenciem em adipócitos. Alguns grupos de pesquisadores 

confirmaram a diferenciação pela expressão de proteínas encontradas em adipocitos 

como Leptina, Lipoproteína lipase e GLUT 4, juntamente com formação de vacúolos 

celulares de lipídeo. A expressão dessas proteínas parece estar relacionada ao nível de 

diferenciação das células sendo visto em menor nível em células que ainda estão com 

morfologia de fibroblasto (Zuk et al, 2001 e 2002; Sakaguchi et al, 2005; Yoshimura et 

al, 2006). A diferenciaçao adipogênica também foi confirmada pela expressão de 

fatores de transcrição específicos de adipócitos como PPARγ2 e dos genes aP2 e 

PPARγ1. No entanto, tais transcritos estão sendo expressos independentes do meio de 

cultura (adipogênico ou não), mas o aumento da expressão dos genes se mostrou 

relacionada ao meio de diferenciação (Zuk et al, 2002).  

A capacidade dessas células de se diferenciarem in vivo também tem sido 

demonstrada em cirurgias estéticas e de correção, como na reconstrução de mama, 

lábios e outras partes do corpo. Patrick et al (1999) demonstraram que o uso de 

adipócitos maduros nesse processo de reparo não representa uma boa alternativa, 

porque a exposição dos adipócitos a forças mecânicas e liposucção resulta na ruptura 

de mais de 90% dos adipócito reforçando o uso das AT-MSCs. A respeito das células 

mesenquimais, é importante saber que os estudos realizados atualmente demonstram 

que o processo de diferenciação in vivo de uma forma mais robusta, necessita da 

utilização de hormônios e fatores de crescimento. Yuksel et al (2000) evidenciaram a 
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adipogênese dessas células no local em que foram implantadas microesferas 

biodegradáveis contendo insulina e IGF-1 separadamente, e ambos em outro grupo. 

Um outro estudo demonstrou fatos similares, onde a capacidade de diferenciação e 

adesão a biomaterias injetados in situ é acrescida quando adicionado o fator de 

crescimento bFGF (Neubauer et al, 2005). 

 

1.10.4. Diferenciação osteogênica 

 

A capacidade das células mesenquimais em derivar osteoblastos já é bem 

conhecida (Nuttal et al, 1998). Semelhante ao que já foi visto em células mesenquimais 

de medula óssea, as AT-MSCs se mostraram capazes de expressar genes e proteínas 

associados ao fenótipo de osteoblasto, incluindo fosfatase alcalina, colágeno tipo 1, 

osteopoetina, osteonectina, osteocalcina, RunX-1, BMP-2, BMP-4 (Zuk et al, 2002). 

Durante toda nossa vida, os tecidos ósseos tem a capacidade de adaptar sua forma, 

sua massa e sua arquitetura trabecular para supotar cargas mecânicas. Isso faz com 

que as células ósseas sejam responsivas a esse estresse, gerando uma sinalização em 

resposta a diferentes formas de cargas mecânicas. Knippenberg et al (2005) 

confirmaram que as AT-MSCs, adquirem responsividade a estresse mecânico durante o 

processo de diferenciação osteogênica. Juntamente a esse fato, a associação de 

fatores de crescimento como o GDF-5 no processo de diferenciação osteogênica 

comprovou a expressão do fator de crescimento VEGF, o que deu suporte a idéia que o 

processo de restauração tecidual seria supostamente realizado por uma ação conjunta 

da melhora da vascularização, dando base aos mecanismos de reparo endógenos 

(Zeng et al, 2006). 
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1.10.5. Diferenciação condrogênica 

 

A função da cartilagem nos seres humanos é cobrir as superfícies articulares, 

permitindo o movimento de forma suave, e livrando os ossos de cargas excessivas. 

Apesar da sua eficiência, fatores como idade e movimentos repetitivos podem levar a 

uma lesão dessa estrutura que tem pouca capacidade de regeneração (O’Driscoll et al, 

1998).  Em 1998, distintos grupos de pesquisadores constataram que BM-MSCs tinham 

capacidade de se diferenciar em condrócitos (Johnstone et al, 1998; Mackay et al, 

1998). Esses trabalhos ratificaram o que havia sido visto em 1994, quando Wakitani et 

al observaram que essas mesmas células tinham gerado reparo em cartilagens 

articulares. Zuk et al (2001) confirmaram pela primeira vez que as AT-MSCs também 

tinham capacidade de se diferenciar em condrócitos. Esse fato foi confirmado em 

estudos posteriores que notaram a formação de nódulos com presença de 

proteoglicanos na matriz e a expressão de genes consistentes com a condrogênese, 

como a expressão de aggrecan e colágeno tipo ll (Zuk et al, 2002; Gimble, 2003). 

 

1.10.6. Potencial miogênico das AT-MSCs 

 

Como já confirmado em culturas de BM-MSCs, a presença de dexametasona, 

hidrocortisona e/ou 5 azacitidina no meio de cultura das AT-MSCs resulta em um 

padrão temporal de expressão de genes consistente com a miogênese , o que foi 

definido pela expressão de myoD, myf5 e miogenina nos primeiros momentos, seguido 

pela expressão de desmina e cadeia pesada de miosina (Wakitani et al, 1995; Mizuno 

et al, 2002; Zuk et al, 2002). Esse processo foi associado a mudanças características 
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na morfologia celular, incluindo a geração de células alongadas, multinucleadas e 

expressando myoD e após duas semanas a formação de bandas celulares formadas 

por proteínas miofibrilares.  

Di Rocco et al, (2006) em elegante estudo, demonstraram que as AT-MSCs 

adquiriram fenótipo de mioblasto e passaram a expressar marcadores miogênicos em 

co-cultura com células C2C12  independente do contato. No entanto, o processo de 

diferenciação é intensificado quando há o contato célula-célula (Di Rocco et al, 2006). 

Não obstante, foi observado que AT-MSCs de origem humana teriam a capacidade de 

se incorporar a células C2C12 em co-cultura, e seus núcleos adquiriram a capacidade 

de reprogramação, expressando proteínas específicas de músculo humano (Lee & 

Kemp, 2006). 

Em modelos animais, Rodriguez et al (2005) foram os primeiros a descrever o 

potencial das AT-MSCs humanas em se diferenciar em células com fenótipo miogênico, 

e expressar distrofina em camundongos mdx. Di Rocco et al (2006) deram suporte a 

essas afirmações além de mostrar sua capacidade de regenerar músculos após 

indução de isquemia de membro inferior. Porém, os achados in vitro sugerem que as 

células podem gerar músculo independente do mecanismo de fusão. Bacou et al (2004) 

realizaram um estudo onde demonstram que o transplante autólogo de células tronco 

de tecido adiposo contribuiu para o aumento da secção transversa e do peso de 

músculos lesionados além de aumentar a produção de força com relação ao não 

tratado. Todavia, foram usados células que permaneceram três ou sete dias em cultura. 

Como dito anteriormente, nesse momento as células ainda estão numa distribuição 

fenotípica muito heterogênea, com um percentual grande de células CD34+, o que 

poderia caracterizar progenitores hematopoiéticas/endoteliais. Além disso, tal trabalho 
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só encontrou resultados positivos com células em três dias de cultura, e não em sete. 

Portanto, a contribuição real das AT-MSCs ficou por ser respondida.   

Dados epidemiológicos destacam a alta incidência das lesões musculares 

(Carlson et al, 1983; Taylor et al, 1993; Kasemkjiwattana et al, 1998; Menetrey et al, 

1999; Jarvinen et al, 2000). Além disso, a descoberta de uma estreita ligação entre as 

células mesenquimais derivadas de medula óssea e a regeneração muscular, a 

descoberta dessa subpopulação celular em diversos tecidos, abrem novos caminhos 

para o estudo de alternativas terapêuticas para as lesões musculares. Juntando a 

esses fatos, as similaridades encontradas nas AT-MSCs em relação a 

imunofenotipagem e a capacidade de expressar marcadores de diferenciação tal como 

as BM-MSCs, e as vantagens oferecidas como a diminuição da mordidez para extração 

das células por ser um método menos invasivo, grande oferta e a rápida expansão em 

cultura, faz das AT-MSCs fortes candidatas a terapia celular. 
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1.11.Objetivos 

 

1.12.Objetivo geral: 

 Estudar o papel do tratamento de lesões musculares com células mesenquimais 

derivadas de tecido adiposo (AT-MSCs). 

 

1.13.Objetivos específicos: 

 

 Estabelecer um modelo de lesões por laceração no músculo esquelético; 

 Avaliar a evolução da lesão através da análise da função muscular e 

histopatológica; 

 Investigar o potencial regenerativo das AT-MSCs na regeneração  e 

contratilidade musculares no modelo de lesão por laceração em ratos Wistar. 
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2.MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Animais 

 

Ao longo de todo o experimento, foram usados 10 ratos machos para obtenção das 

células mesenquimais derivadas do tecido adiposo e 34 fêmeas, contabilizando 44 ratos. 

Ratos singênicos Wistar (Fêmeas - 12 a 15 semanas de idade; 180 a 210 gramas de 

peso; Machos – 12 a 15 semanas de idade; 200 a 250 gramas) foram fornecidos pelo 

Laboratório de Cardiologia Celular e Molecular do Instituto de Biofísica Carlos Chagas 

Filho – (Rio de Janeiro). Os animais foram mantidos em temperatura controlada e 

expostos a ciclos claro/escuro de 12 horas cada com ração e água ad libitum. 

Os animais machos foram utilizados para o isolamento das AT-MSCs e as fêmeas  

para o modelo de lesão muscular esquelética experimental. Todos dos procedimentos 

foram aprovados pelo comitê de ética para uso de animais experimentais do Instituto de 

Biofísica Carlos Chagas Filho. 

