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RESUMO

Os tratamentos convencionais para as tendinopatias sado pouco eficazes e as
intervencdes clinicas atuais ndo proporcionam melhora adequada, deixando este
tecido suscetivel a novas les6es. Recentemente, o uso de terapias mediadas por
células tem-se mostrado eficaz para o tratamento de lesdes em tecidos conectivos
como os tenddes. Nosso objetivo é avaliar se o tratamento local com meio
condicionado em culturas de tendécitos € capaz de promover melhoras teciduais e
funcionais no tendéo calcaneo de camundongos tenotomizados. As células do tendéo
calcaneo de camundongos Swiss foram cultivadas para condicionamento celular do
meio de cultivo que posteriorirmente sera aplicado como tratamento. Os animais foram
submetidos a tenotomia do tendéao direito e tratados com solucéo salina (SAL), DMEM
sem soro (DMEM) e DMEM condicionado em cultura primaria de tenécitos (MC) e
comparadas ao grupo controle (CTRL). A funcionalidade tendinea foi mensurada
através do indice Funcional de Aquiles (IFA) e a sensibilidade mecéanica através do
limiar de retirada de pata (PWT) pelo teste de Von Frey. Todas as analises foram
realizadas em 7, 14 e 21 dias pés lesao (dpl). Para andlise histoldgica, os tecidos
foram corados com HE. Estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida do
poés teste de Tukey, p<0,01. O grupo MC apresentou melhora funcional em 7° e 14°dpl
(-40,4+12,6; -36,6+10,4) se comparado aos grupos DMEM (-76,5£11,7; -71,6%7,9,
p<0,01) e SAL (-88,8+15; -71,4+12,6 p<0,01). O grupo MC apresentou melhora no
limiar de retirada da pata em 7°e 14°dpl (2,24+1,15; 2,66+1,06) se comparado aos
grupos DMEM (0,15+0,07; 0,45%0,76 p<0,01) e SAL (0,13+1,15; 0,77+0,95 p<0,01).
Na analise histoldgica o grupo MC apresentou uma melhor organizacao tecidual com
células apresentando um formato mais semelhante ao controle, enquanto 0s grupos
SAL e DMEM se diferem bastante deste. Concluimos que o tratamento com o0 meio
condicionado em cultura priméaria de tendcitos acelera a recuperacédo do tendao de
camundongos, promovendo melhora na sensibilidade mecéanica, na funcionalidade e

na organizacao tecidual no modelo de lesao proposto.

Palavras-chave: Terapia celular, tendinopatia, tendécitos.



ABSTRACT

Conventional treatments for tendinopathies are ineffective and most clinical
interventions do not provide adequate recovery leaving this tissues more likely to suffer
reinjures. Recently, cell based therapies has been shown to be effective for the
treatment in connective tissue injuries, such as tendons. Our aim is to evaluate if local
treatment with tenocytes conditioned medium promoves tissue and functional
improvements in the calcaneal tendon of tenotomized mice. The calcaneal tendon cells
of Swiss mice were cultured for conditioning culture medium that will be used as a
treatment. The animals were subjected to right calcaneal tenotomy and treated with
saline solution (SAL), DMEM without serum (DMEM) and DMEM conditioned in
primary tenocyte culture (MC) and compared to the control group (CTRL). Tendon
functionality was measured using the Achilles Functional Index (AFI) and mechanical
sensitivity through the paw withdrawal threshold (PWT) using the Von Frey test. All
analyzes were performed at 7, 14 and 21 days post-injury (dpi). For histological
analysis, tissues were stained with HE. Statistics were performed by ANOVA-2
followed by Tukey's post test, p<0.01. The MC group showed functional improvement
at 7° and 14°dpi (-40.4+£12.6; -36.6+£10.4) compared to the DMEM groups (-76.5£11.7,;
-71, 6£7.9, p<0.01) and SAL (-88.8+15; -71.4+12.6 p<0.01). The MC group showed
improvement in the paw withdrawal threshold at 7° and 14°dpl (2.24+1.15; 2.66+1.06)
compared to the DMEM groups (0.15+0.07; 0 .45+0.76 p<0.01) SAL (0.13+1.15;
0.77%0.95 p<0.01). In the histological analysis, the MC group showed better tissue
organization with cells presenting a format more similar to the control group, while the
SAL and DMEM groups were more different from this one. We conclude that treatment
with tenocytes conditioned medium accelerates tendon recovery, promoving
improvement in mechanical sensitivity, functionality and tissue organization in the

proposed injury model.

Keywords: Cell therapy, tendinopathy, tenocytes.
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1. CONSIDERACOES GERAIS

Os tendbes séo tecidos que compdem o sistema musculoesquelético e
fornecem estabilidade a articulagdo durante a realizacdo de diferentes movimentos,
conectando e facilitando a transferéncia de carga entre o masculo e osso (KANNUS,
2000). As lesbes tendineas, conhecidas como tendinopatias, sdo disturbios
musculoesqueléticos comuns que afetam um amplo espectro da sociedade (LIPMAN
et al., 2018; RILEY, 2004).

A complexidade estrutural do tecido tendineo, peculiaridades teciduais e a falta
de compreensdo do mecanismo exato que ocasiona as lesdes desse tecido tém sido
grandes obstaculos para o desenvolvimento de métodos e terapias eficazes na
reabilitacdo destas lesbes (LIPMAN et al., 2018). As diferentes complexidades do
quadro clinico e multiplos fatores que podem desencadear as lesbes também sdo
apontados como possiveis obstaculos para o processo de tratamento dessas doencas
(LINDERMAN et al., 2016; RILEY, 2008). Por isso, pesquisas direcionadas ao estudo
das tendinopatias tem sido desenvolvidas dentro da area das terapias regenerativas
(NIXON; WATTS; SCHNABEL, 2012a; PAREDES; ANDARAWIS-PURI, 2016).

Nesse sentido, diversas abordagens terapéuticas vém sendo testadas. No
entanto, os resultados de tais interveng¢des ainda n&do sao suficientes para possibilitar
uma recuperacao satisfatoria. Visto que, a persisténcia do quadro algico e ocorréncias
de novas lesdes teciduais sdo muito prevalentes, assim como o surgimento de outras
lesGes degenerativas em tecidos circundantes decorrentes de sobrecargas por
compensacgdes (COOK; KHAN; PURDAM, 2002; RILEY, 2004). Deste modo, torna-se
evidente a necessidade de mais estratégias direcionadas para esse campo de

pesquisa.

Muitos estudos se direcionam para compreensao das alteracdes estruturais,
funcionais e dos fatores que modulam a manutencéo das injarias tendineas (REES;
MAFFULLI; COOK, 2009; RILEY, 2008). Entretanto, acreditamos que estes também
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devem se voltar para a busca de estratégias terapéuticas a fim de beneficiar os

individuos lesionados e promover uma recuperacao mais rapida e eficaz.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TENDINOPATIAS

As tendinopatias sédo definidas como lesGes que afetam os tenddes e que
possuem como principal caracteristica a dor e degeneracdo tecidual (REES;
MAFFULLI; COOK, 2009). Os diagndsticos variam do menos grave - representado por
quadro inflamatdrio e ruptura parcial ocorrida mais frequentemente - até o mais grave,
cuja ruptura total é observada e ganha maiores proporcdes ao apresentar limitacdes
no movimento nos individuos acometidos (XU; MURRELL, 2008a) A lesdo é
associada a tecidos que estdo expostos a altas cargas mecéanicas. Por isso, 0s
tenddes mais acometidos por essas lesdes sao: tibial posterior, cabeca longa do
biceps braquial, patelar, manguito rotador e tendao calcaneo (ou de Aquiles) (COOK;
KHAN; PURDAM, 2002).

Apesar de nado existirem dados consistentes acerca da prevaléncia dessas
lesBes na populacdo em geral, alguns levantamentos epidemiolégicos direcionados a
compreensao da incidéncia de lesdes entre atletas demonstram que essas lesdes séo
comuns em individuos que realizam diferentes modalidades esportivas de forma
profissional ou recreativa (CLARK et al., 2020; MAFFULLI; WONG; ALMEKINDERS,
2003).

Um estudo realizado no Reino Unido evidenciou que a ruptura do tendao
calcaneo tem incidéncia de 11,3 casos por 100.000 pessoas por ano (CLAYTON &
COURT-BROWN, 2002). Em um estudo epidemioldgico, foram verificadas altas taxas
de lesdes principalmente em atletas, de modo que 68% apresentavam tendinopatia
do tend&o calcaneo, enquanto 3% relataram a ruptura completa. Atualmente, estima-
se que as tendinopatias possuam incidéncia de 30 a 50% entre todas as les6es no
esporte (DE JONGE et al., 2011; MAFFULLI; WONG; ALMEKINDERS, 2003; SCOTT

et al., 2013).
16



As tendinopatias podem ser induzidas por um processo inflamatério, gerando
alteragcbes que podem se manifestar de forma aguda ou cronica (EGGER,;
BERKOWITZ, 2017). Essas lesdes estdo mais associadas a individuos que séo
expostos a altas cargas mecanicas e ao usO excessivo dessa estrutura, que o
predispbe a microrrupturas tornando esse tecido susceptivel a lesbes. Uma
consequéncia comum da tendinopatia do tend&o de Aquiles,é a ruptura deste tecido
gue pode ocorrer de forma parcial ou total (RILEY et al., 2002; KNAPIK, POPE, 2020).

