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RESUMO

O calcaneo ¢ um dos tenddes que sofrem traumatismos com maior freqiiéncia. Independente
da causa, se a lesdo ndo for tratada, pode evoluir comprometendo permanentemente sua
fun¢do. Quando houver significativa perda de segmento, o tratamento pode tornar-se um
dilema para o cirurgido. Propdem-se uma nova estratégia na tentativa de reparar ou diminuir
os danos causados ao tenddo, trata-se do transplante de células de medula 6ssea, obtidas do
proprio individuo a ser tratado. Com objetivo de se verificar o uso de implante conservado em
glicerina associado a células tronco utilizou-se 15 coelhos, adultos, higidos, que foram
submetidos a tenectomia do tenddo calcanear comum com posterior implante de artéria
carotida de cdes preservada em glicerina PA 98%. No membro pélvico direito a inje¢do intra-
implantes de células mononucleares hematopoiéticas autdlogas (CMAs) e para controle
utilizou-se a mesma técnica cirargica no membro contralateral sem as células mononucleares
hematopoiéticas autdlogas. Os animais foram observados diariamente através de avaliacao
clinica e deambulatéria e os enxertos foram analisados histologicamente em intervalos de
coleta 15, 30 e 60 dias de PO, através de coloragdo de fragmentos das amostras por H.E. e
AZAN. Os resultados mostraram uma acao regenerativa das CMAs quando colocadas nas
lesdes do tenddo calcanear comum, através de melhor desempenho fisico dos membros
direitos dos animais quando comparados aos contralaterais, em todos os tempos de

observacdo. Histologicamente os tenddes que receberam as CMAs apresentaram



quantitativamente maior numero de fibras coldgenas, fibroblastos e linfocitos, e maior
neovasculariza¢do em todos os tempos observados. Dessa forma, a adjuvancia das CMAs nos
xenoenxertos tendineos ¢ recomendada como promessa de melhores resultados morfologicos

e funcionais.

Palavras-chave: tendao, cirurgia, células tronco adultas.
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ABSTRACT

The calcaneus is one of the mostly injured tendons. Despite of its cause, if the lesion is not
treated, it may evolve permanently compromising its function. Whenever there is significant
segment loss, treatment may become a dilemma for the surgeon. A new strategy arose as an
attempt to either repair or decrease the damage caused to the tendons.: the transplantation of
the individual’s own bone marrow. Fiveteen, healthy, adult rabbits underwent tendon injury
with further implantation of (PA 98%) glycerine-preserved dog carotid artery together with
the injection of intra autologous hematopoietic mononuclear cell (HMC) implants into the
right limb whereas the same surgical technique without HMC was used on the collateral limb
for the controls. Animals were daily observed through deambulatory and clinical evaluation.
Grafts were histologically analyzed on days 15, 30, and 60 of the PO by undertaking HE and
AZAN staining of sample fragments. Results showed regenerative action of the HMCs when
placed onto common calcanear tendon lesions through the better physical performance of the
right limbs of the animals when compared to the collateral throughout all times of
observation. Histologically, the tendons receiving HMCs presented quantative higher number
of collagen fibers, fibroblasts and lymphocytes, as well as higher neovascularization at all
times of observation. Therefore, the adjuvancy of the HMCs on tendon xenografts is
recommended as a promise for better functional and morphological outcomes.

Key words: tendon, surgery, adult stem cells.

)

UNIVERSIDADE PARANAENSE - UNIPAR
Mestrado em Ciéncia Animal



MELO, ROBSON JOSE GOMES DE. CELULAS MONONUCLEARES AUTOLOGAS
DA MEDULA OSSEA COMO ADJUVANTE NO REPARO DE TENDAO
CALCANEAR COMUM EM COELHOS, ASSOCIADAS A XENOIMPLANTES DE

ARTERIA CAROTIDA DE CAES PRESERVADA EM GLICERINA.DISSERTAGAO
(MESTRADO) MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL. UNIVERSIDADE PARANAENSE, 2010,
28p.

SUMARIO
LISTA DE ILUSTRA(;OES
[N (1] ¥ A N SRR 21
F I GUR A 2 e e e e L 22
F I GUR A B oo e e e e 22
FIGURA 4 ..o e e et eeeee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et reeeee e reearenaas 23
LISTA DE TABELAS
A B E L A 1 oo e 24
RESUMO
ABSTRACT
INTRODUGAO. ..... .ottt ettt 12
MATERIAL E METOD O . oo e, 14
RESULTADOS E DISCUSS A ... i 18
CON CLUS A ..o i 25

REFERENCIAS.BIBLIOGRAFICAS ..., 26



Células Mononucleares Autélogas da Medula Ossea como Adjuvante no
Reparo de Tendao Calcanear Comum em Coelhos Associadas a
Xenoimplantes de Artéria Carétida de Caes Preservada em Glicerina’

Autologous bone marrow mononuclear cells associated to the xeno-implant of
glycerine-preserved dog carotid artery as an adjuvant to the repair of calcaneal
tendon in rabbits.