 

2.2. Modelo experimental de lesão muscular esquelética por laceração 

 

Ratos Wistar fêmeas singênicos foram anestesiados através da injeção 

intraperitoneal de Ketamina (50mg/Kg) e xilazina (5 mg/Kg) e colocados em uma 

pequena mesa cirúrgica em decúbito ventral com a pata posterior direita fixada. Logo 

após a tricotomia da pata e realização da assepsia da região, foi realizada uma 

pequena incisão com bisturi na pele permitindo a visualização do limite anatômico dos 

músculos gastrocnêmio e fibular, unidos por uma fascia caracterizada por uma linha 

longitudinal esbranquiçada na região lateral. Com bisturi, divulsionamos o músculo 
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gastrocnêmio ao longo da fascia, o separando dos demais músculos e acessando, 

assim, o músculo soleus, logo abaixo, facilmente reconhecido por sua morfologia 

singular e seu tendão de origem proeminente (figura 1-B). 

 Após a sua identificação, o soleus foi divulsionado, proporcionando o livre acesso 

a sua região anterior e posterior. A lesão foi provocada por uma tesoura cirúrgica 

oftálmica (figura 1-C) na região de maior diâmetro do ventre muscular, causando uma 

laceração em cinqüenta por cento do seu diâmetro e cem por cento de sua espessura 

(figura 1-D). O músculo soleus de rato foi escolhido pelo nosso grupo por apresentar 

grande vantagem perante outros músculos esqueléticos para esse tipo de investigação 

porque os arranjos de suas fibras musculares são praticamente paralelos 

longitudinalmente e se estendem por mais do que cinqüenta por cento do seu 

comprimento. Portanto, uma secção no seu ventre muscular abrange todas a suas 

fibras (Chamberlain & Lewis, 1989). Após cada procedimento cirúrgico, a incisão era 

rapidamente suturada com fio de seda 2.0 e limpa com álcool iodado. O músculo da 

pata contralateral não foi submetido ao procedimento cirúrgico e foi utilizado como 

controle não lesionado. Os valores de contratilidade muscular foram normalizados para 

a pata contralateral (ver item de estatística). 

 Após a cirurgia, os animais permaneciam em observação até recuperarem sua 

capacidade motora normal e, caso não houvesse complicações, eram conduzidos ao 

biotério onde eram mantidos com água e ração ad libitum. Não houve mortes por 

anestesia em nenhum dos grupos. 
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Figura 2 – Ilustração do modelo de lesão muscular por laceração. A figura A mostra 

uma imagem geral da exposição do músculo soleus. Figura B, em detalhe, o músculo 

soleus divulsionado. Figura C, o posicionamento da lâmina no momento do corte. 

Figura D, esquema representativo do local da lesão no soleus de fêmeas. 

 

 

2.3. Isolamento e cultura das células mesenquimais derivadas do tecido adiposo 

(AT-MSCs) 

  

Ratos machos Wistar singênicos foram anestesiados com isofluorano e submetidos a 

deslocamento cervical.  Cerca de dois gramas de tecido adiposo foi extraído da região 
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inguinal e colocado em PBS® ( 2,8 Mm KCl, 1,47 Mm KH2PO4, 136,89 Mm, 8,1 Mm 

Na2HPO4) para posterior fracionamento. 

 

2.3.1. Fracionamento 

 

 Sob condições estéreis, com auxílio de pinças e tesouras, o tecido é cortado em 

pequenos pedaços e colocados em um tubo para a digestão enzimática em solução com 

0,1% colagenase Tipo II (Worthington-Massachucetts-EUA) em PBS por 45 minutos à 

37ºC sob agitação gentil. Após o tempo de digestão, acrescenta-se volume igual de meio 

DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) (Dulbecco’s modified eagle 

médium, Life Tecnologies®, Grand Island, NY, EUA). Este material é centrifugado a 200 x 

g por 10 minutos. O sobrenadante é descartado e o restante da amostra é filtrada em uma 

rede de nylon de 80mm para a retirada da camada de gordura (adipócitos maduros) e 

debris do tecido não digeridos. Após a filtragem, as células centrifugadas foram 

ressuspendidas em DMEM e centrifugadas a 200 x g por 10 minutos. O sobrenadante é 

novamente descartado e o sedimentado formado é ressuspenso em meio DMEM 20% 

SFB suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma®   St.Louis - EUA) e antibióticos 

(penicilina 100 IU/mL e estreptomicina 100 mg/mL) (Sigma® - St.Louis - EUA). As células 

foram, então, plaqueadas na densidade de 2 x 104 células/cm2 em frascos de poliestireno 

de 75 cm2 (Falcon® 3847, Becton Dickson and Company, Lincoln Park, NJ, EUA) e 

mantidas à 37°C em estufa (Thermo Forma®) com atmosfera úmida em presença de 5% 

de CO2.  
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 Após quarenta e oito horas de incubação, as células não aderentes foram 

descartadas, as células aderentes foram lavadas duas vezes com BSS®  e o meio de 

cultura foi trocado. As células aderentes eram lavadas e o meio de cultura era trocado de 

três em três dias. Quando alcançaram 70-80% de confluência (Figura 2A), as células 

foram removidas dos frascos através da adição de tripsina-EDTA 0,25% (Sigma - St.Louis 

- EUA), por no máximo 3 minutos. A atividade da tripsina sobre as células foi reduzida 

pela adição de DMEM com soro. As células foram centrifugadas a 200 x g durante 10 

minutos à temperatura ambiente e o sedimento de células foi mais uma vez plaqueado em 

duas garrafas diferentes. Esse procedimento foi repetido por duas vezes para a expansão 

da população das células mesenquimais derivadas do tecido adiposo com o objetivo de 

purificá-las e ter um número suficiente de células para a terapia (106 células). O 

acompanhamento da cultura celular foi realizado através de análises em microscópio 

óptico (AXIOVERT 100 Carl ZEISS, West Germany, Alemanha). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – AT-MSCs com aproximadamente 70%-80% de confluência com morfologia 

similar a fibroblastos (A) e após o processo de tripsinização, com formato esférico (B).   

A B 
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2.3.2. Contagem de células e viabilidade 

 

 Uma alíquota de 10 µL de suspensão de células foi retirada, incubada com 10 µL de 

solução de azul de Tripan (Sigma®, EUA) a 0,4% diluído em tampão fosfato e colocada na 

câmara de Neubauer (Hausser Scientific – Horsham - EUA). O número de células 

redondas, brilhantes e que não incorporaram o azul de tripan foi contado nos quatro 

quadrantes da câmara. O número total de células por mL foi calculado através da 

multiplicação da média dos quatro quadrantes pelo fator de diluição (vezes 2 -10 µL de 

solução de azul de tripan) e pelo volume total das células. As células que incorporaram o 

azul de tripan foram consideradas mortas e contadas também. Observamos que mais de 

95% das células estavam viáveis.  

 

2.4. Injeção das células 

 

Uma semana após a indução da lesão muscular esquelética, as patas lesionadas 

foram submetidas novamente ao acesso cirúrgico do soleus (como descrito na figura 1) 

para injeção de células. As AT-MSCs foram retiradas dos frascos de cultura por 

tripsinização (ver figura 2), contadas e testadas para viabilidade, ressuspendidas em 

solução de PBS e  matrigel (3:1, Collaborative Biomedical Products). Foram injetadas 1-

2x 106 de AT-MSCs, em 30 µL de solução, diretamente na região do ventre muscular 

em regeneração (n=14). Após o procedimento cirúrgico a incisão era rapidamente 

suturada e limpa. Nos animais controle foi injetado uma solução contendo apenas 30µL 

PBS e matrigel (n=14). 
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2.5 Registro de tensão isométrica em músculo esquelético 

 

As análises funcionais dos músculos isolados foram realizadas 14 e 28 dias após 

o tratamento com células. Para tal, os animais foram anestesiados com isofluorano e 

logo sacrificados por deslocamento cervical, e o músculo soleus foi dissecado em uma 

cuba horizontal contendo solução Ringer (116,8mM NaCl; 25mM NaHCO3; 5,9mM KCl; 

1,2mM MgSO4; 1,25mM CaCl2; 5mM Glicose) à temperatura ambiente. O músculo foi 

colocado em uma cuba vertical com capacidade de 15 ml de solução, seu tendão distal 

foi fixado à haste fixa do eletrodo de estimulação e seu tendão proximal fixado à haste 

móvel ligada ao transdutor de força (®Grass FT03 - Rhode Island - EUA) para registro 

de abalos musculares (tensão isométrica). A solução da cuba foi continuamente 

borbulhada com mistura carbogênica (95% O2 / 5% CO2 – White Martins - Brasil) e 

mantida à temperatura de 37 ºC. O músculo foi estimulado eletricamente por meio de 

um estimulador (Grass S88) a uma freqüência de 0,2 Hz. Após a estabilização dos 

abalos musculares ( 20min) foi feito um registro em freqüências de 1 e 50Hz para 

avaliação de contrações rápidas e do tétano, respectivamente. Para cada freqüência de 

estimulação, media-se a variação da base e do pico de tensão desenvolvida, o que 

representa o máximo de tensão para aquela freqüência. Os sinais captados pelo 

transdutor eram amplificados (Cyberamp – Molecular devices, EUA) e registro da 

tensão isométrica foi digitalizada (Digidata 1322 – Molecular devices, EUA) e 

armazenada no computador. A visualização e análise do experimento eram feitas no 

programa axoscope 11.0. 
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2.6. Amplificação do DNA por PCR em tempo real  

 

2.6.1. Extração de DNA de músculo 

 

Após o protocolo de tensão isométrica nos músculos, alguns destes foram 

congelados e armazenados em eppendorfs em um freezer a -70°C para posteriormente 

passarem pelo processo de extração do seu conteúdo de DNA (n=20).  