A etiologia da doenca ainda ndo esta totalmente caracterizada e muitos
agentes atribuidos a injuria ainda séo classificados apenas como hip6teses. Os
principais fatores associados a lesédo sdo comumente dividos entre fatores intrinsecos
ou extrinsecos, porém, a interacado entre esses dois fatores é comumente observada
no surgimento da doenca. Fatores extrinsecos como idade, obesidade, uso excessivo
e sobrecarga do tenddo podem acabar induzindo inflamacdo e alteragbes
degenerativas que eventualmente podem ocasionar o quadro (KANNUS, 2000; REES;
MAFFULLI; COOK, 2009).

As causas intrinsecas envolvidas no processo de degeneragdo da matriz
ainda vém sendo teorizadas sob diversas hipoteses, como hip6xia, dano isquémico,
estresse oxidativo, predisposicdo genética, hipertermia, ativacdo de mediadores
inflamatorios entre outros. Considerando que a interacdo entre mdultiplos fatores é
mais comum no desenvolvimento do quadro clinico se faz necessario uma

investigacdo mais cuidadosa e compreensédo da progressao da injaria para criacdo de

estratégias terapéuticas mais eficazes (KANNUS, 2000; PUFE ET AL., 2005;
SHARMA; MAFFULLI, 2006).
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Além de possuir uma etiologia complexa e pouco elucidada, e recuperacao
pos lesdo torna-se mais complicada devida algumas peculiaridades do tecido
tendineo(REES; WILSON; WOLMAN, 2006). Devido sua baixa vascularizagéo,
oxigenagao e nutricdo seu processo de reparo torna-se lento e frequentemente
acompanhado de intenso quadro algico. Frente a lesdo, o tenddo cuja matriz é
composta majoritariamente por feixes de fibras de colageno que se organizam de
forma paralela, torna-se desorganizado, com uma perda dréstica do colageno tipo | e
aumento da quantidade de vasos e inervacgéo local (Figura 01). Para uma melhor
compreensao das demais mudancas decorrentes da lesdo ao tecido tendineo, é
necessario primeiramente explanar as caracteristicas do tecido sadio (DORAL et al.,
2010; EGGER; BERKOWITZ, 2017; XU; MURRELL, 2008a, 2008b).

Tendinopatia

Fibrilas de coldgeno
dotipolelll
desorganizadas.

Figura 01 — Representacdo esquematica das diferencas histologicas e estruturais observadas no
tecido tendineo entre o tendao saudavel e o tenddo lesionado. Fonte: Adaptado, acesso em:

www.msdlatinamerica.com
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2.2 HISTOLOGIA E FISIOLOGIA DOS TENDOES SADIOS

O tend&o é tecido conjuntivo composto essencialmente por fibras de colageno
e € a estrutura anatdbmica e funcional que liga a superficie 6ssea - o0 peridsteo - ao
masculo, na sua fascia. Apresentam uma textura fibroelastica e composicao
predominante de colageno, tendcitos - fibroblastos especializados do tendao,
proteoglicanos e glicoproteinas (DORAL et al.,, 2010; KANNUS, 2000; SHARMA;
MAFFULLI, 2006).

O colageno que compde a matriz do tendéo corresponde a 65 a 80% da massa
do peso seco do tecido, dos quais, 95% é de colageno tipo |, caracteristico por atribuir
resisténcia e elasticidade aos tecidos que compde, e 0s 5% restante de colageno do
tipo Ill, IV e V. A matriz extracelular também inclui a proteina elastina, estimada entre
2 a 5% e que confere grande capacidade elastica e de deformacéo ao tecido (DEL
BUONO; CHAN; MAFFULLI, 2013; SHARMA; MAFFULLI, 2006).

Os feixes de fibras que compdem o tendao resultam da unido de fibrilas de
colageno individuais que se organizam de forma hierarquica. As fibras de colageno
séo arranjadas em fasciculos que serdo envoltos pelo endotenddo, uma fina rede de
tecido conectivo localizada mais internamente. Mais externamente, estes serdo
envoltos pelo epitenddo - uma camada fina de tecido conjuntivo que contém o
suprimento vascular, linfatico e neural do tecido. A unidade de tend&o € rodeada pelo
tecido conjuntivo chamado paratenddo o qual possui uma camada interna de liquido
sinovial que protege o tecido evita a friccdo contra tecidos circundantes (COOK;
KHAN; PURDAM, 2002; O’BRIEN, 2005).
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Paratendao

Fibrila Fibra
de colageno de colageno

Endotendao

Epitendao

Figura 02 —. llustragéo representativa entre as fibras de colageno, fasciculos, unidades do tend&o
e tecidos circundante que compdem a estrutura e organiza¢éo do tecido tendineo. Fonte: Khan,
1999. Adaptado.

O componente celular é formado por tendécitos e tenoblastos em até 95%
dos seus elementos. Os tenoblastos sdo células imaturas que possuem diferentes
formas e tamanhos, alguns sédo alongados, outros arredondados ou poligonais. Com
0 amadurecimento dessas células, todas tornam-se semelhantes apresentando forma
de fuso e, a partir de entdo, sdo denominadas tendécitos. Essas células estdo dispostas
entre as fibras de colageno em pouca quantidade em cadeias longas e paralelas. Os
tendcitos possuem como principal funcéo a sintese da matriz coladgena que compde o
tecido tendineo (DEL BUONO; CHAN; MAFFULLI, 2013; LUI, 2013).

A regulacao das atividades celulares é feita pelos proteoglicanos (PGs), que
representam cerca de 1% da composi¢cdo do tecido. Além dos PGs a matriz ndo
colagena também é composta por outras moléculas de glicoproteinas, como proteina
de matriz oligomérica da cartilagem (COMP), lubricina e a tenascina-C. Embora estas

proteinas ndo colagenosas sejam conhecidas por estarem presentes no tendao, ha
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relativamente pouco conhecimento da localizacédo precisa ou a funcdo de proteinas
especificas no interior da matriz extracelular de tendéo (SMITH et al, 1997; KINSELLA
et al, 2004; YOON; HALPER, 2005; SCHAEFER; 10ZZ0O, 2008; SAMIRIC, 2009;
THORPE, 2013).

O tendéo € pouco vascularizado, sua vascularizacdo se da por dois meios
principais: o sistema muscular intrinseco da jungdo musculo-tendinea e um sistema
vascular extrinseco no paratenddo. Na juncdo musculo tendinea, vasos sanguineos
provenientes do perimisio dos ventres musculares adentram o tenddo para suprir 0
tecido. De maneira geral, a vascularizacao do tecido tendineo ndo é homogénea e
tenddes de maiores proporcdes possuem seu terco médio menos suprido. Essa area
de vascularizacdo diminuida coincide com as principais areas de lesao, uma vez que
a auséncia de um suprimento sanguineo adequado pode propiciar o desenvolvimento
de alteracdes degenerativas (ANDERSSON et al., 2011; DE JONGE et al., 2011;
KANNUS, 2000; PUFE et al., 2005).

A inervacédo tendinea se d& por ramos nervosos provenientes dos tecidos
cutdneo e muscular que adentram o tecido tendineo. As terminacdes nervosas
mielinizadas atuam como mecanorreceptores, especializados em detectar mudancas
na pressao ou tensdo. Ja as fibras ndo mielinizadas agem como nociceptores que
detectam e transmitem informacéo de dor. Deste modo, ja é evidenciado que frente a
lesdo o apresenta-se com uma maior quantidade de nervos e este aumento esta
associado a dor caracteristica da injuria (FREDBERG; STENGAARD-PEDERSEN,
2008; LIAN et al., 2006).

Com excecdo de alguns grupos musculares especificos, toda a tensao
produzida nos musculos é transmitida pelos tenddes até os ossos com a finalidade de
gerar o movimento articular. Além disso, este possui a capacidade de absorver
grandes choques e proteger musculos de possiveis estiramentos. Para isso, o tendao
é dotado de uma grande resisténcia a cargas mecéanicas e grande funcéo
proprioceptiva, possuem terminais nervosos como os corpusculos de Ruffini (tipo 1),

corpusculos de Vater-Pacini (tipo 1), 6rgao tendinoso de Golgi (tipo 1ll) e terminagdes
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nervosas livres (tipo 1V). Dessa forma, o tenddo é sensivel a pressao, tensao,
aceleracdo e desaceleracdo e dor (ABATE et al., 2009) funcbes que garantem a
funcionalidade biomecéanica do tenddo sem gerar impactos nocivos a sua estrutura.
(BIRCH, 2007a; DORAL et al., 2010; SILBERNAGEL et al., 2006; THORPE et al.,
2013)

Quando submetido a altas cargas, juntamente com outros fatores, o tendéo
fica passivel a ocorréncias de lesées (SHARMA; MAFFULLI, 2006). Por isso, 0s mais
acometidos sdo aqueles expostos a grandes sobrecargas mecanicas, sendo as lesées
no tendédo calcaneo as de maior incidéncia e foco de nossa proposta. O processo de
reparo apoés a lesdo implica em alteracdes bioquimicas, histolégicas e funcionais que
demandam semanas e sao fundamentais para a recuperagao desse tecido (RILEY,
2008).

2.3 FISIOPATOLOGIA DA LESAO TENDINEA

Frente a lesédo tendinea, visualmente, o tendao lesionado apresenta-se em
aspecto opaco e acinzentado. O processo de reparo inicia logo apds a ocorréncia da
lesdo, na presenca de varios mediadores que chegam ao local para atuar
especificamente na reconstituicdo do tecido, como enzimas, metaloproteinases
(MMPs), neurotransmissores, neuropeptidios, fatores de crescimentos entre outros
(ABATE et al, 2009; ANDERSSON et al, 2011; FARCIC, 2011; MORAES et al, 2013;
RILEY, 2008).

Inicialmente, as principais mudancas ocorridas ao tecido refletem-se no dano
das fibras coldgenas, que se tornam desorganizadas e com mudangas em seu
diametro e orientacdo. Microscopicamente, € possivel delinear trés fases histologicas
distintas. Entretanto, nos periodos de transicdo algumas caracteristicas podem se
sobrepor (COOK; KHAN; PURDAM, 2002).

