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Resumo Objetivo Avaliacao histoldgica e macroscopica do processo de cicatrizagcdo das lesoes
agudas do musculo reto femoral, com utilizacdo de células-tronco derivadas de tecido
adiposo (ADSCs, na sigla em inglés).

Método Foi realizado um estudo experimental com 18 patas traseiras de coelhos
Nova Zelandia, que foram divididos em trés nos grupos de estudo de acordo com a
intervencdo a ser realizada. No grupo | ndo foi realizado procedimento cirtGrgico; no
grupo Il - SHAN foi realizado a lesdo experimental sem nenhum protocolo de
intervencdo adicional; e no grupo Il - Intervencdo foi realizado a adicdo de ADSCs
na mesma topografia onde foi realizada a lesao experimental. Ap6s o periodo proposto,
2 semanas, o material foi coletado, submetido a avaliagdo macroscépica e histoldgica.
Resultados A analise quantitativa demonstrou que a adicdo de ADSCs esta relacio-
nada com a diminuicao de células inflamatdrias na avaliacdo com 2 semanas (164,2
células no grupo Il - SHAN para 89,62 células no grupo Ill - ADSC). A anélise qualitativa
das laminas coradas com Picrosirius red demonstrou um aumento das fibras de cor
laranja/amarela no grupo Il - ADSC, o que evidencia um processo final de cicatrizacao.
A avaliagcdo macroscopica nao encontrou diferenca entre os grupos.

Conclusao A utilizagdo de ADSCs no tratamento de lesdo muscular aguda apresentou
vantagens histologicas quando comparada a sua ndo utilizagdo.
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Tratamento da lesdao muscular com células-tronco de Lima Santos et al.

Objective Histological and macroscopic evaluation of the healing process of acute
lesions of the femoral rectus muscle using stem cells derived from adipose tissue-

Method An experimental study was conducted with 18 hind legs of New Zealand
rabbits, which were divided into three study groups according to the intervention to be
performed. In group |, no surgical procedure was performed; in group II-SHAN, the
experimental lesion was performed without any additional intervention protocol; in
group lll—Intervention, the addition of ADSCs was performed in the same topography
of the experimental lesion. After the proposed period, 2 weeks, the material was
collected and submitted to macroscopic and histological evaluation.

The quantitative analysis showed that the addition of ADSCs is related to the

Abstract

derived stem cells (ADSCs).
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reduction of inflammatory cells in the 2-week evaluation (164.2 cells in group Il - SHAN
to 89.62 cells in group Il - ADSC). The qualitative analysis of the slides with Picrosirius
red, noticed an increase in orange/yellow fibers in group Ill - ADSC, which evidences a
final healing process. The macroscopic evaluation found no difference between the

= muscular diseases groups.

= muscles
= regeneration

Introducao

A lesdo muscular representa aproximadamente um terco
das lesdes relacionadas a atividade esportiva; ela acomete
principalmente os membros inferiores e possui relacdo
importante com o afastamento do esporte.' Para um
diagnéstico adequado, optamos por uma avaliacdo clinica,
ficando a utilizacdo de exames de imagem reservada para
confirmagdo diagnéstica, qualificacdo e quantificacdo da
lesdo.*

Existem alguns fatores etiolégicos com associacdo bem
estabelecida para um risco de aumento de lesdes muscula-
res; dentre eles, podemos citar idade, lesdo muscular pre-
gressa, etnia, e a sobrecarga e o desequilibrio de forcas
musculares.” O manejo terapéutico dessas lesdes nio apre-
sentou modificagdes substanciais ao longo dos tiltimos anos,
sendo o protocolo rest, ice, compression, and elevation (RICE)
o tratamento mais utilizado.*%’

Mesmo apés a realiza¢do de um protocolo de tratamento
adequado, o alto indice de re-lesdo e o periodo prolongado
de afastamento das atividades esportivas>® motivam a
busca constante por novas terapias que consigam melhorar
os resultados. Buscando preencher esse espaco, a utilizacdo
de ortobiol6gicos vem ganhando espago no tratamento das
mais diversas lesdes ortopédicas, inclusive as lesdes mus-
culares.’ Dentre os ortobiolégicos disponiveis, a utilizacio
de células-tronco adultas mesenquimais, principalmente as
derivadas de tecido adiposo, ja apresentam resultados
consistentes em relacdo a sua capacidade de diferencia-
(;510,10'” rapido crescimento,'? facilidade de obtengéo,13
bons resultados experimentais'*'> e promissores resulta-
dos clinicos.'®!”

Desta forma, na busca de alternativas para reparagdo
muscular, este trabalho propde avaliar a hipétese de que a

Conclusion The use of ADSCs in the treatment of acute muscle injury presented
histological advantages when compared to their non-use.

cicatrizagdo muscular pode ser otimizada através da utiliza-
¢do de células-troncos derivadas de tecido adiposo (ADSCs,
na sigla em inglés) em um modelo experimental de lesdo
muscular reproduzido em coelhos, e possui como objetivo
justamente a avaliacdo histol6gica e macroscépica do pro-
cesso de cicatrizacdo das lesdes agudas do misculo reto
femoral, com utilizacdo de ADSCs.