Robson José Gomes de Melo?, Gentil Ferreira Gongalves®, Eduardo José de Almeida
Arauljo®, Ana Paula Inoe Tomazini*, Marshal Costa Leme?®, Celso Gontijo Cunha®,
Campo Amor Vieira da Cunha Neto®, Fellipe Roncholeta dos Santos® Claudio Vieira
De Arajo’,

Resumo

O calcaneo ¢ um dos tenddes que sofrem traumatismos com maior freqiiéncia. Independente
da causa, se a lesdo ndo for tratada, pode evoluir comprometendo permanentemente sua
funcdo. Quando houver significativa perda de segmento, o tratamento pode tornar-se um
dilema para o cirurgido. Propde-se uma nova estratégia na tentativa de reparar ou diminuir os
danos causados ao tendao de pacientes com lesdes cronicas, isto €, o transplante de células de
medula dssea, obtidas do proprio individuo a ser tratado. Com objetivo de se verificar o uso
de implante conservado em glicerina associado a células mononucleares autélogas da medula
ossea (CMA) utilizou-se 15 coelhos, adultos, higidos que foram submetidos a tenectomia e
implantes de artéria cardtida de caes, preservadas em glicerina, em ambos os membros, sendo
que no membro direito recebeu injecao intra-implante de CMA. Os animais foram observados
diariamente através de avaliacdo fisica ¢ deambulatéria, os enxertos foram analisados
histologicamente em intervalos de 15, 30 e 60 dias de PO, através de coloragdo de fragmentos
das amostras com H.E e AZAN. Os resultados mostraram uma a¢ao regenerativa das CMAs
quando colocadas junto aos enxertos no tenddo calcanear comum, através de melhor

desempenho fisico dos membros pélvicos direitos dos animais quando comparados aos
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contralaterais, em todos os tempos de observagdo. Histologicamente os tenddes que

receberam as CMAs apresentaram quantitativamente maior numero de fibras coldgenas,



fibroblastos e linfocitos, e maior neovascularizacdo em todos os tempos observados. Dessa
forma, a adjuvancia das CMAs nos xenoenxertos tendineos € recomendada como promessa de

melhores resultados morfologicos e funcionais.

Palavras-chave: tendao, células tronco adultas, cirurgia.

ABSTRACT

The calcaneus is one of the mostly injured tendons. Despite of its cause, if the lesion is not
treated, it may evolve permanently compromising its function. Whenever there is significant
segment loss, treatment may become a dilemma for the surgeon. A new strategy arose as an
attempt to either repair or decrease the damage caused to the tendons: the transplantation of
the individual’s own bone marrow. Fiveteen, healthy, adult rabbits underwent tendon injury
with further implantation of (PA 98%) glycerine-preserved dog carotid artery, together with
the injection of intra HMC implants into the right limb, whereas the same surgical technique
without autologous hematopoietic mononuclear cells was used on the collateral limb for the
controls. Animals were daily observed through deambulatory and clinical evaluation. Grafts
were histologically analyzed on days 15, 30, and 60 of the PO by undertaking HE and AZAN
staining of sample fragments. Results showed regenerative action of the HMCs when placed
onto common calcanear tendon lesions through the better physical performance of the right
limbs of the animals when compared to the collateral throughout all times of observation.
Histologically, the tendons receiving HMCs presented quantative higher number of collagen
fibers, fibroblasts and lymphocytes, as well as higher neovascularization at all times of
observation. Therefore, the adjuvancy of the HMCs on tendon xenografts is recommended as

a promise for better functional and morphological outcomes.

Key words: tendon, surgery, adult stem cells.

Introducio

A constante preocupacdo em tentar minimizar os danos decorrentes das injurias
tendineas tem levado ao desenvolvimento de inumeras pesquisas com o intuito de encontrar
um material adequado a sua cicatrizagdo, com resisténcia suficiente, sem alterar seu

comprimento ¢ manter a capacidade de deslizamento, principalmente em situagdes em que ha
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perda de substincia com conseqiiente ndo unido das extremidades. A ruptura do tendao
calcanear comum, que figura como uma das mais freqiientes injlrias tendineas observadas no
cdo, geralmente, apresenta esse tipo de problema (BUTLER, 1985; KILLINGSWORTH,
1993).

A fungdo primaria dos tenddes ¢ transmitir a energia mecanica produzida por
intermédio da contragdo muscular ao esqueleto para gerar movimento, uma agao que deve ser
acompanhada de minimo dispéndio de forca. Todos os tenddes tém as caracteristicas fisicas
basicas de alta resisténcia a tensdo, densidade e superficie lisa, entretanto, podem variar em
espessura, comprimento e forma (BUTLER, 1985). As caracteristicas proprias do tendao
requerem especial cuidado do cirurgido, pois a reduzida vascularizagdo e predominio de
tenocitos no tendao maduro, requerem proliferagdo neovascular e fibroblastica, basicamente,
dos tecidos adjacentes. Assim, ¢ necessario contrabalancear uma adequada aproximagdo com
os tecidos periféricos, quando da reparacdo, com a minimizagdo de aderéncias que podem
restringir a funcdo deslizante do tendao (RAISER, 2001).

As c¢lulas mononucleares autdlogas da medula 6ssea (CMAs) sao células
indiferenciadas que podem se renovar e reproduzir indefinidamente e, sob certos estimulos, se
transformar em células especializadas de diferentes tecidos ou o6rgdos. Com isso
pesquisadores comecaram a considerar a possibilidade do seu transplante para recomporem
tecidos destruidos por doengas, por traumas ou por terapias agressivas. Ja se tem usado CMA
em regeneracdo e recuperacdo funcional de tecido nervoso periférico em ratos (BRAGA-
SILVA et al., 2006), tlcera de cornea experimental em cdes (TOGNOLI et al., 2009),
tratamento da cardiopatia chagésica cronica em humanos (SANTOS et al., 2004), associadas a
enxerto osteocondral alégeno no reparo do sulco troclear de coelhos (SOUZA, 2009),
regeneragdo do conjunto de células produtoras de insulina do pancreas (VOLTARELLI,
2009). Rossi et al. (2009) relatam em suas pesquisas o uso de CTA no tratamento de
cardiopatias relacionadas a isquemia do miocardio pds-infarto em humanos. Também ja esta
em andamento o primeiro estudo em humanos utilizando células-tronco de medula 6ssea para
o tratamento da epilepsia (CARRION et al., 2009).