Na fase inicial, denominada fase inflamatéria (0 a 2 semanas), mondcitos e

macrofagos se introduzem no local da lesdo. Logo apds o trauma, inicia-se uma
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resposta vascular intensa, primeiramente com uma vasoconstriccdo por acdo da
contracdo do endotélio seguida de vasodilatacdo que promove a chegada de células
inflamatoérias para o local. Com isso, ocorre alteracdo da permeabilidade vascular
formando o edema - caracteristico da inflamacg&o aguda (FREDBERG; STENGAARD-
PEDERSEN, 2008; XU; MURRELL, 2008a).

Os macréfagos que se introduzem na leséo iniciam a atividade fagocitica e a
expressdo de agentes pro- inflamatorias como Interleucina 1b (IL-1B), o Fator de
Necrose tumoral (TNF- a) e outras citocinas que destroem a matriz extracelular. Com
0 aumento da permeabilidade vascular ocorrem a liberacdo de fatores vasoativos e
quimiotaticos. Além disso, observa-se grande perda de tecido conectivo que se reflete
especialmente na desorganizacdo da matriz colagena (FREDBERG; STENGAARD-
PEDERSEN, 2008; RILEY, 2008; XU; MURRELL, 2008b).

Alguns eventos da fase inflamatéria se sobrepdem aos eventos da fase
proliferativa (2 a 4 semanas) caracterizada principalmente pela migracéo de tendécitos
e mais células inflamatérias ao local da lesdo para entdo iniciar a sintese de colageno
e reposicao da matriz degradada. Além disso, ocorre angiogénese e as concentracées
de glicosaminoglicanos e conteldo de &gua nesse estagio permanecem elevados
(SHARMA; MAFFULLLI, 2006; BRING, 2007; RILEY, 2008).

Apés a injaria, especialmente na fase proliferativa, a vasculariza¢do local
sofre mudancas pela expressao do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF),
cuja presenca fisioldgica é pouco evidente. O VEGF é expresso na tentativa de
promover a angiogénese com a finalidade de reparo, tornando o tecido
hipervascularizado. Paralelamente a vascularizagdo, surgem ramos nervosos que
penetram as fibras de colageno. Com isso, ocorre a expressao de neuropeptideos
sensoriais, como Substancia P e Glutamato - ambos relacionados a dor crbnica
presente na injuria, sugerindo que estes tém um papel importante na regulagdo do
reparo e homeostase do tecido tendineo (DAKIN; DUDHIA; SMITH, 2014; LIN et al.,
2001; SCHIZAS et al., 2010).
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A fase de remodelamento (4 a 10 semanas) € iniciada com o objetivo de
redimensionar e remodelar o tecido em cicatrizacdo. Nesse estagio,
glicosaminoglicanos séo sintetizados, ocorre um decréscimo de células e estas
apresentam uma forma mais alongada entre os feixes de colageno, que por sua vez,
encontram-se mais organizadas. Uma boa forca tensiva pode ser reestabelecida em
um periodo de quatro meses a um ano, variando de acordo com o tenddo acometido
e gravidade da lesdo, porém, acredita-se que a funcdo biomecéanica e a morfologia
dificilmente atingirdo a capacidade e estrutura de um tendao normal (COOK; KHAN;
PURDAM, 2002; DAKIN ET AL., 2018; DEAN ET AL., 2016).

Com as alteragbes ocorridas em sua matriz celular no periodo de leséo,
algumas alteragbes biomecéanicas ocorrem no tendao limitando, principalmente, a
funcionalidade dos individuos acometidos e manifestando-se especialmente com dor
e rigidez (LIPMAN et al., 2018a). Apds o quadro de ruptura tendinea a matriz coladgena
torna-se especialmente comprometida, a organizacéo inadequada das fibras faz com
gue o tecido seja menos resistente a forgcas de tracdo e maiores estiramentos. Esse
atributo € bem caracterizado em diversos experimentos biomecéanicos que sugerem
gue o alinhamento adequado das fibras colagenas apos a lesao tendinea é essencial
para que a funcao seja reestabelecida (BIRCH, 2007b; DORAL et al., 2010; EGGER;
BERKOWITZ, 2017; FRANCHI et al., 2007).

Nesse sentido, pesquisas visando caracterizar as alteragcdes funcionais
ocasionadas pelas injurias sdo fundamentais para compreensdo do desenvolvimento
e prognostico da doenca. O estudo da tendinopatia em modelos experimentais tem
sido amplamente utilizado para este objetivo, uma vez que, analise de biopsias
humanas além de possuirem um alto custo séo tradicionalmente provenientes de
intervengdes cirdargicas de individuos com longo periodo de evolugdo. O uso de
modelo murino tem representado um modelo eficaz por mostrar compatibilidades
bioquimica, histolégica e funcional com o tenddo humano. A figura 04 ilustra a
estrutura do tendéo calcaneo de camundongo demostrando a semelhancga anatémica
com o tendao calcaneo de humanos (CANTY; KADLER, [S.D.]; DEL BUONO; CHAN;
MAFFULLI, 2013; EGGER; BERKOWITZ, 2017).
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Figura 03 - llustragdo representativa das fases de reparo da lesédo tendinea. Fase inflamatoria,
proliferativa e de remodalemento. Indicacdo do periodo que ocorre cada fase e algumas
caracteristicas histologicas encontradas em cada periodo. llustragao elaborado pelo préprio autor

em Biorender.com

O tempo constituinte das fases de reparo pode variar de acordo com o0
individuo acometido pela lesao (BOSWORTH, 2004). Em humanos, o periodo que
abrange todo processo cicatricial pode variar entre meses e anos. Entretanto, nos
modelos animais em que essas lesdes sao frequentemente estudadas o tempo de
reparo apresenta-se mais curto (LUl et al.,, 2011). No modelo murino, a fase
inflamatoria e inicial apresenta-se em um periodo de 0-7 dias. A fase proliferativa pode
se interpor a alguns eventos da fase inflamatodria e durar de 14-20 dias apos a leséo.
Enquanto a fase de remodelamento se da, em média, 21 dias apés a lesdo (LAKE;
ANSORGE; SOSLOWSKY, 2008). Ainda que existam diferengcas na progresséo
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temporal entre humanos e modelos animais, os aspectos de cada fase de reparo
permanecem semelhantes (WARDEN, 2007).

Gastrocnémio Gastrocnémio

Tendao Calcaneo

Tendao Calcaneo ‘|

I\
\‘\\_!\
Calcaneo "V

Figura 04 — Comparativo da estrutura anatdémica entre tenddo calcadneo humano e de modelo

Calcaneo

murino. Semelhanca entre estrutura anatébmica e funcional das estruturas do complexo

musculotendineo. Fonte: Adaptado, acesso em www.cram.com.

Diante das alteracdes ocorridas na matriz colagena decorrentes da injaria,
ocorrem transtornos e limitagdes biomecéanicas que podem ser elucidados pelo
declinio das propriedades funcionais do tecido (EGGER; BERKOWITZ, 2017;
PADANILAM, 2009). Estudos demonstram que as alteracdes estruturais decorrentes
a lesdo prejudicam as propriedades e funcionalidade tendinea quando equiparadas a
tenddes nao lesionados (SEREYSKY; FLATOW; ANDARAWIS-PURI, 2013). As
pesquisas apontam por exemplo, que apés uma lesédo no tendao calcaneo a marcha
apresentava uma nitida alteracéo indicada pela diferenca de pegada, tornando-se
consideravelmente mais longa e estreita no membro afetado (Figura 05). Elucidando
como as lesbes ao tecido podem ocasionar alteragbes funcionais significativas

(MURRELL et al., 1992)
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Para além das alteracbes biomecanicas, a funcionalidade também pode
encontrar-se comprometida devido a sintomatologia do quadro. A dor € o principal
sintoma, estando presente independente da gravidade da lesdo (ALFREDSON;
LORENTZON, 2002). Estudos apontam que mesmo passado o tempo correspondente
a recuperacdo total do tecido, o quadro algico caracteristico da lesdo pode
permanecer manifestando-se de forma crbnica durante meses ou até
anos(ALFREDSON; LORENTZON, 2002; FRANKLIN et al., 2014; FREDBERG;
STENGAARD-PEDERSEN, 2008).

As pesquisas sustentam a afirmativa de que o tenddo uma vez lesionado,
sofre alteragcbes em sua estrutura que o deixam mais suscetiveis a novas lesdes,
mesmo apos a aplicacdo dos tratamentos (ALONSO, 2021; GONCALVES et al.,
2013). Por isso, estudos direcionados para elaboracéo e investigacdo de tratamentos
mais eficazes tornam-se cada vez mais abundantes e necessarios na criacdo de

estratégias mais efetivas aos métodos comumente utilizados.
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Figura 05 — Diferenca na pegada durante a marcha livre de animais sadios e com lesdo tendinea
em fase inicial. A; Padréo da pegada durante a marcha de um animal néo lesionado. B: Padréo
de pegada durante a marcha de um animal frente a les@o experimental. Fonte: Adaptado Murrel
etal., 1994.
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2.4 INTERVENCOES TERAPEUTICAS NA LESAO TENDINEA

A reconstituicdo da matriz coldgena, reestabelecimento das func¢des do
tecido e diminui¢cdo do quadro algico caracteristico da leséo, constituem os principais
objetivos de tratamento no manejo das lesfes tendineas. Devido as peculiaridades ja
apresentadas do tecido tendineo, uma avaliacao e intervencéao terapéutica adequada
sdo imprescindiveis para estabelecer estratégias que alcancem tais objetivos
(BIRCH, 2007a; XU; MURRELL, 2008a).