 

2.6.2. Extração através da proteinase K 

 

A extração de DNA que utiliza proteinase K-fenol é uma extração orgânica. A 

proteinase K, classificada como uma serina protease endolítica, cliva ligações peptídicas 

na porção carboxílica de resíduos de aminoácidos alifáticos, aromáticos e hidrofóbicos 

(Ebeling et al, 1974). Desse modo, para a extração de DNA (adaptada de Stefani et al, 

2003), músculos congelados foram macerados por pistilo e os fragmentos resultantes 

foram colocados em um tubo eppendorf. Os fragmentos foram digeridos com 300 g/mL 

de proteinase K®  (Invitrogen – EUA) por 18 horas, a 56 oC em solução (600L) contendo 

Tris-HCl 10 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, SDS a 2% e EDTA 10 mM (pH 8,0). O DNA foi 

extraído do homogeneizado com igual volume (600L) de fenol-clorofórmio-álcool 

isoamílico (25:24:1) seguido de centrifugação a 12.000 x g por 15 minutos em temperatura 

ambiente (TA). Após a centrifugação, uma fase aquosa (sobrenadante) é separada de 

uma fase orgânica (inferior). A fase aquosa, onde estão os ácidos nucléicos, foi coletada e 

o DNA foi precipitado com 600ul de isopropanol centrifugando a 14000 x g por 20 minutos 
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a TA e por fim o sedimentado de DNA foi lavado com 500ul de etanol 70%, centrifugando 

a 7500 x g por 8 minutos a TA. O precipitado de DNA foi secado a temperatura ambiente e 

ressuspendido em 50 L de TE (5mM Tris-HCL, pH 7,4; 0,1mM EDTA). 

O DNA resultante foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop (Uniscience) no 

comprimento de onda de 260 nm.    

 

 2.6.3 Desenho dos iniciadores (primers) 

 

Para tentar identificar células mesenquimais de macho, foram desenhados 

iniciadores para amplificar por PCR um fragmento de 115 pares de bases do gene SRY 

(sex determining region on Y), presente apenas no cromossomo Y. Como a presença de 

contaminantes como, heme, sal e fenol podem afetar a eficiência da reação de PCR, foi 

também amplificado um fragmento de 105 pares de bases do gene GAPDH, para 

confirmar a qualidade da amostra. As seqüências utilizadas estão na tabela 1. Os primers 

foram desenhados com auxilio do programa Primer 3 versão 0.4.0. 
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Gene Primer Seqüência 
Temperatura de 

anelamento (ºC) 

Tamanho do 

fragmento 

amplificado 

SRY 

Senso CGTGAAGTTGCCTCAACAAA 55 
 

115bp 
Anti-senso TCTGGTTCTTGGAGGACTGG 55 

GAPDH 

Senso ACATGCCGCCTGGAGAAA 55 
 

105bp 
Anti-senso AAGGGCAAAACCAAAGATGA 55 

 

Tabela 1- Desenho das seqüências iniciadoras (Primers) 
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2.6.4 PCR em tempo real – SYBR Green I® 

 

O sistema de aquisição do PCR em tempo real utilizou um fluoróforo, intercalante 

de DNA dupla fita, denominado SYBR Green I (Applied Biosystems) cuja fluorescência é 

diretamente proporcional a formação do produto. As reações de PCR foram preparadas 

para um volume final de 20 L contendo 10 L de SYBR Green I Mastermix 2X (Applied 

Biosystems), 0,5 M de cada oligonucleotídeo (senso e antisenso) e 2 L de DNA da 

amostra processada (5 ng). 

Para a amplificação utilizou-se uma máquina de PCR em tempo real da marca 

Applied Biosystems modelo 7000 que executou a seguinte programação: 95 oC por 10 

minutos para a ativação da enzima Taq polimerase, seguida de 40 ciclos de amplificação 

(95 oC por 15s,  55 oC por 75s). 

A distinção entre os produtos de amplificação foi feita através da curva de 

dissociação. Por esta ser dependente do conteúdo de pares de base GC, do tamanho e 

da seqüência dos fragmentos amplificados, os produtos de amplificação específicos e 

inespecíficos foram discriminados. A Tm  ou temperatura de fusão dos produtos gerados 

foi calculada através da curva de dissociação. Para este cálculo, a temperatura foi elevada 

gradativamente de 60 oC para 95 oC em 20 minutos, sendo a taxa de transição da 

temperatura equivalente a 0,3 oC por segundo.  Após a obtenção das curvas de 

amplificação para cada amostra, a curva de dissociação foi executado através de um 

único ciclo como segue: 95 oC por 15 s, 60 oC por 20 s e 95 oC por 15 s (sendo que a 

elevação da temperatura de 60 oC  para 95 oC foi realizada em 20 minutos). 
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Alguns produtos de PCR em Tempo Real foram visualizados por eletroforese em gel de 

agarose 2% em TBE 0.5X (Tris 0,0445 M; Acido Bórico 0,0445 M e EDTA 0,001 M) e 

corado com brometo de etídeo (1 µg/ml).  

 

2.6.5. Integridade do DNA extraído 

 

Para garantir a integridade do DNA extraído, foi realizado previamente, um PCR 

em tempo real de um gene constitutivo das células de rato macho e fêmea, o GAPDH. 

Os resultados mostram que houve a amplificação do produto extraído de todos os 

músculos evidenciando a viabilidade do DNA extraítdo (figura 3). Para avaliarmos a 

especificidade das seqüências iniciadoras, confirmamos que todos os produtos 

amplificados eram realmente produtos de PCR e não formação de dímeros de primer, 

pela realização da curva de dissociação (figura 4).  
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Figura 4 – PCR em tempo real. Integridade do produto confirmada pela curva de 

amplificação do GAPDH do DNA de todos os produtos extraídos (3horas, 24 horas, 72 

horas, 14 dias, 28 dias). A linha verde horizontal define o início do crescimento 

exponencial do produto. Cada curva colorida representa o DNA extraído de um músculo e 

submetido a 40 ciclos de amplificação. Note que todas as amostras começam a amplificar 

exponencialmente a partir dos ciclos 21 e 22 e atingem o limiar de ciclos por volta 26-27 

ciclos 
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Figura 5 – Diferenciação do produto amplificado na figura 3, pela curva de dissociação. 

Os produtos formados geram um sinal em uma temperatura aproximada de 80°C, o que 

define o seu tamanho. Note uma linha abaixo, em vermelho do controle negativo do 

experimento (seta). 
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2.6.6. Sensibilidade da detecção do sistema SYBR Green 

 

Garantido a viabilidade do produto, nosso próximo passo foi realizar uma curva 

de diluição do DNA extraído das células mesenquimais de macho e amplificá-los com 

PCR em tempo real para saber quão sensível o sistema de detecção era para detectar o 

gene SRY (do inglês Sex determining region on Y). Após a realização da curva de 

diluição, observamos que tínhamos uma facha ótima de concentração próxima de cinco 

nanogramas de DNA amplificado e acima dessas concentrações, começamos a observar 

uma inibição parcial e chegando a uma inibição total da reação nas concentrações acima 

de cinqüenta nanogramas. A realização da curva também nos demonstrou que o sistema 

tinha a capacidade de amplificar o gene alvo a uma concentração de até cinco 

picogramas, ou seja, o equivalente à quantidade do DNA genômico de uma célula 

diplóide (gráfico 1). Além disso, a técnica de PCR em tempo real demonstrou que quando 

diminuímos a concentração do DNA, aumenta a formação de dímeros de primer (figura 

5). 

Conhecida a sensibilidade de detecção do sistema, nosso próximo passo foi realizar o 

PCR em tempo real das amostras de músculos que receberam a injeção de células nos 

determinados tempos após injeção. 
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Gráfico 1 – Curva de diluição do DNA extraído das AT-MSCs. Os números indicam os 

Ct (início a ascensão exponencial) do gene SRY nas várias concentrações.   
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Figura 6 – Curva de dissociação dos produtos formados a partir da curva de 

diluição do DNA das AT-MSCs. A seta indica a formação de curvas abaixo de 75°C, 

distintas das curvas acima de 80ºC, diferenciando a formação de dímeros de primer da 

formação do produto de PCR.  

 

2.7. Histologia 

 

Após a análise funcional, uma parte dos músculos lesionados e normais foram 

fixados com uma solução de paraformaldeído 4% em tampão fosfato e processados 

após 48 horas. As peças foram lavadas em tampão fosfato 1x (PBS) para retirada do 

excesso de fixador e cortadas transversalmente em duas partes onde foi realizada a 

laceração.Em seguida, foram desidratadas em concentrações crescentes de etanol 

(50%, 70%, 80%, 90% e 100%) por 30 minutos em cada banho e colocadas em xilol 
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puro 2 vezes por 30 minutos. A infiltração foi feita em três banhos de parafina à 60ºC, e 

posteriormente, os músculos foram emblocados com suas fibras orientadas 

verticalmente em dois blocos diferentes (A e B).O tecido então foi seccionado em 

micrótomo histológico (Leica - Germany) obtendo-se cortes tranversos de ambas as 

partes em 5 m de espessura. 