Young et al. (1998), utilizando coelhos, provocaram um defeito em tenddo calcanear
comum e semearam CMAs, com o auxilio de um enxerto biodegradavel de colageno e malha
de vicryl, observando que apds 12 semanas houve reparagao do tecido tendineo com formacgao
de fibroblastos, porém com intensa reacdo inflamatoria. J& Awad et al. (1999), utilizando

modelo animal similar, investigou o uso de CMAs em tendao patelar e observaram reparagao,
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obtendo um melhor aspecto histologico (incluindo mais fibroblastos e fibras colagenas
maduras) alem de propriedades biomecanicas do mesmo.

Solugao de glicerina PA 98% ¢ um meio conhecido para a conservacao de diferentes
tecidos, incluindo duramater (PIGOSSI et al., 1964; 1971; INATOMI et al.,1980); peritonio
(DALECK et al., 1988; DALECK et al., 1992; COSTA NETO et al., 1999); pericardio
(ALVARENGA,1977; RAHAL et al.,, 1996); centro frénico (PIGATTO et al.,, 1997,
SARTORI FILHO et al., 1997); cartilagem conchal (CONTESINI et al., 1994; PIGATTO et
al.,1998); membrana amnidtica (OLIVEIRA & ALVARENGA, 1998); céapsula renal
(ANDRADE et al., 1998); artéria (RAISER et al., 1978, RAISER et al., 2001; RAISER et al.,
2000); bexiga (OLIVEIRA et al.,1998; OLIVEIRA et al., 1999); e tendao (RAISER, 2000).
Entre outras particularidades, a glicerina mantém as caracteristicas do tecido conservado,
possui propriedades desidratantes, anti-sépticas e anti-imunogénicas (PIGOSSI et al., 1971;
ALVARENGA, 1977; ALVARENGA, 1992), constitui-se em um método de conservagao
simples e pouco oneroso.

As lesdes tendineas sao uma constante que produzem certo desafio aos cirurgioes,
pois sua reparagdo ¢ sempre problematica e na maioria dos casos frustrante. A existéncia de
tal problema justifica a tentativa em acelerar processos reparadores e regenerativos do tendao
calcanear comum, assim como, buscar alternativas para perdas teciduais através de enxertos
para manuten¢ao de sua morfologia e funcao.

O presente experimente teve como objetivo verificar a eficiéncia funcional e
morfologica do xenoenxerto de artérias carotidas de caes preservadas em glicerina em tendao
calcanear comum de coelhos, associado ou nao a células mononucleares autdlogas da medula

ossea (CMA).

Materiais e Métodos

O estudo conduzido foi aprovado previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Experimentagdo Animal (CEPEEA), da Universidade Paranaense, sob o
protocolo numero 15517/2009.

As artérias cardtidas de cdes foram obtidas de animais submetidos a eutanasia e
encaminhados ao laboratorio de Anatomia Patoldgica do Hospital Veterinario da UNIPAR,
Campus Umuarama. As artérias foram dissecadas em sua extensdo total com auxilio de

tesoura e pinga anatomica. Apds a sua coleta as artérias passaram por lavagens em agua
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corrente € na seqiiéncia solucdo salina isotdnica e solu¢do de PVPI a 1%. Feito isso as
mesmas foram imersas em glicerina PA 98%, por um periodo minimo de 30 dias. Para sua
utilizagao elas foram reidratadas 20 minutos antes do procedimento cirurgico por imersao em
solucao de NaCl 0,9% e PVPI 1%.

Foram utilizados 15 coelhos, Nova Zelandia, com idade variando de 10 a 16 meses,
machos, pesando em meédia 2,8 Kg, mantidos no Hospital Veterinario da Universidade
Paranaense, Campus Umuarama. Todos os animais foram adquiridos do biotério da
Universidade Estadual de Maringd, permanecendo durante o periodo do experimento em
recintos individuais, recebendo agua e racao ad libitum, e submetidos a temperatura ambiente.

Para serem incorporados ao experimento, os coelhos foram examinados fisicamente,
através de afericdo de temperatura retal, por inser¢ao longitudinal de termometro digital,
avaliagdo cardiaca e pulmonar através de ausculta com estetoscopio cardiologico, palpacao
abdominal e avaliacao do tempo de preenchimento capilar. Somente os animais considerados
sadios foram inclusos no experimento.

Em todos os animais foi realizada a tenectomia do tendao calcanear comum no
membro pélvico direito (MPD) e esquerdo (MPE). No MPD foi utilizado o implante
conservado em glicerina associado a CMAs, e no MPE o implante conservado em glicerina
sem tal associacdo, para servir como controle para o membro contralateral.

A colheita da medula 60ssea foi realizada sob anestesia dissociativa, utilizando-se
cloridrato de xilazina® associado a cloridrato de cetamina’ e cloridrato de fentanila,'* nas doses
de 2mg/kg, 20mg/kg e 0,005mg/kg respectivamente, administrados por via intramuscular.
Apos tricotomia e anti-sepsia da regido do trocanter maior do osso fémur, a medula foi
aspirada utilizando-se uma agulha hipodérmica 40x16 a partir da fossa intertrocantérica, com
uma seringa de 20 ml contendo 0,1 ml de heparina''. As CMAs foram diluidas em solugdo
tampdo fosfato plus "> 2% de soro bovino fetal® (PBS + 2% FBS). Uma camada de medula
Ossea diluida foi acomodada sobre o Ficoll-Hypaque'* com cuidado para minimizar a mistura.
A solucgao foi centrifugada a temperatura ambiente (15 - 25 © C) por 30 minutos a 400G com

freio ao largo. Foi removido e eliminado o plasma, que compunha a camada superior, sem

¥ Sedazine® - Fort Dodge Saude Animal Ltda. Sao Paulo, SP.
® Cetamin® - 10% - Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda. Hortolandia, SP.
'° Fentanil® - Janssen Cilag Farmacéutica Ltda. Sdo José dos Campos, SP.