Ainda que existam diferencas na progressdo da doenca de acordo com a
gravidade da lesao, existem préticas terapéuticas frequentemente utilizadas. Dentre
elas, a imobilizagdo e uso de anti-inflamatérios locais ou orais ainda sdo as mais
comuns, especialmente nos periodos iniciais da lesdo (PAREDES; ANDARAWIS-
PURI, 2016; RILEY, 2008).

Ja é descrito que apés um trauma ou lesdo tendinosa, ocorre um
extravasamento de exsudado fibrinoso para fora do tecido. Com o membro imobilizado
por um periodo prolongado, esse exsudato rico em proteina e fibrina se organiza
dificultando o deslizamento das partes moles e devido a proliferacao fibroblastica,
resulta em uma aderéncia tendinosa (RILEY, 2004). As aderéncias ocasionam
limitacbes articulares e prejuizo no mecanismo de deslizamento dos tenddes,
comprometendo a biomecéanica tecidual e o deixando suscetiveis a novas lesfées
(BRING et al., 2009; CANTY; KADLER, [s.d.]; DORAL et al., 2010; FRANCHI et al.,
2007).

Existem varias propostas terapéuticas nao farmacoldgicas utilizadas no reparo
das lesbes tendineas. Tais terapias incluem as diferentes modalidades de
eletroterapias, exercicios excéntricos e injecdes de terapias como o plasma
enriquecido em plaquetas (PRP). A aplicabilidade dessas terapias varia de acordo
com os objetivos do tratamento e periodo de intervencdo na lesdo (PAREDES,;
ANDARAWIS-PURI, 2016). Entretanto, nenhuma terapia isolada foi consistentemente
mais eficaz do que as outras (LEONG 2020; PETROU et al., 2014). Acredita-se que
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isso ocorra devido a complexidade que envolve patogénese da tendinopatia e
evidéncias cientificas limitadas e conflitantes sobre qual seria 0 melhor manejo ou

periodo mais adequado para aplicacao dos tratamentos atualmente disponiveis.

Por isso, as pesquisas direcionam-se cada vez mais ao desenvolvimento de
propostas que otimizem o tempo de reparo reestabelecendo adequadamente as
fungbes do tecido (REES; WILSON; WOLMAN, 2006). Nesse contexto, o uso de
terapias mediadas por células no manejo terapéutico de les6es musculoesqueléticas
tem se destacado nas ultimas décadas, especialmente na pratica esportiva tornando-

se uma estratégia promissora da reabilitacdo de diferentes injarias.

2.5 TERAPIAS MEDIADAS POR CELULAS EM LESOES
MUSCULOESQUELETICAS

As terapias mediadas por células sdo definidas como um conjunto de
métodos e abordagens que visam a utilizacdo de células e seus produtos para o
reparo de inUmeras doencas sem tratamento especifico ou efetivo (KASSEM et al.,
2004; ZAGO et al, 2006). Por meio de uma abordagem terapéutica, as terapias
mediadas por células visam a recuperacdo e ou regeneracao de tecidos mediante o
uso de diferentes tipos celulares, grupos de células, fatores de crescimento,
biomateriais ou enxertos bioldgicos que permitem ao proprio organismo reparar
tecidos lesionados (KASSEM; KRISTIANSEN; ABDALLAH, 2004; ZAKRZEWSKI et
al., 2019).

Seu uso na pratica clinica comecou a ganhar destaque apoés ser evidenciado
através de modelos experimentais que sua utilizacdo promove uma cicatrizacdo mais
rapida e eficaz para diferentes lesbes (PETROU et al., 2014). Essa modalidade
terapéutica tornou-se objeto de investigacdo de diversos estudos. Destacando-se,
especialmente, nas diferentes modalidades de medicina regenerativa, com a
perspectiva que seu uso em uma area de lesionada iriam acelerar o metabolismo

celular, liberar uma grande quantidade de fatores de crescimento locais e
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consequentemente estimular a cicatrizagdo e uma recuperacao precoce (NIXON;
WATTS; SCHNABEL, 2012; OLIVEIRA; LUIS; EDITORS, 2017).

A aplicacéo destas modalidades terapéuticas se d& por diferentes maneiras
sendo possivel realizar a injecéo direta de células ou grupo de células ao local da
lesdo (GASPAR et al., 2015b; NIXON; WATTS; SCHNABEL, 2012b). Tal como, a
utilizacdo de enxertos, biomateriais e meio condicionados que também se constituem
de modalidades desenvolvidas pelas terapias medidas por células. A escolha do
material e modo de aplicacdo varia de acordo com 0s objetivos e peculiaridades de
cada lesdo (GASPAR et al., 2015b; GREINER; LAWTON; VOSS, 2022; KASSEM,;
KRISTIANSEN; ABDALLAH, 2004).

A utilizacédo de terapias mediadas por células ganha destaque em estudos
direcionados ao tratamento de les6es esportivas (NOTH et al., 2010). Visto que, essas
injurias frequentemente acometem tecidos que s@o expostos a grandes cargas
mecanicas e que possuem um processo de reparo mais lento, como articulacdes,
ligamentos e tenddes (BROWN et al., 2013).

Em les6es musculoesqueléticas, algumas praticas de terapias mediadas
por células ganham mais destaque. Tal como a injecdo de células autélogas, que
compdem uma vasta gama de tratamentos atualmente em uso para o reparo de lesdes
desse sistema. Ja foi evidenciado que a aplicacdo celular ao local da lesédo é capaz
de atenuar o processo inflamatdrio, acelerar o processo de reparo e estimular a
cicatrizacdo tecidual em diferentes lesdes musculoesqueléticas (BURKE et al., 2016;
CHEN et al., 2011a; GASPAR et al., 2015a; PETROU et al., 2014).

Carmona et al, 2009 evidenciou que aplicacdo de células autélogas do
plasma sanguineo diminuiu o processo inflamatorio e apresentou melhoras
significativas no derrame articular de cavalos com osteoartrite. Falanga et al.,
demonstrou que a aplicagéo de células tronco mesenquimais acelerou o processo de
reparo e diminuiu a quantidade de mediadores inflamatérias em modelo de leséao
tendinea em camundongos. (CARMONA et al., 2009; FALANGA et al.,, 2007;
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JAVAZON et al., 2007) Tais dados evidenciam, a efetividade desta modalidade

terapéutica em injurias do sistema musculoesquelético.

Ainda que, bons resultados nas terapias mediadas por células j& tenham
sido descritos, existem eventos adversos decorrentes deste tipo de terapia. As
recusas teciduais frente a aplicacéo de células ao local da lesdo se manifestam com
a presenca de inflamacéo local e possivel presenca aderéncias cicatriciais (GREINER,;
LAWTON; VOSS, 2022). Estes eventos ocorrem, especialmente, frente a escolha de
células ndo diferenciadas e ndo autélogas ao individuo que recebera o tratamento
(GASPAR et al., 2015a).

Com objetivo de reduzir possiveis complicacbes e efeitos colaterais da
terapia celular, estudos direcionaram-se para o0 desenvolvimento de abordagens que
empregam apenas fatores sollveis produzidos por células e que poderiam contribuir
diretamente para o reparo tecidual (GREINER; LAWTON; VOSS, 2022; NOTH et al.,
2010). ApGs alguns dias de cultivo in vitro, cada populagdo de células libera fatores
troficos no meio, que € chamado de meio condicionado (MC). Estes fatores contidos
no meio condicionado poderiam iniciar eventos de sinalizacédo regenerativa, sem o uso

ou aplicacado direta de células ao local da leséo (VERONESI et al., 2018).

Nesse sentido, o uso de meio condicionado por células apresenta algumas
vantagens perante a aplicacdo direta destas. Primeiramente, nos meios
condicionados preconiza-se a utilizacao de substratos fornecidos pelas células como
fatores de crescimento e citocinas. Reduzindo assim, possiveis recusas teciduais.
Além disso, como ndo ha necessidade de estoque celular, hd uma reducéo de custos
que facilitam a replicacéo da pratica (BOGATCHEVA; COLEMAN, 2019a; PLATAS et
al., 2013; VERONESI et al., 2018).

Uma vez que, nas terapias mediadas por células é importante manter as
caracteristicas fenotipicas de seus tecidos de origem, priorizam-se formas de cultivos
que agridam minimamente a conformacdo e diferenciacdo celular. Por isso, as

culturas do tipo explante destacam-se por manter aspectos que se assemelham mais
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aos tecidos in vivo. Ja que, com a auséncia de dissociacdes, 0s substratos oferecidos
pelas células cultivadas permanecem mais integros (HENDIJANI, 2017; YOON et al.,
2013).

Diante da variabilidade de materiais celulares e diferentes modos de aplicacéo,
a escolha do material que sera a base das terapias mediadas por células é
fundamental para um bom progndstico e boa recuperacéo tecidual (NOTH et al.,
2010). Estudos apontam que os fibroblastos desempenham papéis importantes na
recuperacdo de diferentes tecidos do sistema musculoesquelético, que abrangem
tecidos como 0sso, cartilagem, musculos, ligamentos e tenddes. Com sua boa
capacidade de diferenciacdo, essas células tem funcdo de sintetizar e depositar
componentes da matriz, permitindo o reparo do tecido acometido. Por isso, sé&o
preconizadas nas terapias mediadas por células em lesdes de tecidos
musculoesqueléticos (COSTA-ALMEIDA; SOARES; GRANJA, 2018).