    
  2.7.1 Coloração com hematoxilina e eosina (H&E) 

 

As lâminas foram colocadas em solução de hematoxilina de Harris durante 10 

minutos e foram lavadas em água destilada por mais 10 minutos.  Em seqüência, o 

material passou rapidamente por um banho de álcool clorídrico e a lâmina passou por 

banho de água destilada (3x de 5 minutos). O álcool/ácido clorídrico é usado para 

tornar nítida a diferença entre o citoplasma e o núcleo. Essas lâminas foram postas em 

eosina durante 10 minutos e então, lavadas em água corrente rapidamente. O material 

foi desidratado com duas lavagens sucessivas em álcool 95% por cinco minutos e 

100%, de três minutos. Os cortes foram clarificados em xilol por três vezes durante 

cinco minutos e as lâminas foram montadas em Entellan e observadas em microscópio 

óptico Axiovert 100 (Zeiss) com objetivas de 10x e 20x. Com esta coloração, temos o 

citoplasma em várias tonalidades de rosa e o núcleo em púrpura. 
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2.7.2 Quantificação do número de fibras em regeneração 

 

 Para a quantificação do número de fibras em regeneração, ou seja, com um ou 

mais núcleos centralizados, 10 fotos de cada corte, utilizando a objetiva de 10x foram 

tiradas das lâminas coradas com H&E. As condições para a aquisição das fotos no 

microscópio com o programa ImagePro 5.0 foram padronizadas e não houve 

modificação das mesmas após sua obtenção.  Foi calculada uma razão entre o número 

de fibras em regeneração por 103 fibras de cada secção transversa.  

 

 2.7.3. Coloração com picrosírius para quantificação do colágeno 

 

 As lâminas emblocadas foram colocadas na estufa à 60º C durante 20 minutos 

para a retirada da parafina. Os cortes histológicos foram submetidos a três banhos com 

xilol PA (1x de 20 minutos, e 2x de 5 minutos). Este material foi hidratado através de 

incubações seqüenciais de cinco minutos, em soluções decrescentes de álcool (100%, 

95%, 90% 70%), e em seguida com água destilada por 10 minutos. As lâminas foram 

colocadas na solução de ácido fosfomolíbdico 0,2% por um minuto, e em seguida 

incubadas durante 90 minutos na solução de picrosírius. Após a incubação, as lâminas 

foram lavadas durante dois minutos em HCl (ácido clorídrico)  0,01N e álcool 70% por 

45 segundos. O material foi desidratado com duas lavagens sucessivas em álcool 95% 

e 100%, de cinco minutos. Os cortes foram clarificados através de duas lavagens com 

xilol durante cinco minutos. Em seguida, as lâminas foram montadas com Entellan e 

observadas em microscópio óptico Axiovert 100 (Zeiss) com objetivas de 10x e 20x.  

 



 53 

2.7.4. Quantificação da área de Fibrose 

 

 Com o objetivo de quantificar a área de fibrose, novamente,10 fotos de cada 

corte, com a objetiva de 10x foram tiradas das lâminas coradas com picrosírius. As 

condições para a aquisição das fotos no microscópio com o programa ImagePro 5.0 

foram padronizadas e não houve modificação das mesmas após sua obtenção.  

 As fotos foram então analisadas através do ImagePro (Mediacybernetics – EUA) 

para a quantificação da área marcada de vermelho e da área total de todas as fotos. A 

partir daí foi calculada a razão das duas áreas: 

 

 Área marcada em vermelho 

           Área Total 

Sendo a área total representada pela área do tecido sem o interstício.  

 

2.8. Análise estatística 

 

Os dados foram expressos em média ± erro padrão. A diferença entre os grupos 

foi comparada através do teste de variância ANOVA uni e bidirecional, considerando o 

nível de significância P< 0,05. Encontrando essa significância, utilizamos o teste pos 

hoc de comparações múltiplas de Bonferroni, sendo toda essa análise realizada no 

programa estatístico GraphPad Prism 4® (EUA). 
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3.RESULTADOS 

 

3.1 Modelo de lesão muscular 

 

3.1.1 Contratilidade muscular 

 

Analisamos a capacidade funcional dos músculos soleus através do protocolo de 

contratilidade in vitro (montagem de músculo isolado), estimulados a 1 Hz e 50 Hz de 

frequência. Os valores de tensão foram corrigidos através das medidas de força 

exercida pelo músculo contralateral não lesionado, representados em percentual. 

Nosso modelo de laceração foi eficaz, a medida que houve queda (entre 30 e 40%) na 

capacidade de gerar força em relação ao músculo normal (100%) nos animais 

lesionados e não tratados, 21 dias após a lesão, tanto em estimulações de 1 Hz 

(67,1±,8,8%, p<0.05) quanto em estimulações tetânicas (59,3±8,1%, p<0.05)  (Gráfico 

2). Trinta e cinco dias após a lesão, o grupo apenas lesionado, ainda apresentava 

menor desenvolvimento de força a 1Hz (84,2±3,6%, p<0.05) e a 50 Hz (84,2±3,1%, 

p<0.05). No entanto, observamos uma maior força desenvolvida no grupo analisado 

com 35 dias quando comparados ao grupo sacrificado com 21 dias em 1Hz (67,1±,8,8% 

vs 84,2±3,6% respectivamente; p<0.05) e 50Hz (59,3±8,1%, vs 84,2±3,1%, 

respectivamente; p<0.05) de estimulação.  Esses últimos resultados nos permitem 

afirmar que houve melhora funcional do soleus de 21 para 35 dias e, 

consequentemente, a contratilidade muscular aumentou. A Tabela 3 resume os dados 

absolutos apresentados no Gráfico 2. 
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Gráfico 2 – Tensão isométrica em 1Hz (A) e 50Hz (B) do músculo soleus corrigida pela 

tensão do músculo contralateral nos tempos avaliados após intervenção da injeção 

controle. * P<0,05 vs Normal, # P<0,05 vs 35 dias. 
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1Hz 50Hz 

21 dias 35 dias 21 dias 35 dias 

Número de animais 6 8 6 8 

Mínimo (%) 41,3 70,9 29,1 66,7 

Máximo (%) 86,8 98,7 80,5 94,4 

Mediana (%) 65,3 80,8 65,9 83,8 

Média (%) 67,1 84,2 59,3 84,2 

Desvio Padrão (%) 19,7 9,6 19,8 8,8 

Erro Padrão (%) 8,8 3,6 8,1 3,1 

 

Tabela 2 – Análise de Tensão isométrica do músculo soleus do grupo controle. (Valores 

em percentual da pata contralateral). 

 

3.2. Análise histológica do músculo Sóleo 

 

 Com o objetivo de observar a evolução do processo inflamatório, a organização e 

o processo de regeneração do tecido muscular, foram feitas análises histológicas do 

músculo soleus a partir da coloração de hematoxilina e eosina. Para analisar a 

distribuição da deposição de colágeno e quantificá-la, coramos as lâminas com 

picrosírius. 
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3.2.1. Coloração de Hematoxilina e Eosina 

  

 Na coloração de hematoxilina/eosina, observamos que a secção transversa do 

músculo normal é constituída por fibras paralelas, organizadas em fascículos e 

multinucleadas, e com núcleos periféricos (figura 7). Vinte e um dias após a lesão, duas 

zonas são claramente definidas no tecido muscular: a região mais acometida pela 

lesão, com uma grande quantidade de células do infiltrado inflamatório (alta densidade 

de núcleos), e fibras musculares com núcleo centralizado, o que seria um indicativo de 

regeneração muscular. Porém, nessa região tais células ainda aparentam ter pequeno 

diâmetro e estarem desorganizadas (figura 8). Em contrapartida, na zona menos 

lesionada já podemos identificar uma diminuição significativa do infiltrado inflamatório e 

uma maior organização do tecido. Destacamos nessa região o número de fibras com 

núcleos centralizados com um maior diâmetro em relação a região mais periférica uma 

fase de remodelamento da regeneração muscular (figura 8). 

 Trinta e cinco dias após a lesão observamos um pequeno número de células do 

infiltrado inflamatório entre as fibras em regeneração, porém ainda presente. Nesse 

tempo, as áreas profundas já apresentam uma morfologia mais semelhante ao tecido 

não lesionado (figura 9). Ainda encontramos fibras musculares com núcleo 

centralizados e em maior diâmetro, caracterizando a continuidade do processo de 

regeneração (figura 9-B). 
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Figura 7 - Analise histológica do músculo soleus normal, não lesionado. Os painéis A e B 

mostram a coloração com hematoxilina/eosina, no aumento de 10X e 20X, 

respectivamente. Observe em A e B a estrutura geral do tecido muscular organizado em 

fibras multinucleadas (setas brancas – figura B). A posição periférica dos núcleos é 

característica desse tecido em condições normais. Barras de escala: 50µm 
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Figura 8 - Análise histológica do músculo soleus após 14 dias após a intervenção da 

injeção. Os painéis A e B mostram a coloração com hematoxilina/eosina nos aumento de 

10x e 20x, respectivamente. Observe no painel A, o intenso infiltrado inflamatório (setas 

pretas), com aumento da celularidade no tecido. Note em B, núcleos centralizados (setas 

pretas) e vaso sanguíneo (cabeças de setas brancas).  
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Figura 9 - Análise histológica do músculo soleus após 28 dias após interveção da injeção 

ou 35 dias após a lesão. Os painéis A e B mostram a coloração com hematoxilina/eosina 

nos aumentos de 10x e 20x, respectivamente. Observamos no painel A, presença de 

vasos sanguíneos (cabeça de seta). Identificamos em B um grande número de fibras com 

núcleos centralizados (setas). 
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3.2.2. Coloração com picrosírius. 

 

Com o objetivo de verificar a área de fibrose no modelo de lesão, coramos o 

tecido muscular com picrosírius, onde colágeno apresenta um tom avermelhado 

enquanto que as outras estruturas celulares ficam amareladas. Utilizando o programa 

ImagePro, que permite fazer a relação entre a área avermelhada e a área total, 

obtivemos um percentual indicativo da fibrose tecidual.  

A Figura 10 mostra a presença de colágeno nos músculos não lesionados. A 

marcação de colágeno por picrosírius é restrita aos espaços entre as fibras e fasciculos 

e, principalmente, ao redor dos vasos sanguíneos. Os animais lesionados, entretanto, 

apresentam extensas áreas cobertas por cicatriz, e qualitativamente, não há diferença 

entre 21 e 35 dias (Figuras 11 e 12, respectivamente).  