"' Liquemine® - Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S/A. Rio de Janeiro, RJ.
2 Solucao tampao salina de fosfato® - Invitrogen Brasil Ltda. Sdo Paulo, SP.
3 SFB® - Invitrogen Brasil Ltda. Sdo Paulo, SP.
' Ficoll-Hypaque Plus® - Amersham Biosciences do Brasil Ltda. R. Sao Paulo, SP.
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alterar a interface plasma-Ficoll. As CMAs foram retiradas e retidas na camada de células
mononucleares formadas pelo anel plasma-Ficoll sem perturbar as heméacias/granuldcitos que
compunham o sedimento. As CMAs foram lavadas duas vezes com 1ml de DBPS por meio de
centrifugacdo por 15 minutos a 400G. Finalmente, as células foram ressuspensas a uma
densidade média de 6x10° células por ml de DBPS", em um volume total de 0,5ml.

A viabilidade celular foi determinada pela técnica de exclusdo vital, ou seja, das
células ndo coradas por azul de Tripan, como anteriormente descrito por FRESHNEY (2001).
A viabilidade celular foi determinada em porcentagem, aplicou-se a equagdo matematica: V x
100/NT, onde NT = niimero total de células (viaveis e ndo vidveis) contadas na camara de
Newbauer.

Foi retirada deste volume, uma aliquota de 10ul e adicionada a 10ul do corante
azul de Tripan em um tubo de Eppendorf para contagem das células em camara de Neubauer.
A contagem de células vidveis e ndo viaveis foi realizada sob microscopia de luz, e o célculo
do ntimero de células por mililitro foi determinado pela seguinte formula: V x FN x FT/#Q,
onde
V = nimero de células viaveis contadas; FN = fator da camara de Neubauer; FT = fator de
dilui¢do do Azul de Tripan e #Q = nimero de quadrantes da camara utilizados para a
contagem.

Apo6s serem submetidos a colheita da medula 6ssea os animais foram mantidos sob
anestesia e foi realizada venoéclise da veia marginal da orelha, para manutencdo de acesso
venoso e administragdo de Ringer lactato'® no volume de infusdo de 10ml/kg/hora, durante
todo o procedimento cirargico. Atingido o plano anestésico adequado, os coelhos foram
posicionados em decubito lateral, procedeu-se a tricotomia da area da articulagdo do calcaneo
de forma circunferencial, a anti-sepsia foi efetuada pelo esquema alcool-iodo-alcool e a area
operatdria delimitada por panos de campo estereis.

Ap0s o preparo da regido, a pele na regido lateral da tibia direita foi incisada, para a
dissecacdo e exposicdo do tenddao calcanear comum. Posteriormente, uma incisdo de
aproximadamente 1,0 cm foi realizada no paratenddo, expondo-se assim os tenddes do
musculo gastrocnémio, do musculo flexor digital superficial e as fibras musculares do
musculo gracil, semitendineo e biceps femoral.

Com o tendao calcanear comum exposto, um ponto simples separado, envolvendo

todos seus componentes foi realizado a 0,5cm distal a jungcdo musculo-tendinea e a 0,5cm da

 Dulbecco’s - Invitrogen Brasil Ltda. Sdo Paulo, SP.
'8 Solugdo de Ringer com Lactato — Industria Farmacéutica Texon Ltda. Viamio, RS.
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jungdo cranial Osteo-tendinea, com fio de mononailon'” 4-0. Em seguida, o tenddo foi
seccionado, retirando-se um fragmento de aproximadamente 1,0 cm. Foi realizada a fixacao
de um segmento de artéria cardtida de cdo, preservado em glicerina, respeitando-se o sentido
transversal das fibras formando um tubo, onde foram depositadas as CMAs na luz do enxerto,
feita a anastomose de suas extremidades com sutura simples separada, com fio mononailon 4-
0. O paratendao foi localizado e suturado com fio mononailon 4-0 com ponto simples
continuo. A pele recebeu uma sutura simples separada com fio mononailon'® 5-0. O tenddo
calcanear esquerdo foi submetido a mesma técnica porem sem a aplicacdo das CMAC(s).

No pds-operatorio (PO), foi administrado, enrofloxacina'® (5mg/kg, SC), durante sete
dias. Aplicou-se uma bandagem nao-aderente e ndo-compressiva, estendendo-se desde a
articulacao fémuro-tibio-patelar até a extremidade do membro operado. Os pontos de sutura
de pele foram retirados decorridos sete dias de PO.

Todos os animais foram avaliados clinicamente aos 7, 15, 30, 45 e 60 dias, quanto a
adaptacdo da deambulacdo e sensibilidade dolorosa, mediante quatro graus: grau I — animal
ndo usa nem apodia o membro; grau II — uso ndo freqiiente do membro durante estagdao e ao
caminhar, ndo sustentando o peso no membro afetado; grau III — uso claudicante do membro
na estacdo e ao caminhar, sustentando parcialmente o peso; grau IV — caminha sem claudicar
e posiciona-se normalmente em estacdo, ja para sensibilidade dolorosa foi realizado exame
clinico, o qual constava de palpacdo digital, e movimentos de extensao e flexdo dos membros

pélvicos.