Os tendcitos, fibroblastos diferenciados do tecido tendineo, além de serem as
principais células responsaveis pela realizacdo da sintese da matriz colagena do
tendao, ja sédo evidenciados como fontes de fatores de crescimento e citocinas que
podem contribuir diretamente para o reparo tecidual deste tecido. Nestes, destacam-
se o Fator de crescimento vascular e endotelial (VEGF); Fator de Crescimento
Transformador (TGF); Fator de Crescimento fibroblastico basico (FGF); Fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o Fator de Crescimento Nervoso (NGF)
(GONCALVES et al., 2013; MOLLOY; WANG; MURRELL, 2003).

Ao contexto da lesdo tendinea, com a maior quantidade de tendcitos locais
afim de reestabelecer a matriz extracelular, ha também um aumento de diferentes
fatores de crescimento (GONCALVES et al., 2013). Estes desempenham papéis em
todas as fases de reparo e atingem seu pico na fase proliferativa. O aumento do VEGF
local estimula a angiogénese para fornecer as células nutrientes e fatores de
crescimento adicionais para a area da lesdo. O TGF-B é responsavel por regular a
atividade de proteinases e estimular a producéo de colageno enquanto o FGF e PDGF

estimulam a proliferacdo celular e o0 reestabelecimento da matriz colagena
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degradada(MOLLOY; WANG; MURRELL, 2003). A regulacdo da expressao desses
fatores de crescimento € realizada por macréfagos, recrutados ao tecido em
consequéncia a lesdo, e, majoritariamente, por tenocitos locais (COSTA-ALMEIDA,
SOARES; GRANJA, 2018).

Ja é evidenciado que os tendcitos participam ativamente do reparo de
tendinopatias, desempenhando diversas func¢des para manutengéo da homeostase e
restauracdo tendinea. Alguns estudos ja demonstraram que a aplicacdo dessas
células autblogas contribui para uma melhor recuperacdo em alguns modelos de
tendinopatia (BUCHER et al., 2017a; CHEN et al., 2011b). Entretanto, ndo existem
evidéncias sobre a eficacia dos substratos celulares liberados por estas células na
recuperacdo de lesdes tendineas. O presente trabalho prop8e avaliar os efeitos do

tratamento com um meio condicionado por essas células no reparo tendineo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do tratamento local com meio condicionado em culturas
primarias de tendcitos no reparo tendineo em modelo de lesdo total do tendao

calcaneo de camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
 Padronizar a cultura primaria de tenécitos de camundongos da linhagem Suico
(P1e P2)

» Avaliar o efeito do tratamento local com meio condicionado em cultura
primaria de tendcitos no desempenho funcional da marcha através do indice Funcional

de Aquiles em 7, 14 e 21 dias ap0s a leséo;

« Avaliar o efeito do tratamento local com meio condicionado em cultura

primaria de tendcitos na organizacéao tecidual em 7, 14 e 21 dias ap0s a lesao;
* Analisar o efeito do tratamento local com meio condicionado em cultura

primaria de tendcitos na sensibilidade tatil com filamentos de Von Frey em 7,14 e 21

dias apos a leséo.
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4. MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento da pesquisa, o presente trabalho foi dividido em dois
momentos: primeiramente, as células tendineas foram cultivadas in vitro para
posteriormente serem utilizadas como base da intervencédo terapéutica proposta no

modelo de tendinopatia.

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para cultivo celular in vitro das células derivadas do tendéo foram utilizados
camundongos da linhagem Swiss com 1 a 2 dias pés-natal, adquiridos do Biotério do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal do Para (UFPa). Para
analise da eficacia do tratamento in vivo foram utilizados 36 camundongos jovens
adultos, com massa corporal na faixa de 30 £5g provenientes do biotério central do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para (ICB-UFPA). Os
animais permaneceram em gaiolas de polipropileno padrdo, mantidas em ambiente
controlado com ciclo claro/escuro de 12 horas, além de receberem agua e racédo a
vontade. Todos os experimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Pard (CEUA UFPA 4512080418).

4.2 CULTURA CELULAR DE TENOCITOS

Para cultivo celular de tendcitos, foi utilizado o protocolo adaptado proposto
por Wunderli et al., 2019 (WUNDERLI; BLACHE; SNEDEKER, 2020). Apds anestesia,
0s animais foram decapitados na base do forame magno, e em seguida, ambos 0s
tenddes calcaneos foram dissecados para entédo serem dispostos em solu¢céo de CMF
(meio livre de calcio e magnésio). Por tratar-se de um modelo de cultivo do tipo
explante, os tecidos ndo foram submetidos a nenhum tipo de dissociagcdo quimica ou
mecanica. Uma vez separados das demais estruturas adjacentes, os tecidos foram
transferidos inteiramente para uma placa de cultura estéril onde foram adicionados
6/ml de meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado

com 10% de Fetal Bovine Serum (FBS). As culturas permaneceram incubadas em
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estufa a 37°C, com atmosfera constituida de 95% de ar e 5% de CO2. O meio foi
trocado a cada dois ou trés dias durante dez dias de cultivo, tempo necessario para

gue as culturas atingissem total confluéncia celular.

4.3 CONDICIONAMENTO DO MEIO DE CULTIVO CELULAR

Para condicionamento do meio de cultivo que posteriormente serd aplicado
como tratamento, utilizamos o protocolo adaptado de Veronesi et al., 2018. Para isso,
apos 10 dias, o meio de cultivo foi removido totalmente para entdo adicionar-se 6ml
de DMEM sem soro ou qualquer outro tipo de suplementacéo durante 6h, para que,
seu condicionamento seja realizado pelas proprias células tendineas. Posteriormente,
este meio foi retirado e centrifugado durante 5 minutos em 1500/rpm. O sobrenadante
foi recolhido e estocado em -40°C até o momento de sua aplicacdo como tratamento

in situ.

4.4 MODELO DE LESAO

Para simular a lesédo tendinea, foi realizado o modelo de lesdo experimental
utilizado por Souza et al., 2019 de cirurgia de tenotomia seguida de sutura. Os animais
foram anestesiados com ketamina 10% (40mg/kg) e cloridrato de xilazina a 2%
(10mg/kg) com aplicacao intraperitoneal. A pele sobre a regido dorsal da tibia do

membro posterior direito foi tricotomizada manualmente.

ApOs assepsia local, foi realizada uma incisdo longitudinal na pele acima da
insercdo calcanea para ter acesso ao tendao do triceps-sural e isola-lo. Apos a
disseccéo foi realizada a sutura simples, ocorrida antes da ruptura devido ao tamanho
pequeno do tecido. O mesmo foi seccionado totalmente por cisalhamento transversal.
Posteriormente, o tenddo e a pele foram suturados com fio de poliamida
monofilamento ndo absorvivel nimero 4.0, e submetidos novamente a assepsia local,
como demonstrado na figura 06. ApGs a lesdo ndo houve nenhuma restricdo ou
imobilizacdo do segmento, apenas higienizacdo diaria com solucéo fisiologica até a

cicatrizagéo da pele
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Figura 06 — Imagem representativa do modelo de lesédo no tenddo calcaneo. A: Acesso ao tendao
calcaneo e separacdo das demais estruturas adjacentes. B: Representacéo de sutura apds tenotomia
do tecido. Fonte: ARRUDA, 2007.

4.5GRUPOS EXPERIMENTAIS

Esta pesquisa prop0e trés grupos experimentais divididos igualitariamente
de acordo com o tratamento local recebido. O primeiro foi composto pelos animais que
foram submetidos a tenotomia do tenddo calcaneo e receberam tratamento in situ com
solucéo salina 0,9% (SAL). Os que receberam tratamento com meio cultivo celular
DMEM, sem nenhum tipo de suplementacdo, compuseram o grupo DMEM (DMEM)
e aqueles que receberam tratamento com meio condicionado em cultura primaria de
tendcitos compuseram o grupo Meio Condicionado (MC). Todos foram comparados
ao grupo controle (CTRL), composto por animais que nédo foram submetidos a nenhum

tipo de intervencdao cirlrgica.

GRUPO TRATAMENTO LOCAL
Salina (SAL) 10/pl de solugao salina 0,9%
DMEM (DMEM) 10/pl de Dulbecco's Modified Eagle Medium

(DMEM) sem suplemantacgao.
Meio condicionado (MC) 10/pl de meio condicionado em cultura

primaria de tendécitos
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O volume de 10/pl de cada solugéo foi administrado na regido peritendinea
com uma seringa calibre 26G a cada dois dias a partir do 2° dia pds-leséo,
estendendo-se até o 20° dia. Para que, deste modo, as inje¢cdes perdurem todas as
fases constituintes do reparo tendineo no modelo experimental. No 7°, 14° ou 21° dia,
os animais foram anestesidos e sacrificados por deslocamento cervical, conforme

demonstrado abaixo no delineamento experimental (Figura 07)

INJECOES LOCAIS
10uL

DIAS APOS LESAO

IMIECOES
LOCAIS

AMALISE BASELIME AMALISE HIETOLOGICA AMAUSE HISTOLOGICA AMALISE HISTOLOGICA
CIRURGLA EXPERIMENTSL ANALISE COMPORTAMENTAL AMALIZE COMPORTAMENTAL AMALISE COMPORTAMENTAL

Figura 07 — Imagem esquematica do desenho experimental desenvolvido. As analises de
baseline foram realizadas antes da cirurgia experimental. Apés isso, 0s animais receberam os
tratamentos locais a cada dois dias ap6s a lesdo. As andlises histoldgicas foram realizadas em 7,

14 e 21 dias ap6s lesdo. llustragcéo elaborada pelo proprio autor em Biorender.com

4.6 ANALISE HISTOLOGICA

4.6.1 Cortes histolégicos

Para andlise da organizagdo tecidual, os tendbes foram destinados ao
corte em criostato. Inicialmente, os tecidos foram fixados em paraformaldeido 4% por
12 horas e em seguida lavados em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4, por 3 vezes. As
amostras foram armazenadas e mantidas em tampéo fosfato a 4°C. 24h antes da
execucgao dos cortes, o tecido passou por processo de crioprotecdo em solugcdes
crescentes de sacarose (10%, 20% e 30%) em temperatura ambiente e depois

mantidos na solucéo a 30% até o momento da criomicrotomia.
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Apoés a crioprotecdo, o material foi embebido em Tissue Tek® (Sakura Finetek,
Inc., Califérnia, USA) para ser cortado em 7/um de espessura com orientacao
longitudinal em criostato (Leica, CM3050 S) ajustado para -24°C.