Os animais lesionados exibiram um aumento na quantidade de colágeno 

presente no tecido muscular nos dois tempos estudados no modelo de lesão muscular 

utilizado (Tabela 3 e Gráfico 3). Esses dados sugerem que o quadro de lesão por 

laceração é capaz de induzir o aparecimento da fibrose e que permanece por até 35 

dias após a indução da lesão.  
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Figura 10 - Análise histológica do músculo soleus normal. Os painéis A e B mostram a 

coloração com picrosírius nos aumentos de 10x e 20x, respectivamente. Observamos a 

pequena quantidade de colágeno marcada em vermelho. Note ainda a característica 

interfibrilar dessa marcação em A e B, ilustrando as camadas de matriz extracelular 

característica desse tecido (seta). Barras de escala: 50µm 
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Figura 11 - Análise histológica do músculo soleus após 21 dias de lesão. Os painéis A e 

B mostram a coloração com picrosírius nos aumentos de 10x e 20x, respectivamente. 

Observamos no painel A uma grande área de fibrose, sempre mais densa em volta dos 

vasos sanguíneos (V) (seta). Em B identificamos claramente o aumento do colágeno 

interfibrilar (seta).  

V 

V 
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Figura 12 - Análise histológica do músculo soleus após 35 dias de lesão. Os painéis A e 

B mostram a coloração com picrosírius nos aumentos de 10x e 20x, respectivamente. 

Observamos no painel A grandes áreas de fibrose interfibrilar e com característica 

perivascular (seta). Identificamos com detalhe em B, a presença de regiões com a 

coloração aumentada, principalmente na rede vascular do músculo, em comparação 

com a figura 9. 
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Tabela 3 – Quantificação de colágeno no músculo soleus após o protocolo de 

lesão (grupo 1). 
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Gráfico 3 - Percentual da área com fibrose da secção transversa total do músculo soleus 

dos animais não tratados * p<0,05 vs normal. 

Número de animais 

Normal 14 dias 28 dias 

5 3 4 

Mínimo 3,33 14,01 19,57 

Máximo 10,36 38,57 36,13 

Mediana 8,17 29,57 22,99 

Média 7,55 27,38 25,42 

Desvio Padrão 2,73 12,43 7,32 

Erro Padrão 1,22 7,17 3,66 
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3.3. Tratamento com AT-MSCs. 

 

3.3.1 Preparação de músculo isolado: análise da contratilidade muscular 

 

A fim de avaliar o potencial terapêutico das células mesenquimais derivadas de 

tecido adiposo no processo de regeneração muscular, analisamos a capacidade 

funcional dos músculos tratados e não tratados 14 e 28 dias após a injeção de células, 

ou seja, 21 e 35 dias após indução da lesão muscular.  

Nos experimentos com estimulações em baixa frequência, 1 Hz, não houve 

diferenças na força desenvolvida entre os animais tratados com AT-MSCs quando 

comparados com os tratados apenas com veículo, tanto 14 quanto 28 dias pós injeção 

de células. (valores absolutos na Tabela 4, gráfico 3-A). Todavia, a produção de força 

tetânica foi maior nos músculos tratados, em 14 dias, comparado ao grupo controle 

(tabela 4, gráfico 3-B). Quando consideramos a produção de força em tétano 28 dias 

após a injeção de células, encontramos valores similares entre grupo tratado e controle 

(tabela 4, gráfico 3-B).  
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Tabela 4 - Análise da tensão isométrica máxima do músculo soleus tratado e não 

tratado, após o protocolo de lesão. A = p<0,05 vs 14 dias não tratado 50 Hz. 

 

 

 

 

 

Número de análises 

14 dias ñ tratado 
(%) 

14 dias AT-MSCs 
(%) 

28 dias ñ tratado 
(%) 

28 dias AT-MSCs 
(%) 

1Hz 50Hz 1Hz 50Hz 1Hz 50Hz 1Hz 50Hz 

6 6 6 6 8 8 8 8 

Mínimo 41,3 29,1 39,8 65,4 70,9 66,7 51,3 68,1 

Máximo 65,3 65,95 52,3 76,3 80,8 83,85 81,65 81,6 

Mediana 86,8 80,5 117,7 95,4 98,7 94,4 94,4 93,6 

Média  67,12 59,28 59,86 79,2
A
 84,26 84,26 76,39 80,76 

Desvio padrão 19,73 19,85 35,78 11,21 9,639 8,857 17,6 9,169 

Erro padrão 8,824 8,103 16 5,014 3,643 3,132 6,224 3,466 
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Gráfico 4 - Valores da tensão isométrica máxima do músculo soleus corrigidos 

pelos valores de força do músculo não lesionado nas freqüências de 1Hz (A) e 50Hz 

(B).  
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3.3.2. Coloração de Hematoxilina e Eosina: análise do infiltrado inflamatório e 

quantificação de fibras musculares em regeneração 

 

Para estudar a resposta inflamatória e processo de regeneração do tecido 

muscular após o tratamento com AT-MSCs, analisamos os músculos tratados em 14 e 

28 dias pós injeção através da coloração de H&E e quantificamos o número de fibras 

com núcleo centralizado. Qualitativamente, parece não haver diferenças na extensão 

do infiltrado inflamatório, dado pela celularidade (presença de núcleos) tecidual em 

ambos os tempos avaliados (Figuras 13 e 14), muito embora, com 28 dias, o infiltrado 

tenha praticamente cessado (Figura 14).  

Com relação ao processo de regeneração, o número de fibras com núcleo 

centralizado no grupo tratado foi maior em relação ao grupo não tratado, 14 dias após a 

injeção das AT-MSCs (gráfico 5 - tabela 5). Entretanto, não houve diferença no número 

de fibras com núcleo central 28 dias após o tratamento (gráfico 5 - tabela 5) entre os 

grupos tratado e não tratado.    
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Gráfico 5 – Número de fibras em regeneração nos grupos tratado e não tratado 14 e 28 

dias após a injeção das AT-MSCs. 

 

Número de 
análises 

Normal ñ tratado14 dias AT-MSCs 14 dias ñ tratado 28 dias AT-MSCs 28 dias 

8 4 3 4 5 

Mínimo 0 114 245 234 106 

Máximo 5 182,5 268 267 272 

Mediana 8 223 308 344 435 

Média 4,75 175,5 273,7
a
 278 282,8 

Desvio Padrão 2,375 51,63 31,88 51,61 130,5 

Erro Padrão 0,84 25,82 18,41 25,81 58,36 

 

 

Tabela 5 – Valores do número de fibras com núcleo centralizado, dos grupos tradado e 

controle, 14 dias e 28 dias após a injeção. a, p<0,05 vs 14 dias não tratado. Os valores 

estão determinados por 1000 fibras analisadas 
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Figura 13 - Análise histológica do músculo soleus tratado após 14 dias injeção. Os 

painéis A e C mostram a coloração com hematoxilina/eosina nos aumentos de 10x e 

20x dos músculos controle e os painéis B e D dos tratados, respectivamente. 

Observamos nos painéis A e B grande área em processo inflamatório (cabeça de seta). 

Porém identificamos também, no painel D, áreas com a morfologia normal e um grande 

número de fibras com núcleo centralizado em relação ao controle no painel C (seta). 

Barras de escala: 50µm 
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Figura 14 - Análise histológica do músculo soleus 28 dias após tratamento. Os painéis 

A e C mostram a coloração com hematoxilina/eosina nos aumentos de 10x e 20x dos 

músculos controle e os painéis B e D dos tratados, respectivamente. Observamos em 

todos os painéis uma organização tecidual aparentemente maior em relação aos 

músculos de 14 dias. Destacamos ainda nos painéis C e D, a presença de núcleos 

centralizados caracterizando a continuidade do processo de regeneração tecidual 

(seta). 
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3.3.3. Coloração de picrosírius: análise da deposição de colágeno 

 

Observamos, através da coloração de picrosírius, que houve aumento na 

extensão da fibrose com a laceração muscular tanto nos animais tratados como não 

tratados (Figuras 15 e 16). Além disso, podemos identificar claramente que a área mais 

cometida pela lesão apresentava uma fibrose acentuada, em ambos os tempos, sem 

diferença entre os grupos (Figuras 15 e 16). Entretanto, em 28 dias encontramos 

também regiões que apresentam uma marcação de colágeno similar ao músculo normal 

(figura 12-D). Não houve diferença na quantificação da área tecidual coberta por tecido 

fibroso entre os grupos tratados e não tratados em quaisquer tempos de avaliação 

(Tabela 6 e Gráfico 6).  

 

 

 

 

Número de 
análises 

Normal 14 
dias 

Normal 28 
dias 

ñ tratado 14 
dias 

AT-MSCs 14 
dias 

ñ tratado 28 
dias 

AT-MSCs 28 
dias 

5,0 9,0 3,0 3,0 4,0 5,0 

Mínimo 3,3 4,5 14,0 27,1 19,6 14,6 

Máximo 8,2 7,5 29,6 30,8 23,0 24,5 

Mediana 10,4 12,5 38,6 33,2 36,1 32,0 

Média 7,6 8,0 27,4 30,4 25,4 23,1 

Desvio Padrão 2,7 2,9 12,4 3,1 7,3 6,7 

Erro Padrão 1,2 1,0 7,2 1,8 3,7 3,0 

 

Tabela 6 – Valores da análise da deposição de colágeno no músculo soleus, 14 e 28 

dias após o protocolo de injeção. 
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Gráfico 6 – Análise do percentual da área de colágeno nos músculos tratados e não 

tratados 14 e 28 dias após a injeção de células. 
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Figura 15 - Análise histológica do músculo soleus após 14 dias de tratamento. Os 

painéis A e C mostram a coloração com picrosírius nos aumentos de 10x e 20x dos 

músculos controle e os painéis B e D dos tratados, respectivamente. Em destaque nos 

painéis A e C, a característica tanto interfibrilar, quanto perivascular dessa fibrose. 