Os coelhos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos de cinco animais tendo
como diferencial o tempo de PO até a eutanésia: grupo 1 (G1) — 15° dias ; grupo 2 (G2) — 30°
dias; grupo 3 (G3) — 60 dias de PO. Decorridos os periodos pré-determinados os animais de
cada grupo foram submetidos a eutandsia utilizando uma dose de 50mg/kg de tiopental
s6dico®, por via intravenosa. A coleta dos fragmentos tendineos para analise histologica foi
realizada através do mesmo acesso cirurgico descrito anteriormente. Os cotos proximais
coletados tiveram sua espessura mensurada com o auxilio de paquimetro.

As amostras foram fixadas em formalina tamponada 10%, desidratadas em solugdes

crescentes de alcool etilico, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina para formagao de

Y Nylon 4-0® - Polysuture Indtstria e Comércio. Sdo Sebastido do Paraiso, MG.

8 Nylon 5-0® - Polysuture Indstria e Comércio. Sdo Sebastido do Paraiso, MG.

' Baytril® Injetavel 10% - Bayer S/A. Sao Paulo, SP.

?° Tiopental sodico 2,5%. Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos. Campinas, SP.Brasil.
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blocos, que foram cortados com micrétomo e adaptadas a ladminas. Os cortes foram corados
com hematoxilina-eosina (HE) e AZAN e analisados com microscopio de luz para avaliacao
morfologica. Nos cortes histologicos quantificou-se o ntimero de linfécitos, fibroblastos,
macrofago, células mononucleares e neovascularizacdo. As fibras coldgenas foram
quantificadas em uma escala de 0 a 4, onde 0: ausente, 1: pouco, 2: mediano, 3: muito e 4:
exacerbado. Para quantifica¢do celular marcou-se o centro do corte histologico e a partir dai
contou-se 10 campos no centro e cinco campos na periferia superior € cinco campos na
periferia inferior do tenddo com aumento de 40X. Para cada corte foram feitas duas contagens
para cada tipo celular, sendo a contagem de fibras colagenas, nos cortes em AZAN e a
contagem celular nos corte em HE.

Para analise estatistica foi computada a diferenca entre MPD e MPE, e comparadas
essas diferencas entre os grupos pelo teste Kruskal Wallis. Para comparagdo entre MPD e
MPE em cada grupo, foi utilizado o teste de Wilcoxon, para ambos os testes, foi adotado o

nivel de significancia de 0,05.

Resultados e Discussao

A técnica utilizada para coleta da medula 6ssea no trocanter maior do osso fémur foi
de facil execugdo. O protocolo com utilizagao de Ficoll-Hypaque para o isolamento celular foi
eficaz apresentando viabilidade celular média de 93,79% e concentragdo média de 6,80 x 10°
CMAs viaveis, sendo a viabilidade e concentragdo de células mononucleares maiores do que
os valores relatados por SOUZA (2009).

A administracdo intra-enxerto de CMAs, estimulam a formacgdo de fibroblastos e
colagenos com integracdo do implante aos cotos tendineos de coelhos quando associadas aos
xenoimplantes de artéria carétida de caes preservada em glicerina a 98%, tendo resultados
semelhantes quando comparados a utilizagao de enxertos osteocondrais (SOUZA, 2009).

O tempo de conservacao, em glicerina a 98%, das artérias cardtidas implantadas, foi
de 30 dias a 6 meses, portanto, dentro do periodo recomendado por Pigossi (1967), Inatomi, et
al. (1980), Sartori Filho, et al. (1997) e Costa Neto (1999), e foi suficiente para prevenir a
reacdo de rejeicdo, a qual ndo foi presenciada em nenhum dos coelhos. Assim, o periodo
minimo de preservacdo ¢ que tem maior importancia, pois segundo Daleck, et al. (1992), sao

necessarios ao menos 30 dias de conservacdo na glicerina para que o implante perca sua

18



capacidade de estimulacdo imunolégica. A manuten¢do do implante em solu¢do contendo
10do 1% e NaCl 0,9% em dilui¢ao 1:50, por 20 minutos, teve por finalidade obter hidratagao
do mesmo e controle de possiveis agentes infectantes, resistentes a glicerina. A preocupacao
com a infeccdo ¢ procedente, pois Pigossi (1964 e 1967) ja citou que, embora fosse um
poderoso anti-séptico, a glicerina ndo atuou sobre microorganismos esporulados. Pesquisas de
Deijkers, et al. (1997) demonstraram que tenddes calcaneares comuns, coletados de cadaveres
humanos, sofreram contaminacdo exogena por bactérias resistentes aos antibioticos,
comumente utilizados na ringagem de enxertos e os de Coronado, et al. (1998) indicaram a
presenca do virus da leucemia felina, em ossos conservados em glicerina. Em nenhuma das
fases observadas, foi constatada reacdo inflamatéria com presenca de células
polimorfonucleares que caracterizasse infeccdo. Esses dados, associados ao tipo de
proliferacdo tecidual encontrado, predominantemente tecido conjuntivo reparador,
demonstraram que o implante, o procedimento cirurgico e¢ a evolucdo poOs-operatoria
ocorreram de forma asséptica e a reagao tecidual foi do tipo regeneradora.

Todos os coelhos recuperaram progressivamente a deambulagdo ap6s os dois dias de
PO e com sete dias de PO todos se locomoviam sem claudicagdo. Apesar de Lindholm
(1959), Turco e Spinella (1988), Costa Neto, et al. (1999) e Raiser (2000), indicarem
imobilizacdo do membro em outras espécies, nesse experimento nao se verificou tal
necessidade, o que pode ser explicado pela forma de deambulagao e exigéncia do membro
nessa espécie.