Os cortes foram transferidos para laminas histoloégicas previamente

gelatinizadas sendo mantidas congeladas a -20°C em caixas até o0 momento do uso.

4.6.2 Coloracdo com Hematoxilina e Eosina

Na avaliacéo de organizacéo tecidual, utilizamos a técnica de coloracao por
hematoxilina e eosina. Para essa coloracéo as laminas foram inicialmente imersas em
adgua destilada mantendo-as por 5 minutos. Em seguida, as laminas foram imersas
em hematoxilina de Harris por 30 segundos e lavadas em agua destilada corrente.
Apos isso, as laminas foram imersas em eosina por mais 30 segundos e entéo lavadas
em &gua destilada corrente. Por fim, as laminas foram imersas em &lcool 70% e
montadas em Permount®(Fisher Scientific. New Jersey, USA). Um microscépio de luz
(Nikon, Eclipse E800 Yokohama, Japan) com camera digital (Nikon, DXM 1200,
Japan) acoplada foi usado para andlise histolégica e captura de imagens, as quais
foram armazenadas para posterior analise qualitativa onde avaliou-se a organizacao
tecidual e a integridade da matriz do tend&o frente as alteracdes teciduais decorrentes

da lesdo no tecido tendineo.

4.7 AVALIACAO DO INDICE FUNCIONAL DE AQUILLES

Para analise funcional foi utilizado o indice Funcional de Aquiles (IFA),
propostopor Murrel et al., 1992 (MURRELL et al., 1992). Esse teste foi conduzido em
todos os animais no periodo pré- operatorio, assim como na fase pos-operatoria em
7, 14 e 21dias.

Os animais foram avaliados em uma passarela de 10 cm de largura por 60
cm de comprimento previamente forrada com um papel branco. Apds terem suas
patas traseiras pintadas com tinta atoxica, os animais foram colocados no aparato

para caminhar em linha reta, deixando no papel as pegadas impressas, como
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demonstrado na figura 08. O papel foi devidamente identificado pelo nimero do animal
e estocado para digitalizacdo e mensuracédo por um unico avaliador com auxilio do
programa Image J®. As medidas foram tomadas a partir da segunda passada de
marcha do animal e o indice calculado de acordo com a equacao:

IFA = 74(PLF) + 161(TSF) + 48(ITF) - 5.

Conforme os elementos da equacdo, o0 maximo comprimento da pegada é definido
como o fator de comprimento da pegada (PLF), e obtido por PLFesquerda - PLFdireita
/ PLFdireita. A distancia entre o primeiro e o quinto dedo é chamado de fator de
espalhamento dos dedos do pé (TSF), e obtido por TSFdireita — TSFesquerda /
TSFesquerda e a distancia entre 0 segundo e o quarto dedo é o fator teste
intermediario (ITF), calculado por ITFdireita — ITFesquerda / ITFesquerda. Esses

fatores, previamente obtidos serdo calculados e usados para a equacao do IFA.

0]
b

Normal Experimental

Figura 08 — Imagem da realizacdo do teste de avaliacdo da funcionalidade do tendao calcaneo,
o Indice Funcional de Aquiles (IFA) demonstrando o aparato em que foi realizado o experimento

e os elementos da marcha a serem analisados no teste. Fonte: MURREL et al., 1992.
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4.8 TESTE DE SENSIBILIDADE DE VON FREY

A hiperalgesia dos animais foi avaliada através do teste de Von Frey, pelo
protocolo adaptado de Chaplan et al., 1994 que se baseia no uso de filamentos de
Nylon (estesidmetro) com espessuras diferenciadas calibrados para exercer forcas a
partir de 0,05g. O contato do filamento com a pata do animal é realizado por meio de
uma plataforma plana, cujo assoalho é uma malha de plastico que permite a entrada
do filamento, como demonstrado na figura 09. O animal permaneceu por 15 minutos

antes do experimento em fase de adaptacao.

No experimento, cada filamento foi aplicado 10 vezes e o valor minimo que
causou pelo menos 3 respostas foram registradas como limiares de retirada da pata
(PWT), uma presséao linear foi imposta na pata até que o animal estabeleca uma
resposta de retirada frente ao estimulo. Retirada aguda, mordida, lambida ou sacudida
do membro posterior ipsilateral e vocalizagéo foram considerados sinais positivos de
retirada. O limiar de retirada da pata (PWT) foi quantificado pela variacdo na pressao

(gramas) exercida antes e depois da lesao.

Figura 09— Imagem da realizacéo do teste de sensibilidade tatil através dos filamentos de Nylon
A: Malha perfurada na qual o teste é realizado B: Demonstracéo da aplicacéo do filamento na

realizacéo do teste. FONTE: Nigori et al., 2011 adaptado.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos resultados foi utilizado o programa BioEstat 5.0,
onde os dados foram analisados utilizando o teste de analise de variancia (ANOVA)
de dois critérios, seguida pelo pos teste de Tukey para comparacées multiplas. Os
valores de p<0,01 foram considerados significativos. Os resultados foram expressos

como média * desvio padréo.
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S5RESULTADOS

5.1 PADRONIZACAO DA CULTURA PRIMARIA DE TENOCITOS

Para observacdo da organizacdo das células tendineas em uma analise
qualitativa, obteve-se as imagens do cultivo celular por microscopia de campo claro.
Os tendcitos apresentam morfologia alongada com tendéncia a organizar-se em
fileiras préximas umas das outras, caracteristico do tecido tendineo, cujos feixes de
fibras de colageno que os compde se organizam paralelamente. No modelo de cultura
celular tipo explante, observam-se as células emergindo do tecido e organizando-se;

no momento em que se proliferam para outros campos (Figura 10).
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Figura 10 — Imagem de microscopia de campo claro de cultura primaria de tendcitos obtidos do
tendao de Aquiles de camundongos com 1 ou 2 dias de idade. A: Setas indicando formato celular
em fuso caracteristico dos tendcitos. B: Tracejado indicando proliferacéo celular para espacgos ainda

néo preenchidos.
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5.2 O TRATAMENTO COM MEIO CONDICIONADO EM CULTURA PRIMARIA DE
TENOCITOS INDUZ MELHORA FUNCIONAL EM CAMUNDONGOS
TENOTOMIZADOS

Para avaliar se o tratamento com meio condicionado influenciou no
desempenho funcional apos lesdo do tenddo calcaneo utilizamos o indice funcional
de Aquiles cujos valores foram obtidos dos grupos experimentais conforme o método
descrito.

O indice funcional de Aquiles padrao foi obtido do grupo controle, avaliado
paralelamente aos grupos experimentais. Desse modo, os valores encontrados para
esse grupo ndo apresentaram diferenca estatistica entre os dias zero (0.770+ 1.57), 7
(-0.33. £8.19), 14 (2.86+5.40) e 21 (-3.02 £5;46; p=0,8213). Para os grupos DMEM (-
0.75+12.3); SAL (-3.05+6.1) e MC (1.48+10.84) o IFA referente ao dia zero foi similar
aos valores encontrados no grupo CTRL nesse mesmo dia, hdo havendo diferenca
entre os grupos (p=0,5474). No padrdo conformacional da pata, também € possivel
observar um padréo de pegada semelhante entre todos os grupos experimentais. Ou

seja, segue sem alteracdes.

Quando a analise foi feita para o 7° dia ap0s a lesao, observamos significativa
reducdo do valor do indice para o0s grupos experimentais DMEM (-76,55+11,72) e SAL
(-88,82+15) quando referidos ao grupo MC (-40,46+12,60; p<0,01) cujo valores
demonstram melhora na funcionalidade do tend&o calcaneo em apenas sete dias apos
a lesdo. Ainda assim, este ndo se equipara aos valores do grupo controle deste
mesmo dia (-0.33£8.19), demonstrando significativa diferenca entre 0s grupos
(p<0,01). Ao comparar os padrbes conformacionais das pegadas dos animais,
podemos observar que todos 0s grupos experimentais apresentam um padrao bem
diferente ao grupo controle. Entretanto, o grupo MC apresenta um comprimento total
de pegada menor que os demais grupos experimentais. E possivel notar na pegada a
piora da funcdo em DMEM e SAL e a melhora em MC, apesar de, este ainda nao

equivaler aos padrbes do grupo controle (Figura 11).
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Na avaliacdo funcional do 14° dia ainda é notavel a diferenca dos grupos
experimentais DMEM (-71,62+7,91) e SAL (-71,43+12,66) em relacdo ao grupo MC
(-36,66+10,43) que permanece com melhora significativa em relacdo aos demais
grupos experimentais (p<0,01) porém ainda sem se igualar aos valores do grupo
CTRL (2.86+1 5.40) (p<0,01).