Observamos nos painéis B e D uma grande área de fibrose, ocupando a região mais 

lesionada e sugerindo perda de tecido muscular (cabeça de seta). Barras de escala: 

50µm 
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Figura 16 - Análise histológica do músculo soleus após 28 dias de tratamento. Os 

painéis A e C mostram a coloração com picrosírius nos aumentos de 10x e 20x dos 

músculos controle e os painéis B e D dos tratados, respectivamente. Note que os 

painéis A e B demonstram uma área de fibrose com característica interfibrilar (seta). Em 

detalhe, nos painéis C e D a deposição de colágeno perivascular (seta). 
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3.4.3. Detecção de quimerismo celular no músculo esquelético 

 

Para confirmar a presença das células dos animais doadores no músculo 

hospedeiro, utilizamos a técnica de PCR em tempo real. Injetamos células de rato 

macho em músculos de fêmeas e rastreamos um fragmento do gene específico do 

cromossomo Y. 

Para este protocolo, as células foram injetadas uma semana após o protocolo de 

lesão e a detecção foi realizada em 3 horas, 24 horas, 72 horas, 14 dias e 28 dias após 

a injeção. Para isso, retiramos os músculos e extraímos o DNA de acordo com o 

protocolo citado anteriormente (ver materiais e métodos).   

As curvas de amplificação do gene alvo (SRY) foram normalizadas pelo gene 

constitutivo (GAPDH), e foi usada a técnica de comparação por ΔΔct descrita por Livak et 

al (2001). 

Os resultados evidenciaram que três horas após a injeção as AT-MSCs, 

encontramos aproximadamente 80% do sinal do gene Y nas amostras, relativo ao 

controle positivo (gráfico 7, figura 17). Após 24 horas, notamos que há um decréscimo 

evidente para 4% e se manteve decrescido após 72 horas de injeção (cerca de 2%). Em 

14 dias e 28 dias após a terapia com AT-MSCs, o PCR em tempo real não foi capaz de 

detectar nenhum tipo de sinal específico do gene alvo (gráfico 7). 
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Figura 17 – PCR em tempo real. Curva de amplificação do SRY e GAPDH. A 

normalização dos produtos é gerada pela diferença entre o número de ciclos dos dois 

produtos e pelo sinal gerado pelo DNA do controle positivo (2-ΔΔct). 

 

 

 

 



 79 

Nível de Detecção

CTRL+ 3h 24h 72h 14d 28d
0

2

4

6

8

10

60

80

100

%
 c

o
n

tr
o

le
 p

o
s
it

iv
o

 

Gráfico 7 – Nível de detecção do fragmento do gene SRY relativo ao controle positivo (5 

ng de DNA de AT-MSCs). Notamos um notório decréscimo do sinal do gene SRY de 3 

horas para os tempos subseqüentes pós-injeção. Não observamos sinal do gene duas e 

quatro semanas pós-injeção. 
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4. DISCUSSÃO 

 

O presente estudo revela que o transplante das AT-MSCs, 7 dias após a lesão 

muscular esquelética por laceração, gera um benefício no processo de regeneração, 

refletido pelo aumento na produção de força tetânica e no número de fibras com núcleo 

centralizado 14 dias pós-injeção. No entanto, não conseguimos observar uma 

diminuição na formação do tecido fibroso, assim como a melhora em todos os 

parâmetros analisados 28 dias pós-injeção.   

Diversos trabalhos na literatura abordam a estrita relação entre as células 

mesenquimais da medula óssea e a sua capacidade de participar na regeneração 

muscular (Corbel et al, 2003; Dezawa et al, 2005; Polesskaya et al, 2003; Cao et al, 

2003). Porém, não temos maior conhecimento sobre o potencial terapêutico das células 

de mesenquimais do tecido adiposo na regeneração muscular. Assim, o presente 

trabalho mostrou que o tratamento com células foi capaz de acelerar o processo 

regenerativo do músculo, apresentando uma melhora de aproximadamente 20% na 

capacidade funcional (Gráfico 4-B), em comparação ao músculo não tratado, 14 dias 

após o protocolo de lesão quando estimulados ao máximo (tetania). Para nossa 

surpresa, a produção de força frente a estímulos de baixa frequência (1 Hz) não foi 

diferente entre o grupo tratado e não tratado (Gráfico 4-A). Isso pode estar relacionado 

ao nosso modelo de análise funcional que foi o de músculo isolado. Neste modelo, as 

fibras musculares mais internas podem ser submetidas a condições fisiológicas 

diferentes das externas, como diferentes gradientes de oxigênio, gás carbônico, 

potássio e hidrogênio (Allen et al, 1995). Concomitantemente, algumas fibras mais 

internas podem não ser estimuladas suficientemente para deflagarem um potencial de 
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ação, ao passo que, na estimulação tetânica, é bem mais provável que todas as fibras 

musculares sejam estimuladas adequadamente. Não podemos descartar o efeito 

funcional da somação temporal nos músculos com mais fibras em regeneração 

(tratados). 

 

4.1 Sobrevivência das células no tecido hospedeiro 

 

A sobrevivência das células injetadas tem um importante papel na regeneração 

tecidual.  Por isso, o tempo de transplante é crucial e discutido pelos pesquisadores da 

área de terapia celular, independente do tecido alvo (Hu et al, 2006). Em nosso 

trabalho, sétimo dia após a lesão foi escolhido, pois é o momento de declínio da 

intensidade do processo inflamatório, o processo de revascularização já restaurou 

grande parte da microcirculação e células em apoptose estão sendo removidas (Tidball 

et al, 1996). Diversos trabalhos demonstram que a injeção de células precursoras 

miogênicas logo após a lesão resulta numa taxa de sobrevivência muito baixa, próxima 

de 1%, já no quarto dia de injeção (Huard et al, 1994; Beauchamps et al, 1994; Fan et 

al, 1996; Holzer et al, 2005). Isso está relacionado a fatores humorais que são 

essenciais ao processo inflamatório durante os primeiros dias depois da lesão muscular 

(Tidball et al, 2005; Bondensen et al, 2004). Células NK (do inglês Natural killer) foram 

identificadas como uma das responsáveis pela limitação do transplante celular nos 

primeiros dias após a lesão. A revascularização muscular inicia-se no terceiro dia após 

lesão e o processo de fagocitose dos debris celulares das fibras mortas alcança seu 

máximo no quarto dia (Lefaucheur & Sebille, 1995; Lefaucher et al, 1996). Portanto, a 

ruptura da microvasculatura muscular é um fator limitante a resposta regenerativa 
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nessa fase (Teixeira et al, 2005). Contudo, o insucesso na sobrevivência das células 

tem sido relacionado a diversos fatores além da resposta inflamatória, como o 

microambiente em hipóxia e a ausência dos sinais de sobrevivência do contato célula-

célula e, além disso, a injeção intramuscular causa uma grande taxa de mortalidade 

devido à lesão mecânica e uma subseqüente resposta inflamatória aguda (Hu et al, 

2007).    

Os resultados da detecção das AT-MSCs no músculo por PCR em tempo real 

demonstraram que há um decréscimo do sinal, ou seja, do número de células ao longo 

do tempo, o que resulta em uma ausência de sinal do gene SRY duas e quatro 

semanas após a injeção. Observamos que 3 horas após a injeção de células no ventre 

dos músculos lesionados, mais de 70% do sinal ainda era detectado, o que denota uma 

eficiente injeção e refuta a idéia de que as células não estavam presente no tecido nos 

tempos de 14 e 28 dias devido a injeção mal sucedida (Gráfico 6). Entretanto, o sinal 

detectado era muito pequeno no dia seguinte, em torno de 4%, e 2%, 72 horas pós-

transplante. Consequentemente, não foi possível detectar sinal de células do doador no 

tecido hospedeiro 14 e 28 dias após tratamento.  

 Nesse sentido, o presente trabalho teve certas limitações, pois não avaliou a 

sobrevivência celular em outros tempos pós-lesão e muito menos em músculos não 

lesionados. Isso poderia nos responder se realmente o infiltrado inflamatório tem papel 

importante na sobrevivência celular. Mesmo na ausência de células, encontramos um 

maior número de fibras em regeneração (núcleos centralizados) nos animais tratados 

com AT-MSCs, 2 semanas após a injeção (Tabela 5).  
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4.2 Mecanismo de ação das AT-MSCs 

 

Alguns mecanismos já foram propostos para explicar os benefícios da terapia 

celular. Primeiro, vários trabalhos demonstraram que as células do doador poderiam 

diferenciar-se em células do tecido hospedeiro e, assim, repopular a massa de tecido 

morto e impedir a deterioração adicional do orgão ou até regenerá-lo (Dezawa et al, 

2005; Palermo et al, 2005). Entretanto, alguns autores mostraram que essa 

diferenciação poderia ser consequência da fusão, segundo mecanismo, das células 

injetadas com células hospedeiras (Cossu, 2004; Abedi et al, 2004). Em terceiro, mas 

não menos importante, discute-se a capacidade de regeneração tecidual induzida por 

fatores secretados pelas células administradas diretamente no tecido: o mecanismo 

parácrino.  