Aos sete dias de PO um animal apresentou sensibilidade dolorosa e claudicacdo no
MPD e um animal no MPE. Ja aos 15 dias de PO nenhum animal apresentou mais
sensibilidade dolorosa, tdo pouca claudicagdo em nenhum dos membros. Os animais foram
avaliados também, nestes mesmos intervalos de tempo, quanto a presenca de edema,
cicatrizagdo da ferida, deiscéncia dos pontos e contamina¢do. Na primeira semana apenas um
animal apresentou edema no MPE, dois apresentavam deiscéncia de parte da sutura de pele no
MPE, mas apenas um apresentava alguma contaminacdo ¢ todos estavam com a ferida
cirargica em processo de cicatrizacdo. Aos 15 dias de PO todos os animais estavam com a
ferida cirargica completamente cicatrizada, sendo possivel retirar o restante de suturas de pele
remanescentes, nenhum animal apresentava mais edema ou qualquer sinal de reacdo
inflamatoria exacerbada.

As avaliagdes macroscopicas para presenga de aderéncia peritendinea,

neovascularizagdo, fibrose e presenca do fio de sutura deram-se imediatamente apds a
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eutanasia nos tempos pré-determinados de PO (Figura 1). No GI, um animal apresentou
aderéncia no MPD, e trés no MPE, um animal apresentou neovascularizagdo no MPD e trés
no MPE, trés animais estavam com fibrose no MPD e dois no MPE, todos apresentavam os
fios de sutura na regido de contato entre enxerto e tendao.

No G2, dois animais apresentavam aderéncia no MPD e trés no MPE, em trés
animais notou-se neovascularizacdo no MPD e dois no MPE, em todos os animais constatou-
se fibrose em ambos os membros e apenas um animal ndo estava com os fios de sutura na area
enxertada.

Ja no G3 todos os animais apresentavam aderéncia e neovascularizagdo em ambos 0s
membros, fibrose e fio de sutura no MPE, dois animais apresentavam fibrose ¢ fio de sutura
no MPD. Quanto maior a aderéncia, mais dificil foi a dissecagdo das estruturas e o isolamento
do tenddo calcanear comum, o que ndo comprometeu a obtengdo do material.
Macroscopicamente pode-se notar proliferacdo de tecido cicatricial em todos os cotos
tendineos. Os cotos tendineos foram mensurados com paquimetro e as dimensdes médias dos

segmentos foram 4,8 mm e 5,12 mm nos MPE e MPD, respectivamente.
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Figura 1. Imagens fotograficas de tenddo calcanear comum de coelhos coletados, apds eutanasia, com
15 dias (A e B), 30 dias (C e D) e 60 dias de PO (E e F). Imagem A, C e E pertencem aos
MPE que receberam o enxerto de artéria carotida de cdo conservada em glicerinae B, D e F
MPD que receberam mesmo enxerto associado a células mononucleares autélogas. Notar em
A e B que o enxerto apresenta-se visivel e suturado aos cotos tendineos (setas pretas); em C
e D neovascularizagdo evidente ¢ menor reagdo inflamatdria (Seta Branca). Ja em E e F,
tenddes com 60 dias de PO, notar que em E (MPE) ocorreu fibrose mais intensa que em F,
onde o tecido neoformado apresenta-se com caracteristicas mais anatOomicas (seta
larga)Umuarama, 2010.

Os tenddes que receberam enxerto de artéria cardtida associada as CMAs, com 60
dias de PO (Figura 1F) mostraram-se resistentes o suficiente para que os animais
mantivessem perfeita deambulacao, este fato vem a concordar com Zhao, et al. (2009) que em
estudos ex vivo, utilizou células de medula 6ssea na cicatrizacdo de tenddao e constatou,
através de testes biomecanicos que estas células tem potencial reparador em tenddes
sugerindo testes in vivo.

Baltzer, et al. (2009), utilizando retalho de musculo semitendinoso em reparagao de
tenddo calcanear de caes ressaltam a importancia do suprimento sanguineo antecipado no
processo de reparacdo tendinea. Concordando com este ultimo, notou-se que o suprimento
sanguineo dos animais deste experimento ndo foi prejudicado, tratando-se de tendao, pois aos
30 dias, em ambos os membros, era bem claro, a neovascularizagdo abundante, porém no
MPD, de uma forma mais organizada que no MPE.

Os achados histolégicos, aos 15 dias (Figura 2) de evolugdo, mostram o processo
inicial de reparagdo caracterizado por inflamagdo, predominando células mononucleares e
neoformacao vascular rodeando os implantes ou entre esses € o tenddo receptor nas
anastomoses. Aos 30 dias (Figura 3), o processo inflamatorio ainda mostrava vasos invadindo
os implantes, seguidos por fibroblastos de conformagdo mais arredondada. Esses achados
caracterizam um processo em que o implante comeca a ser incorporado ao tecido fibroso
neoformado, o qual era exuberante ao redor do mesmo, corroborando com os achados de

Costa Neto, et al. (1999).
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Figura 2. Fotomicrografia de tenddo calcanear comum de coelhos do G1 com 15 dias de PO submetidos a
eutanasia. Em A imagem de MPE, o qual recebeu apenas o enxerto de artéria cardtida de cdo
conservada em glicerina, em B imagem do MPD, o qual recebeu igual enxerto associado as
células mononucleares autdlogas. Notar que em B observa-se uma maior neovascularizagdo e
inicio de organizagdo celular em feixes, enquanto que em A a organizagdo apresenta-se mais
difusa. Umuarama, 2010.