No 21° dia ap0Os lesdo, observamos que todos 0s grupos experimentais
apresentam valores semelhantes para a funcionalidade da marcha, onde o grupo MC
(-23,94 +8,46) DMEM (-37,16+10,40) e SAL (-33,69+6,49) ndo apresentam diferencas
significativas entre si (p=0,1599). Ainda assim, esses valores ainda se mantém

distantes aos apresentados pelo grupo CTRL (-3.02 £5;46).
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Figura 11: Efeitos do tratamento com meio condicionado em cultura primaria de tenécitos na
recuperacao funcional da marcha através do Indice Funcional de Aquilles e no padréo conformacional
da pegada dos animais. As andlises foram feitas em 7, 14 e 21 dias ap6s a lesdo. Grupo controle
(CTRL), grupo Salina (SAL), DMEM e Meio condicionado em cultura de tendcitos (MC). Os valores
sdo expressos em média £ DP, (ANOVA-2/Tukey. *p <0,01 vs controle; #p <0,01 vs DMEM); n=9.
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De modo geral isso indica que, o tratamento com meio condicionado a
recuperacdo mostrou-se precoce (dia 7 e 14) em relacdo aos demais grupos, cujos
valores s6 se mostraram semelhantes 21 dias apos a leséo (Figura 11). Evidenciando
assim a efetividade do tratamento com meio condicionado na melhora funcional do

tendao de Aquiles.

5.3 O TRATAMENTO COM MEIO CONDICIONADO EM CULTURA PRIMARIA DE
TENOCITOS INDUZ MELHORA HISTOLOGICA EM TENDOES LESIONADOS

Com o intuito de avaliar como o tratamento com meio condicionado
influenciava na estrutura tecidual, avaliamos sob microscopia de luz por marcagao

com HE a organizacgéao tecidual apos 7, 14 e 21 dias de leséo.

No sétimo dia apds lesdo, observamos que todos 0s grupos experimentais
apresentam intensa desorganizacdo celular e degradacdo de sua matriz. Ndo é

notavel nenhuma diferenca observacional entre 0s grupos experimentais.

No 14° dia apos lesao, é possivel observar que o grupo MC apresenta a matriz
mais recuperada em relacéo ao grupo DMEM e SAL que demonstram bastante perda
de matriz. O grupo MC apresenta tendéncia a organizacado de sua matriz em feixes
paralelos como pode ser observado quando comparados ao grupo controle. Além
disso, ao observarmos os grupos experimentais DMEM e SAL também é possivel
notar que estes grupos apresentam células mais arredondas, caracteristico de um
tecido lesionado, bem diferentes do padrdo alongado e em formato fusiforme das
células tendineas demonstrados no grupo controle. Este padrdo, pode ser melhor
observado no grupo MC, que apresenta células e matriz com padrao organizacional

bem mais semelhantes ao grupo controle do que os demais grupos experimentais.
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No 21° dia ap6s a lesdo, os grupos tendem a melhorar sua estrutura, no
entanto o grupo MC demonstra melhor regeneracédo da matriz extracelular e células
com padrdo organizacional mais semelhante ao grupo controle, enquanto 0s grupos

DMEM e SAL se diferem bastante deste (Figura 12)
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Figura 12: Fotomicrografias representativas do efeito do tratamento com meio condicionado em cultura
priméria de tendécitos na organizagéo tecidual em 7, 14 e 21 dias pds-leséo. Grupo controle (CTRL), grupo
Salina (SAL), DMEM e Meio condicionado em cultura priméaria de tenéticos (MC). Marcagdo em HE.

Objetiva de 20x, barra da escala 50um, n= 9.
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54 O TRATAMENTO COM MEIO CONDICIONADO EM CULTURA PRIMARIA
MELHORA O LIMIAR DE SENSIBILIDADE MECANICA EM CAMUNDONGOS
TENOTOMIZADOS

Para avaliar a resposta nociceptiva dos camundongos apés a ruptura
utilizamos o teste de von Frey, determinado pelo limiar de retirada da pata (PWT).
Inicialmente, ao dia zero, o limiar de retirada foi avaliado anteriormente ao modelo de
lesdo. De modo que 0s grupos experimentais apresentaram os seguintes valores: MC
(4,88+ 3,01 g) DMEM (4,00+ 2,44g) SAL (4,00 2,44q), ndo se diferindo do grupo
controle (5,33+ 2,449). Nao havendo diferenca entre os grupos (p=0,5474).

Quando a analise foi feita para o 3° dia ap0s a lesédo, observamos diminuicédo
significativa do valor de PWT para todos os grupos experimentais MC (0,35+0,62;
DMEM (0,31+0,63) e SAL (0,33+0,62), ndo ocorrendo significativa diferenca entre os
grupos experimentais. Demonstrando que a lesdo proposta ocasiona alteracdo da
sensibilidade mecéanica quando comparados ao grupo controle (3,33% 4,169) cujos
valores de PWT néo se alteram significativamente entre o primeiro dia de analise e 0

terceiro dia pés lesao (p=0,5474).

No 7° dia ap0s a lesdo, observamos que 0S grupos experimentais mantém
uma diminuicdo significativa do valor de PWT quando comparados ao grupo CTRL
(6,0+ 3,469). Entretanto, no grupo MC (2,24+1,15) notamos que ha uma melhora
significativa para os valores de PTW quando comparados aos grupos experimentais
DMEM (0,15+0,07) e SAL (0,13+115) (p<0,01). Ainda assim, estes valores ainda nao
se equiparam ao do grupo CTRL, cujos valores ainda permanecem significativamente
diferentes (5,33+4,16) (p<0,01). Esses resultados se mantém na andlise do 14° dia
apos a lesédo onde os grupos experimentais DMEM (0,45+0,76) e SAL (0,77+0,95)
mantém menores valores de PTW em relacdo ao grupo MC (2,66+£1,06) que
permanece com melhora significativa do limiar de retirada da pata em relacdo aos
demais grupos experimentais (p<0,01) mesmo que este ainda se mantenha
significativamente diferente aos valores do grupo CTRL (5,33%4,16) que né&o
apresentou diferengas consideraveis entre os dias analisados (p=0,803).
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Estes resultados demonstram que no grupo tratado com meio condicionado em
cultura primaria de tenécitos ha uma melhora no do quadro de sensibilidade mecénica.
Uma vez que, os valores de PTW foram maiores nos dias 7 e 14 em relagcdo aos
demais grupos experimentais, cujos valores s6 se mostraram semelhantes 21 dias
apos a lesdo (Figura 13). Evidenciando assim, que o tratamento com meio
condicionado em cultura primaria melhora o limiar nociceptivo mecanico em

camundongos tenotomizados.
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Figura 13: Efeitos do tratamento com meio condicionado de tendcitos na sensibilidade
mecanica dos camundongos. Grupo controle (CTRL) e grupo Meio condicionado em cultura de tendcitos
(MC), DMEM e salina (SAL). Analises realizadas em 0 antes da cirurgia, 3, 7 14 e 21 dias pos tenotomia.
Os dados séo apresentados como média + DP. *Diferenca significativa (p<0,01) vs CTRL e # (p<0,01)
vs DMEM. n=9.

49



6. DISCUSSAO

Nas terapias medias por células, ja é evidenciado que a aplicacdo de
tendcitos € capaz de contribuir ao processo de reparo em diferentes modelos de
tendinopatia. Onde os tecidos tratados por estas células, apresentaram uma estrutura
tecidual mais organizada e uma maior quantidade de colageno tipo | em sua matriz
(BUCHER et al., 2017b; CHEN et al., 2011b). Apesar de, no presente estudo nao
termos aplicados diretamente as células tendineas ao local da leséo, o meio utilizado
como tratamento foi condicionado por estas células. Corroborando com os dados da
literatura que apontam que terapias mediadas por tendécitos contribuem ao reparo em

lesdes no tendao.

Apesar de existirem protocolos anteriores sobre cultivos celulares do tipo
explante de tenécitos (WUNDERLI; BLACHE; SNEDEKER, 2020), até o momento,
nao havido sido descrito sobre esse tipo de cultivo em células oriundas do tendao
calcaneo de camundongos. Em nossos resultados referentes a padronizacdo da
cultura celular de tendcitos, observamos que as células cultivadas se proliferam a
partir do tecido tendineo apresentando formato fusiforme e alongando, semelhante ao
padrdo conformacional das células tendineas. Demonstrando uma boa padronizagéo

para o cultivo de tendcitos em modelo murino.

Uma recuperacdo adequada e rapida e adequada constitui os principais
objetivos de tratamento frente a uma lesdo tendinea, especialmente no que diz
respeito a funcionalidade do tecido lesionado (LIPMAN et al., 2018a; LOIACONO et
al., 2019). No entanto, os efeitos do tratamento com terapias mediadas por células em
parametros funcionais apos leséo tendinea sao pouco explorados na literatura. Neste
sentido, buscamos agregar as nossas analises a marcha dos camundongos
considerando que, as limitagdes de movimento decorrentes de lesdo no tendéo

calcaneo geram déficits funcionais significativos que podem interferir nas atividades
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da vida diaria dos individuos acometidos (COOK; KHAN; PURDAM, 2002; REES;
MAFFULLI; COOK, 2009).

Os nossos resultados com o IFA apontaram um ganho funcional
significativo em 7 e 14 dias ap0s ruptura. Sugerimos que, o0 meio condicionado
contribuiria com possiveis fatores de crescimento oferecidos pelas células tendineas
antecipa a melhora da funcéo. Para isso, nos baseamos em evidencias que indicam
que a utilizagcdo de fatores de crescimento no tratamento de lesdes do tendao
calcaneo contribuem para a recuperacao funcional do tecido (KURTZ et al., 1999).
Deste modo, demonstramos pela primeira vez que o tratamento com meio
condicionado em cultura primaria de tendcitos interfere positivamente na recuperacao

da funcéo do tendéo calcaneo.