Nossos resultados nos fizeram chegar a hipótese que o processo de 

regeneração pode ter sofrido uma modulação por fatores liberados pelas células 

enquanto permaneceram no tecido, mesmo que por um curto tempo.  É sabido que 

várias citocinas tem importante papel no processo de regeneração do tecido muscular 

esquelético. Hayashi et al (2004) investigaram o papel dos fatores de crescimento HGF, 

IGF-1 em um modelo de regeneração muscular e a análise de RT-PCR revelou que há 

uma expressão de HGF e IGF-1 durante o processo de regeneração. Além disso, 

análises de imunohistoquímica demonstraram que o HGF é expresso quase 

majoritariamente por mioblastos durante os primeiros estágios de regeneração e sua 

adição em cultura de mioblastos inibe a formação de miotubos, promovendo 

proliferação celular. O IGF-1 é expresso por macrófagos e mioblastos já em fase de 

fusão e formação de miotubos, influenciando no processo de diferenciação. Em adição 



 84 

a esses fatos, a proteína c-met (receptor do HGF) está presente em células satélites 

(Cornelison & Wold 1997; Tatsumi et al, 1998) e a adição do HGF em cultura de células 

satélites promove a entrada das células em divisão celular (Tatsumi et al, 1998). 

Kinnaird et al (2004a e 2004b) desenvolveram uma seqüência de trabalhos 

demonstrando que células mesenquimais da medula óssea contribuíam para o aumento 

de formação de vasos colaterais via liberação de várias citocinas como VEGF e bFGF. 

Nos dois trabalhos, os autores lançaram mão do modelo de isquemia de pata em 

camundongos e utilizaram células mesenquimais de medula óssea. As células foram 

isoladas de tibia e femur, foram plaqueadas (72hs) e a população aderente ao frasco de 

cultura foi utilizada. Depois de cultivadas e replicadas, as células aderentes foram 

purificadas através da retirada de células positivas para CD34 e CD45. Além disso, 

estas células eram positivas para proteínas presentes em células mesenquimais. 

(CD44, CD90 e CD105). No primeiro trabalho, a injeção de células aumentou a 

produção de VEGF e bFGF no tecido hospedeiro e consequentemente melhorou a 

perfusão tecidual analisada por laser-doppler (Kinnaird, 2004a). Surpreendentemente, 

as poucas células encontradas no tecido e identificadas pela incorporação de eGFP  

através de adenovírus, não estavam incorporadas a células endoteliais. Além disso, 

eles verificaram que no meio de cultura das células mesenquimais de medula óssea, 

condicionado por 24 horas, apresentavam estes fatores e induziam proliferação de 

células endoteliais e musculares lisas em cultura, ação que era bloqueada por anticorpo 

anti-VEGF. No mesmo ano (Kinnaird et al. 2004b), os autores testaram a ação do 

próprio meio de cultura no modelo de isquemia de pata. Vinte e quatro, 48 e 72 horas 

após a isquemia, os animais receberam meio condicionado por, também, 72hs. Quatro 

semanas após a injeção, a perfusão das patas dos animais tratados era maior e havia 
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um maior número de capilares no tecido. Além disso, os autores mostraram que o meio 

condicionado de células mesenquimais de medula óssea de humanos exibia um perfil 

parecido de liberação de citocinas, indução de proliferação e migração de células 

endoteliais. Quando as células eram colocadas em hipóxia, FGF2 e 7, IL1 e 6, PGF, 

TGF-β, TNF-α, VEGF, tinham suas concentrações aumentadas no meio de cultura. 

Esse desafio de hipóxia é o ambiente encontrado pelas células injetadas no nosso 

modelo de lesão e pode ter sido um estímulo para secreção de fatores angiogênicos e 

de ativação de células precursoras musculares residentes, visto que encontramos maior 

número de fibras em regeneração nos animais tratados. Em modelo de isquemia 

permanente de coração, nosso laboratório demonstrou que a injeção de meio 

condicionado em hipóxia de células mesenquimais de medula óssea induz um discreto 

aumento na pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo, e nos índices de 

contratilidade e relaxamento ventriculares em ratos não anestesiados (Fidelis et al, 

2008).  No nosso conhecimento, ainda não foi publicado algum trabalho com AT-MSCs 

e lesões musculares. O pionerismo nos limita a discutir a terapia com AT-MSCs em 

outros modelos. Neste sentido, Rehman et al (2004) corroboraram os resultados 

encontrados por Kinnaird et al (2004a e 2004b), e ainda demonstraram que havia 

secreção em altos níveis de HGF e VEGF pelas AT-MSCs no meio de cultura. Junto a 

isso, foi observado que o meio condicionado das células derivadas do tecido adiposo 

contribuiu para uma maior proliferação de células endoteliais em cultura e aumentou a 

taxa de sobrevivência, evidenciado pelo menor número de células em apoptose. Os 

autores constataram maior proliferação de células endoteliais e maior taxa de 

sobrevivência quando foi usado o meio condicionado gerado em condições de hipóxia.  
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Mazo et al (2008) desenvolveram um trabalho com transplante de AT-MSCs em 

modelo de infarto crônico gerado por ligadura permanente da artéria coronária. Os 

resultados mostram que houve uma melhora funcional evidenciada pelo aumento da 

fração de ejeção do ventriculo esquerdo um mês após a injeção das células. Porém, 

nenhuma célula do doador foi identificada no tecido, o que aumenta as especulações 

sobre os mecanismos de reparo. Interessantemente, eles verificaram que uma semana 

após o transplante, os benefícios na função cardíaca já eram evidentes e que menos de 

0.5% das células ainda permaneciam no tecido. Nosso grupo também se propos a 

estudar a injeção de AT-MSCs em modelo de infarto cicatrizado (dados ainda não 

publicados). O tratamento com AT-MSCs 28 dias após a oclusão permanente aumentou 

os parâmetros de contratilidade miocárdica, tais como fração de ejeção, fração de 

encurtamento de área, pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo e os índices de 

contratilidade e relaxamento do ventrículo esquerdo, após 6 semanas de tratamento. 

Assim como o presente estudo com lesão muscular, nós não fomos capazes de 

encontrar AT-MSCs, previamente marcadas com o corante nuclear Hoesct, nos 

corações hospedeiros.  

Na mesma linha de investigações, Nakagami et al (2006), confirmaram os 

achados de Rehman et al e acrescentaram achados interessantes. A viabilidade de 

células endotelias em cultura foi estatisticamente maior usando meio condicionado das 

AT-MSCs. Para examinar os efeitos dos fatores de crescimento em cultura na 

viabilidade e migração de células endoteliais, foram usados anticorpos contra VEGF e 

HGF. Os resultados vistos foram a diminuição da viabilidade e migração celular entre 25 

e 48% quando só um fator foi bloqueado, e os valores chegaram a níveis basais 

quando os dois fatores foram bloqueados.  
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Acrescentando importantes informações sobre as AT-MSCs e a liberação de 

fatores de crescimento, Sadat et al (2007) desenvolveram um trabalho similar a 

Rehman e Nakagami, porém adicionando cultura de cardiomiócitos. Os achados 

confirmam as observações prévias, mostrando que a co-cultura de cardiomiócitos 

neonatos com AT-MSCs em condições de hipóxia e privação de soro diminui a taxa de 

apoptose dos cardiomiócitos. Em um próximo ensaio, foi adicionado shRNA   do IGF-1 

e VEGF a cultura de AT-MSCs, silenciando a expressão dos fatores. Os resultados 

corroboram os achados de Nakagami com células endoteliais, demonstrando que 

cardiomiócitos em co-cultura com AT-MSCs demonstram um decréscimo da taxa de 

apoptose de 65.9% para 25%. Se a expressão do IGF-1 é bloqueada, a taxa sobe 

novamente para 62,5%, e com o bloqueio da expressão do VEGF, para 34,2% 

respectivamente.  

Com o objetivo de avaliar a contribuição específica do HGF no processo de 

revascularização Cai et al (2007) realizaram ensaios in vitro com AT-MSCs e  shRNA 

para silenciar a expressão do HGF.  As AT-MSCs tranfectadas com o shRNA  

secretaram 80% menos HGF, o que levou a uma redução na capacidade de promover 

sobrevivência, proliferação e migração de células endoteliais em co-cultura. A avaliação 

funcional refletiu o que foi encontrado nos resultado in vitro. A supressão do HGF 

influenciou negativamente na capacidade das AT-MSCs em promover reperfusão no 

modelo de isquemia de pata. 

Assim, observamos que inúmeros relatos ressaltam a importância do mecanismo 

parácrino para proliferação e sobrevivência de alguns tipos celulares.  Até o momento, 

pelo nosso conhecimento, nenhum trabalho demonstrou a influências de fatores 

liberados pelas AT-MSCs na proliferação e fusão de células satélites. 
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4.3 Impacto da terapia com AT-MSCs na formação de fibrose 

 

Na tentativa de esclarecer se a terapia com AT-MSCs era capaz de reduzir a 

fibrose muscular, fizemos a avaliação do colágeno através da coloração de picrosírus. 

O protocolo de lesão apresentado no presente trabalho produz uma cicatriz fibrótica, 

com a predominância de colágeno com distribuição caracteristicamente miofibrilar e 

perivascular (figuras 6 e 7). Além disso, o conteúdo de colágeno permanece aumentado 

por até 28 dias após o protocolo injeção (gráfico 3), independente do tratamento. 

Nós não conseguimos observar redução de área de fibrose, sugerindo que a 

melhora obtida na função se deu por outro mecanismo e não pela diminuição de 

fibrose.  A ativação e proliferação de células satélites induzem a fusão em miotubos e 

regeneração tecidual (Charge & Rudnicki, 2004), evidenciada por fibras com núcleo 

central. Portanto, podemos sugerir que nosso tratamento induziu o aparecimento de um 

número maior de fibras com núcleo central, provavelmente pela ativação da 

regeneração muscular. No curso natural das lesões musculares, a fibrose residual, 

entre o tecido em regeneração, predispõe a uma próxima lesão e reduz a capacidade 

funcional, o que ainda é um contra-tempo para clínica. Após a lesão, a fase inicial da 

regeneração é suprimida ao longo do tempo pela reposição do tecido fibroso (Bedair et 

al, 2008). Em alguns casos, associados a uma lesão severa, a cicatriz cria uma barreira 

mecânica que restringe completamente a regeneração das fibras através da lesão 

gerada (Jarvinen et al, 2005). 