Figura 3. Fotomicrografias de tenddo calcanear de coelhos do G2 com 30 dias de PO submetidos a
eutanasia, em A MPE e em B MPD. Notar em B maior organizacdo celular. Umuarama, 2010.

A analise histologica revelou a presenga de estruturas semelhantes a tendao em
formacdo em todos os cotos tendineos submetidos ao implante de artéria carotida conservada
em glicerina, associado a CMAs (MPD), enquanto os cotos submetidos a implante sem a
associacdo de células tronco (MPE) ndo demonstraram tais estruturas. Esses tenddes em
formacao consistiam em fibroblastos e colageno evidente e delgado; Aos 60 dias (Figura 4),
embora os tenddes ja mostrassem feixes de fibras bem alinhadas e fibroblastos fusiformes

que, segundo Payne e Tomlinsom (1993), ¢ caracteristico do tenddo maduro, ainda se

verificou amostras com atividade celular e fibras desorganizadas.
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Figura 4. Fotomicrografia de tenddo calcanear comum de coelhos do G3 submetidos a eutanasia aos 60
dias de PO. A e B coloragio em HE e C ¢ D coloragdo em AZAN. Em B ocorreu maior
organizagdo de fibroblastos em relagdo a A e em D ocorreu maior sintese e organizagdo de fibras
colagenas em relagdo a C. Umuarama, 2010.

Os resultados obtidos nesse experimento estdo dentro do cronograma evolutivo, pois,
de acordo com Autefage (1999), que efetuou estudo sobre a reparagdo tendinea e de
ligamentos, em caes, a cicatrizagdo ndo se completa antes de um ano de evolugao.

Considera-se que o xenoimplante de artéria cardtida, conservada em glicerina a 98%
associado a CMAs, atende as qualidades requisitadas por Vamhidy, et al., (1990) de ser
facilmente armazenado e implantavel. Pode-se acrescentar, também, a vantagem de evitar

trauma incisional na drea doadora de medula 6ssea, que ¢ coletada através de puncao.

Tabela 1 — Médias de contagens de fibroblastos, macréfagos, polimorfonucleares e
neovascularizagdo dos cortes histoldgicos obtidos de enxerto de artéria cardtida de
cdo conservada em glicerina no tendao calcanear comum de coelhos no membro
pélvico esquerdo (MPE) e o mesmo enxerto associado a células mononucleares
autdlogas da medula 6ssea no membro pélvico direito (MPD). De acordo com os
tempos de PO: G1- 15 dias, G2- 30 dias e G3- 60 dias. Umuarama, 2010.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Variavel Média DP Média DP Média DP
Fibroblasto MPD 3123,80a 197,94 3345,00a 175,85 3401,80a 176,00
MPE 2127,40b 91,41 2245,00b 84,10 2231,60b 65,92
Diferenca 996,40A 166,13 1100,00A 187,33 1170,20A 228,41

Macrofago MPD 44.80a 4,49 41,00a 8,46 43,00a 8,86

MPE 45,20a 4,76 39,60a 9,29 35,40a 5,90

Diferenca  -0,40A 7,50 1,40A 10,35 7,60A 4,82

Polimorfos MPD 26,80a 4,60 27,60a 5,03 31,20a 4,87

MPE 17,20b 3,03 24,80a 4,97 28,80a 7,56

Diferenca 9,60A 4,39 2,80A 7,35 2,40A 6,82

Neovascularizagao MPD 41,20a 10,52 51,80a 10,23 51,80a 4,60

MPE 22,60b 5,85 35,00b 7,14 42,802 9,26

Diferenca  18,60A 5,50 16,80A 3,56 9,00A 9,87
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Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna por variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
Wilcoxon para o nivel de significancia de 0,05.

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha por variavel, ndo diferem entre si pelo teste de
kruskal wallis para o nivel de significancia de 0,05.

A contagem e quantificacdo dos fibroblastos demonstrou, diferencas significativas
entre os enxertos nos membros direito e esquerdo em cada um dos grupos estudados (p<0,05),
sendo que o MPD de todos os animais, em todos os periodos, apresentaram maior quantidade
de fibroblastos (Tabelal). As células mononucleares autdlogas administradas intra-enxerto
aumentaram a quantidade de fibroblastos e aceleraram a sintese de coldgeno no tendao
tenectomizado corroborando os achados de Young, et al. (1998) e Awad, et al. (1999) .

A contagem histologica de macréfagos, ndo se verificou diferencas significativas
entre os enxertos no MPD e MPE em nenhum dos grupos (Tabela 1). Sendo os macrégafos
células fagociticas, pode-se atribuir a isto que nao houve fagocitose do enxerto e sim
incorpora¢do do mesmo ao tecido neoformado.

A contagem e andlise estatistica de células polimofonucleares demonstrou que sé
houve diferenca significativa entre MPD e MPE no G1, sendo que no MPD houve maior
proliferagdo de polimorfonucleares. E possivel que o trans-operatério, neste grupo, ndo tenha
sido totalmente adequado. Porém, aos 15 dias de PO ¢ a fase mais intensa do processo
inflamatério, e com a administracdo de uma colonia de células indiferenciadas no local, parte
destas se diferenciaram em polimorfonucleares, justificando esta diferenca. O processo
inflamatorio neste experimento foi menos intenso que nos trabalhos de Young, et al. (1998)
em fun¢do de o enxerto ser bioldgico, enquanto que estes utilizaram enxerto sintético.