Os eventos histolégicos relacionados ao reparo do tenddo comegcam com
o periodo inflamatério intenso, seguido pelas fases proliferativa e remodeladora.
Dados da literatura descrevem desorganizagéo intensa da matriz e proliferagéo celular
em tendbes lesionados durante a primeira semana poOs-lesdo (RILEY, 2008;
SHAPIRO; GRANDE; DRAKOS, 2015). No presente estudo foram observados
eventos histolégicos semelhantes, como pode ser observado na primeira semana,

onde todos 0s grupos experimentais apresentaram perda significativa em sua matriz.

Ao analisar o tenddo que sofreu ruptura e foi tratado com meio
condicionado em cultura primaria de tendcitos, podemos observar que este
apresentou fibras de coldgeno mais integras nos dias 14 e 21 pés lesdo em relacéo
aos demais grupos experimentais, que por sua vez, mesmo 21 dias apos a lesdo nao
apresentaram uma melhora satisfatéria que pudesse ser comparada a boa
recuperacao vista no grupo MC. Além disso, em uma analise qualitativa dos tecidos,
podemos notar que o formato celular dos grupos SAL e DMEM se diferem bastante
do grupo controle, sendo o grupo tratado com meio condicionado em tendcitos o que
mais se assemelha a este ultimo. De modo geral, isso indica que o tratamento
proposto em nosso trabalho contribui para reestruturacdo do tecido tendineo

lesionado.
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Os resultados funcionais utilizando indice funcional de Aquiles (IFA)
somado as melhoras teciduais encontradas em nosso trabalho podem ser
comparados aos encontrados em outros trabalhos que também mostraram correlacéo
entre a funcéo do tendado e a organizacdo da matriz (FRANCHI et al., 2007; SOUZA
et al., 2019). Deste modo, podemos afirmar que as melhoras histolégicas encontradas

se relacionam diretamente com os melhores parametros funcionais do grupo MC.

A dor é a principal sintoma decorrente da tendinopatia, podendo
manifestar-se por longos periodos de maneira cronica e incapacitante (FREDBERG,;
STENGAARD-PEDERSEN, 2008). O mecanismo que ocasiona a persisténcia desse
sintoma ainda é incerto e as hip6teses mais difundidas correlacionam a dor a presenca
de células inflamatorias, aumento de nervos, vasos e neuromoduladores como a
Substancia P e Glutamato (ALFREDSON; LORENTZON, 2002; FRANKLIN et al.,
2014; GIBSON et al.,, 2009). Nas estratégias adotadas para reabilitacdo dessas
lesGes, o manejo e controle da dor torna-se um dos principais objetivos de tratamento.

O teste comportamental que avalia a sensibilidade mecéanica de Von Frey
é descrito com um bom preditor de sensibilidade e possivel avaliagdo nociceptiva em
animais (NIROGI et al., 2012; TENA et al., 2012). Diante da sintomatologia da leséo,
propomos avaliar como o tratamento com meio condicionado em cultura de tendécitos
iria interferir na sensibilidade mecéanica dos animais submetidos a lesdo, conforme
dados anteriores que demonstram que a lesdo tendinea ocasiona alteracdo na
sensibilidade da pata de animais lesionados, ocasionando um quadro de hiperalgesia
local (MENDES et al., 2021). Os nossos resultados apontaram uma melhora
significativo no PTW em 7 e 14 dias apés ruptura. Demonstrando que o tratamento

proposto também ocasiona melhora na resposta nociceptiva modelo de lesé&o.

Bucher et al., 2017 investigaram os efeitos da aplicacdo de tendcitos
autdlogos em tendinopatia glatea. Neste, foi evidenciado melhoras significativas no
quadro algico, nos parametros biomecanicos e histologicos analisados. Corroborando

com os resultados em nosso trabalho. Além disso, este estudo também mostrou que
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a injecdo autdloga de tendcitos podem aumentar a expressdo de fatores de
crescimento como PDGF, FGF(3 e TGF3 que podem atuar nas vias de comunicacao
que induzem a proliferacéo celular e reestabelecem a matriz do tendédo (BUCHER et
al., 2017a).

Ja é evidenciado que os fatores de crescimento liberados pelas células
tendienas desempenham papeis importantes nas atividades celulares, atuando como
reguladores de funcbes como proliferacdo, migracdo, sintese de matriz e
diferenciacdo celular. Estes assumem papeis importantes no reparo de tecidos
lesionados (MOLLOY; WANG; MURRELL, 2003). Nas terapias medidas por células,
a utilizacdo de fatores de crescimento como base de propostas terapéuticas é
preconizada com objetivo de tentar reduzir possiveis reacdo adversas as aplicacdes
diretas de células. Sua aplicacdo como forma de tratamento, se da, majoritariamente,
através do uso de meios condicionados (BOGATCHEVA; COLEMAN, 2019b; PLATAS
et al., 2013; VERONESI et al., 2018).

No reparo tendineo, diversos fatores de crescimento desempenham
papeis fundamentais na recuperacdo do tecido. Nos estudos direcionados a
compreensao das lesdes do tendao, destacam-se os fatores de crescimento como
TGFB, VEGF, PDGF e bFGF. (GONCALVES et al.,, 2013; MOLLOY; WANG;
MURRELL, 2003a).

O TGFB mostrou-se ativo em quase todos o0s estagios da cicatrizacdo do
tenddo e apresenta efeitos variados como estimular a migracao celular extrinseca,
regulacdo de proteinases e estimulacdo da producéo de colageno local (KLEIN et al.,
2002; NATSU-UME et al., 2000). Este, mostrou-se significativamente mais expresso
em algumas horas apos a leséao tendinea sugerindo possuir um papel importante na
resposta inflamatoria imediata pos leséo (BIDDER et al., 2000a; MOLLOY; WANG;
MURRELL, 2003a).

Niveis aumentados de fatores de crescimento angiogénicos, como VEGF,

em lesBes musculoesqueléticas, estdo correlacionados com um crescimento do
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suprimento sanguineo intratendinoso em direcdo ao local de reparo estimulando a
resposta inflamatoria apos a lesdo (BIDDER et al., 2000b). Apesar de este fator
apresentar funcfes importantes como resposta imediata apos a lesé@o, este encontra-
se mais expresso na fase proliferativa onde estimula a migracdo de células
extrinsecas, nutrientes e fatores de crescimento para o local da injaria (HUANG et al.,
2020; LIU et al., 2021).

J& o PDGF e FGF estimulam a proliferacdo de fibroblastos do tendéao e
promovem regeneracdo da matriz, mostrando-se promissores para melhorar a
cicatrizacdo do tenddo (CHAN et al.,, 2000). Yoshikawa e Abrahamsson, 2001
demonstraram que in vitro, o PDGF estimula a producéo de colageno tipo | e tipo II.
Chan et al., demonstraram que o uso de bFGF em tendcitos cultivados a partir do
tenddo patelar de ratos, melhoraram a cicatrizacdo e regeneracao celular
(YOSHIKAWA; ABRAHAMSSON, 2001; CHAN et al, 2000).

Embora TGFB, VEGF, PDGF e bFGF tenham sido descritos como fatores
que contribuem para o desenvolvimento e cicatrizacdo de tenddes e ligamentos 0s
papéis exatos que estes desempenham na regeneracdo do tecido permanece
desconhecida. Sugerimos que estes fatores podem estar envolvidos nos resultados
encontrados nos nosso trabalho. Visto que, estudos anteriores ja demonstram a
liberacdo destes pelas células tendineas e sua relagédo direta com o melhor reparo
tendineo (MOLLOY; WANG; MURRELL, 2003). Ainda assim, estudos posteriores sdo

necessarios para relaciona-los diretamente aos resultados do presente trabalho.

No presente estudo observamos melhoras funcionais, histologicas e na
sensibilidade mecanica no grupo tratado com meio condicionado em cultura de
tendcitos. Sugerimos que os fatores de crescimento oferecidos pelas células
tendineas estejam contribuindo para melhora. Visto que, o tendcitos cultivados in vitro
sdo capazes de produzir os fatores associados a recuperacdo do tecido
tendineo(KLEIN et al., 2002; WUNDERLI; BLACHE; SNEDEKER, 2020).
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Os mecanismos que envolvem o processo de reparo tendineo sé&o
complexos que requerem acontecimentos celulares e bioquimicos locais que séo
ativados por uma série de mediadores, tais como, citocinas, fatores de crescimento e
enzimas. O proposito deste trabalho direcionava-se a avaliar se um meio condicionado
em tendcitos contribuiria para recuperacdo em uma lesdo tendinea. Perante este
objetivo, nosso trabalho apresenta resultados promissores para as terapias baseadas

em células tendineas.

Nesse contexto, estudos posteriores S0 necessarios para investigar outros
parametros envolvidos no processo de reparo da lesdo tendinea referentes ao efeito
do tratamento com base nas terapias celulares, bem como 0s mecanismos
bioguimicos que possam elucidar os ganhos encontrados em nosso trabalho. Por fim,
este estudo viabiliza possiveis campos de investigacdo para o tratamento de injurias
em tecidos conectivos e colabora com as perspectivas futuras para o desenvolvimento

de terapias para lesdes no tendao.

55



7. CONCLUSOES

- As culturas do tipo explante demonstram boa padronizacéo celular para o cultivo de
tendcitos provenientes dos tenddes de camundongos;

- O tratamento com meio condicionado em cultura priméria de tendcitos promoveu
melhora no desempenho funcional da marcha de camundongos em 7 e 14 dias ap0s
a leséo;

- O tratamento com meio condicionado em cultura priméria de tendcitos induz a
melhora da organizacéao tecidual 14 e 21 dias apos leséao;

- O tratamento com meio condicionado em cultura priméaria de tenécitos melhora a
sensibilidade mecanica de camundongos tenotomizados em 7 e 14 dias apés a lesao.
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