Pesquisadores tem aceitado de uma forma ampla que o TGF-β1 é um potente 

estimulador da formação de fibrose em vários tecidos (Waltenberger et al, 1993; Border 

& Noble, 1994; Yamamoto et al, 1994; Lijnen et al, 2000), e também associado a 
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formação de fibrose muscular (Li et al, 2004). Níveis de TGF- β1 se encontram 

elevados tanto em modelos de distrofia muscular quanto de lesões musculares severas 

(Bernasconi et al, 1995; Gosselin et al, 2004). Pesquisadores tem demonstrado que o 

TGF-β1 induz efetivamente a diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos tanto in 

vitro quanto in vivo, bem como a produção de suas proteínas específicas, como 

fibronectina ED, vimentina, actina-α de músculo liso além do colágeno tipo 1, 

aumentando a mecanotransdução entre as células e a matrix extracelular gerando 

assim o remodelamento do tecido fibroso (Tomasek et al, 2002; Li et al, 2004). É 

importante ressaltar que a produção autócrina do TGF- β1 por fibroblastos é crucial 

para manutenção da  atividade fibrogênica após o termino da fase inflamatória (Kim et 

al, 1990; Schmid et al, 1998). Juntamente a isso, Li e colaboradores (2004) observaram 

que o TGF- β1 tem importante papel na indução da diferenciação de células miogênicas 

em miofibroblastos durante a lesão muscular. Diversas terapias têm se mostrado 

efetivas no objetivo de combater a formação de fibrose por lesão. A decorina, um 

proteoglicano da matrix extracelular responsável por se ligar ao TGF-β1 (Fukushima et 

al, 2001; Sato et al, 2003; Hwang et al, 2006; Zhu et al, 2007; Li et al, 2007), a 

suramina, originalmente criada como uma droga antiparasitica, com a capacidade de se 

ligar ao receptor do TGF- β1 (Chan et al, 2003-2005; Nozaki et al, 2008), o interferon-γ, 

um potente inibidor da sinalização do TGF- β1 (Foster et al, 2003) e mais recentemente, 

a halofuginona, inibidor da fosforilação de smad3 (segundo mensageiro do TGF- β1) 

(Turgeman et al, 2008) e o losartan (bloqueador do AT1, receptor de angiotensina 2) 

(Bedair et al, 2008), se mostraram eficazes no processo de reparo muscular tanto 

funcionalmente com histologicamente, por bloquear a ação do TGF- β1. No entanto, é 
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incerto se o TGF- β1 age sozinho ou necessita da interação com outros mediadores 

durante a formação de fibrose. 

A miostatina ou GDF-8, que foi inicialmente identificada como um regulador 

negativo do desenvolvimento muscular. Em estudo recente, no qual o camundongo mdx 

teve o gene da miostatina silenciado, não só demonstrou uma melhora na regeneração 

muscular como mas também exibiu uma diminuição  na formação do tecido fibroso 

quando comparado com o mdx normal (Wagner et al, 2002). Esses resultados sugerem 

que a miostatina tem um importante papel na fibrose muscular. Zhu et al (2007) 

confirmam haver uma interação entre a miostatina e o TGF- β1. Foi mostrado que a 

miostatina estimulava a proliferação e diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos, 

tanto quanto suas proteínas como fibronectina ED, actina-α de músculo liso, vimentina , 

HSP 47 além de colágeno tipo 1 (Li et al, 2008) e a decorina, citada anteriormente, tem 

a capacidade de estimular a produção de folistatina, um antagonista da miostatina. 

Adicionalmente, foi observado que a miostatina interfere na quimiotaxia de macrófagos 

para o sítio da lesão, reduzindo a sua migração, o que está relacionado com o processo 

de regeneração (McCroskery et al, 2005). Comparado com um camundongo normal, o 

knock-out para miostatina (MSTN -/-) tem um recrutamento aumentado de macrofágos 

logo no inicio da fase de regeneração acelerando o processo de diferenciação de 

mioblastos (McCroskery et al, 2005).  

Como membros da mesma falímia de fatores de crescimento, TGF-β1 e 

miostatina compartilham várias similaridades como  estrutura, sinalização intracelular  e 

função, descrito recentemente. Os mecanismos pelo qual a miostatina aumenta a 

proliferação de fibroblastos parecem estar ligados à expressão de ciclina D1, proteína 

chave para ativação do ciclo celular, de uma maneira dose dependente (Li et al, 2008). 
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De maneira oposta, aumentando a degradação de ciclina D1, a miostatina impede a 

proliferação de diferenciação de células musculares (Yang et al, 2006).  Ambos os 

mecanismos ocorrem via ligação com o seu receptor ActRllB. Essa ligação ativa uma 

cascata de sinalização, iniciando pela fosforilação de smad3 – p38 MAPK– Akt – mTOR 

logo em sequencia (Yang et al, 2006). 

Dentre os trabalhos com terapia celular e lesões musculares esqueléticas, 

Matziolis et al (2006) demonstraram que células mesenquimais derivadas da medula 

óssea contribuiram para a melhora nas propriedades contráteis em músculos soleus de 

ratos Sprague-Dawley. No entanto, não avaliaram nenhum parametro histológico, como 

número de diâmetro de fibras em regeneração e deposição de colágeno. Natsu et al 

(2004), constataram uma melhora na produção de força um mês após a injeção de 

celulas mesenquimais de medula óssea no músculo tibial anterior de ratos sprague-

dawley. Porém, seus resultados foram inconclusivos quanto a diferenciação das células 

injetadas em tecido muscular, endotelial ou nervoso no músculo lesionado. Da mesma 

forma que Matziolis et al, (2006), eles não avaliaram o conteúdo de colágeno no tecido. 

O G-CSF é capaz de mobilizar células-tronco da medula óssea para o sangue 

periférico (Werneck de Castro et al, 2006) e já foi largamente utilizado na terapia de 

infarto do miocárdio, com resultados positivos (Orlic et al, 2001, Harada et al, 2005) e 

negativos (Werneck de Castro et al, 2006 e Deten et al, 2005). Stratos et al (2007), 

investigaram o tratamento com G-CSF, durante 14 dias consecutivos, logo após a 

indução de lesão muscular, em músculos soleus de ratos Wistar. O tratamento 

aumentou o número de células em proliferação no tecido muscular, evidenciado pela 

marcação com brdU, que é incorporado ao DNA de células que passaram pela fase de 

mitose do ciclo celular. Essa proliferação intensa só foi demonstrada 4 dias após o 
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tratamento e voltou aos valores controles 7 e 14 dias. Entretanto, 14 dias após o 

tratamento, os animais tratados exibiram maiores valores de tensão desenvolvida 

comparados aos animais controles. Esses dados corroboram os nossos achados, a 

medida que observamos maiores fibras em regeneração e uma maior contratilidade 

muscular 14 dias pós tratamento. Infelizmente, Stratus et al, (2007) não avaliaram o 

tratamento em períodos maiores de tempo. Quanto à formação de fibrose, o tratamento 

com G-CSF falhou em diminuir o acúmulo de colágeno, semelhante aos nossos 

resultados, embora a extensão de tecido cicatricial tivesse sido maior no nosso 

presente estudo. Em 2003, nosso laboratório demonstrou que o tratamento com células 

mesenquimais de medula óssea em modelo de lesão muscular sucessiva em ratos, foi 

incapaz de diminuir a formação de fibrose, muito embora tenhamos observado melhora 

na contratilidade muscular dos músculos tratados (de Andrade et al, 2003). 

Portanto, os dados do nosso laboratório e os achados da literatura com terapia 

celular em lesões musculares nos levam a sugerir que o tratamento com células AT-

MSCs pode acelerar o processo de regeneração muscular, provavelmente por 

mecanismos parácrinos. Entretanto, a terapia parece ser incapaz de reverter os 

estímulos para a formação de tecido cicatricial induzidos pela lesão muscular 

esquelética. 
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5. Conclusões 

 

 O modelo de lesão por laceração foi efetivo, causando um decréscimo na 

produção de força e deposição de colágeno no tecido nos tempos 

avaliados. 

 A injeção das AT-MSCs gerou um aumento na produção de força no 

tempo de 14 dias em 50 Hz, porém não foi encontrado diferença no tempo 

de 28 dias após a injeção. 

 A injeção das AT-MSCs causou um aumento no número de fibras em 

regeneração, ou seja, fibras com núcleo centralizado no tempo de 14 dias 

e novamente o valores foram similares entre grupo do tempo de 28 dias 

pós-injeção, confirmando a aceleração da regeneração. 

 Não foi observada diferença na deposição de colágeno entre os grupos 

em todos os tempos analisados. 

 Após a injeção as células, a detecção só foi possível no tecido muscular 

em tempos mais recentes como 3 horas, 24 horas e 72 horas, e não 

conseguimos detectar em 14 e 28 dias pós-injeção. 
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6. PERSPECTIVAS 
 

 Buscando elucidar algumas questões citadas, nossas perspectivas são: 

 Realizar um controle das lesões por análise ultrasonográfica. 

 Analisar por morfometria a evolução do processo inflamatório e o diâmetro de 

fibras em regeneração. 

 Analisar por microscopia confocal se há integração das células injetadas com o 

tecido muscular 

 Analisar se o meio condicionado das AT-MSCs é capaz de modificar o processo 

de reparo do tecido muscular 

 Injetar um fator capaz de bloquear a fibrose muscular causada pelas lesões. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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