A neovascularizagdo apresentou diferencas significativas na sua contagem entre
MPD e MPE nos grupos 1 e 2, no grupo 3 ndo verificou-se diferencas, pois até os 30 dias (G1
e G2) estava ocorrendo a fase inflamatoria e proliferativa e ja aos 60 dias de PO (G3) o tendao
ja se encontrava em fase reparadora (Tabelal). Tal fato provavelmente deveu-se a
administracdo intra-enxerto de CMAs. As células estimularam o processo de vascularizacao
no interior do enxerto assim como acelerou a formag¢ao de tecido tendineo neoformado. Souza
(2009) encontrou resultado similar utilizando CMAs em enxerto osteocondral alégeno em

reparo de sulco troclear de coelhos.

CONCLUSAO
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Na vigéncia dos resultados obtidos no presente experimento, € pertinente concluir
que a utilizagdo de CMAs da medula 6ssea como adjuvante no reparo de tendao calcanear
comum em coelhos associadas a xenoimplantes de artéria cardtida de cades preservada em
glicerina a 98%, se prestou satisfatoriamente, tanto para suporte as células mononucleares,
como para direcionamento do tecido tendineo neoformado. Prestando-se assim ao uso na

reparacao funcional e morfologica de tenddes na espécie estudada.
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UNIVERSIDADE PARANAENSE
DIRETORIA EXECUTIVA DE GESTAO DA PESQUISA E DA POS-GRADUAGAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL
CURSO DE MESTRADO

DISSERTACAO

Normas para elaboracao e apresentacao
Colegiado de Curso
Umuarama - PR
2008
1INTRODUCAO

A dissertacao representa o trabalho final para a conclusdo do curso de
mestrado. Ela encerra o planejamento, a execug¢do e as conclusdes de um trabalho
cientifico desenvolvido ao longo do processo de formagédo do pesquisador. Como
coroamento do esforco despendido durante esse periodo, € necessario que ela
contemple um trabalho de alto nivel, retratando da forma mais fiel possivel ndo s6
sua efetiva contribuicdo para a sociedade, como também o aprendizado de como
pesquisar. Considera-se dissertacdo de mestrado o trabalho orientado que
demonstre capacidade de sistematizacao da literatura existente sobre o tema tratado
e capacidade de utilizacdo dos métodos e técnicas de investigacado cientifica,
trazendo contribuicdo para a Ciéncia Animal. As dissertacdes do Curso de Mestrado
do Programa de Pdés- Graduagdao em Ciéncia Animal da UNIPAR deverdao ser
apresentadas na forma de pelo menos um artigo cientifico original, relativo ao
projeto de pesquisa desenvolvido pelo académico, podendo haver outros artigos
cientificos, seja na forma de artigos originais, short communications e artigos de
revisdo de literatura, desde que também relacionados ao projeto de pesquisa
desenvolvido pelo académico. Entretanto, ndo serdo aceitos resumos de
congressos, nacionais ou internacionais, resenhas, notas técnicas, editoriais ou
relatos de caso, mesmo que publicados em revistas indexadas. Os artigos ja
publicados devem ter no maximo um ano de publicagédo, no momento de entrega da
dissertagéo para defesa, e integrarem a mesma linha de pesquisa.

Para a defesa da dissertagdo devera ser comprovado que pelo menos um
dos artigos cientificos foi publicado, aceito ou submetido a um periddico cientifico
classificado como Qualis A ou B (Nacional ou Internacional) na é&rea de
Conhecimento de Medicina Veterinaria no ano da defesa.

2 Os artigos cientificos deverao ter como primeiro autor o aluno de mestrado
e como co-autores o orientador e outros colaboradores que efetivamente tenham
participado do estudo. A dissertagdo devera ser encaminhada com carta do
orientador apresentando anuéncia a sua apresentacao para defesa.

ESTRUTURA DA DISSERTAGAO

A estrutura do documento deve compreender trés partes, assim

constituidas:

1. Pré-texto — capa, folha de rosto, folha de homologacdo, dedicatoria
(opcional), agradecimentos (opcional), epigrafe (opcional), resumo, abstract,
sumario.

2. Texto — artigo(s) cientifico(s).
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3. Poés-texto — coépia das instrucbes para autores e comprovacdo da
indexacdo dos periddicos; copia do certificado de aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo Experimentacdo Animal e da carta de aceite ou submissao do
artigo. Os itens constituintes do pré- e pds-textos devem seguir as recomendagdes
do Manual de Normas e Padrbes para Elaboracdo de Documentos Cientificos da
Unipari. Na parte referente ao Texto, serdo apresentados os artigos, cada um
constituindo um capitulo, os quais deverédo conter, obrigatoriamente, titulo, resumo,
abstract, palavras-chave, key words, introdugcédo, material e métodos, resultados e

discussdo (apresentados juntos ou em separado), conclusdes, 1+ GEMELI, I;
WESCHENFELDER, S. Manual de Normas e Padroes para Elaboragao de Documentos
Cientificos da Unipar. Umuarama, 2005.

3 seguindo rigorosamente as normas de publicacdo determinadas pelos
periodicos selecionados em todos os seus aspectos (dimensao, citagdes, referéncias
bibliograficas e formatagao). Quando os artigos cientificos estiverem redigidos em
lingua diferente da lingua portuguesa deverado estar acompanhados de uma cdpia
em lingua portuguesa.

ROTINAS DE ENCAMINHAMENTO

Uma vez concluida a Dissertacao, revisada e aprovada pelo orientador, o
mesmo encaminhara para homologagao pelo Colegiado de Curso, juntamente com a
sugestao de composicao de Banca Examinadora, data e horario da defesa. A
formacéo da Banca Examinadora, assim como os prazos de encaminhamento
devem seguir o determinado pelo Regulamento do Curso de Mestrado em Ciéncia
Animal da UNIPAR, e pelo Regulamento da Pésgraduacgao Stricto Sensu.

Submissao
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