Material e método

Delineamento experimental

Foi realizado um estudo experimental com 9 coelhos Nova
Zelandia puros, machos, com idade de 28 a 32 semanas e peso
aproximado entre 3 e 3,5 kg. Os animais foram adquiridos de
um estabelecimento comercial e mantidos no centro de
desenvolvimento de modelos experimentais para biologia
e medicina durante todo o estudo. Nesse periodo, os animais
foram mantidos em ambiente individualizado, ciclo claro
escuro 12/12 hrs, com ragdo e agua ad libitum. As patas
traseiras dos animais (18 patas) foram divididas de forma
randomica (utilizando software especifico e envelopes opa-
cos) nos grupos do estudo de acordo com a intervencdo a ser
realizada (=~Figura 1). No grupo I - controle, as patas traseiras
foram mantidas intactas; no grupo Il - SHAN, foi realizada a
lesdo experimental sem associa¢do com tratamentos adicio-
nais, e no grupo Il - ADSC, foi realizada a lesdo experimental
com adicdo de ADSCs no local da lesdo, como intervencdo de
tratamento (=Figura 1). O estudo teve sua versdo inicial e
relatérios subsequentes aprovados pelo comité de ética para
uso de animais da nossa instituicdo (CEUA) e seguiu as
diretrizes para uso e manejo de animais propostos pela nossa
instituicdo além de preencher os critérios propostos pelas
diretrizes do animal research: reporting of in vivo experiments
(ARRIVE).'®
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Fig. 1 Delineamento experimental geral. Descricdo: A imagem
representa a divisdo geral dos grupos desde a coleta de gordura na
primeira etapa do procedimento até a realizagdo das respectivas
avaliagoes.

Procedimentos

Para a realizagdo dos experimentos (seja coleta de gordura,
realizacdo do protocolo de lesdo ou coleta do material), os
animais foram submetidos ao seguinte protocolo analgésico
e anestésico: Para inicio dos procedimentos, o animal foi
submetido a analgesia e antibioticoterapia pré-operatéria
com tramadol (5 mg/kg) e terramicina (50 mg/kg); ap6s 30
minutos, foi iniciada a anestesia com quetamina 50 (mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg). Como método de analgesia p6s-opera-
téria, o animal era mantido com meloxican (0,5 mg/kg) e
tramadol (5 mg/kg) até completar o 3° dia de pés-operatorio,
sendo essas mesmas medica¢des administradas no caso de
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dor ou desconforto apds esse periodo. As avaliagdes com
relagdo ao stress, desconforto e dor eram realizadas diaria-
mente no centro de desenvolvimento de modelos experi-
mentais para biologia e medicina.

Modelo experimental de lesao muscular aguda

Apbs protocolo anestésico ja apresentado, os animais com
patas pertencentes ao grupo Il - SHAN ou ao grupo III - ADSCs’
foram submetidos a tricotomia, antissepsia, assepsia, incisdo
cutanea anterior na coxa, divulsao por planos e exposi¢do do
reto femoral em toda a sua extensao (=Figura 2A). Na
sequéncia, foi realizada lesdo parcial no 1/3 médio do reto
femoral (=Figura 2B), com lamina fria, e marca¢do das
extremidades (~Figura 2C) com nylon 6-0 (Nylon 6-0, Sha-
lon, Alto da Boa Vista, GO, Brazil), a uma distancia aproxi-
mada de 0,5cm proximal e distal 3 lesdo.'®?? Apés a
realizacdo dos procedimentos e recupera¢do anestésica, o
animal foi estimulado a aplicar carga no membro, sem
restrigoes.

ADSCs - coleta de gordura ao implante das ADSCs
Para preparo e implante de células-tronco oriunda de tecido
adiposo autélogo, todos os animais eram submetidos a coleta
de gordura abdominal duas semanas antes da realizacdo da
lesdo experimental. Para coleta de gordura os animais eram
anestesiados com o mesmo protocolo e entdo realizado
incisdo mediana abdominal inferior, com dissec¢do por
planos até a aponeurose do misculo reto abdominal. Identi-
ficacdo da artéria epigdstrica superficial esquerda na regido
inguinal, e coletado um fragmento de gordura com peso
variando entre 2 +/- 0,5 gramas.' %112

O fragmento de gordura, era transportado, em solucdo
tampdo PBS, do local de coleta até o laboratério para seguir
com os procedimentos especificos de preparacdo da ADSC.

[ > -omz]

Fig. 2 Modelo experimental de lesdo muscular. Descri¢do: (A) Exposicao do musculo reto femoral em toda a sua extensdo. (B) Lesdao
experimental no terco médio de musculo reto femoral. (C) Marcacdo das extremidades da lesdo do musculo reto femoral com ponto nao

absorvivel.
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Preparo das ADSCs

A preparagdo das células seguiu o protocolo que ja havia sido
publicado previamente;'%'"?! de forma resumida, a prepa-
ragdo das ADSCs seguiu as seguintes etapas: Ap6s a coleta de
tecido gorduroso autélogo, o fragmento de tecido adiposo foi
pesado e lavado extensivamente com solucdo salina (PBS),
cortado em pequenos pedacos e enzimaticamente digerido
utilizando colagenase crua tipo IA (Sigma, St Louis, MO, USA)
0,075% por 30 minutos em constante agitacao a uma tempe-
ratura de 37° C. O tecido digerido foi peneirado (100 pm) para
obter a fracdo celular estromal-vascular, que foi ressuspen-
dida em meio de Dulbecco s modificado (DMEM, Mediatech,
Herndon, VA, USA) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (FBS Gibco, Grand Island, NY, USA) e 1% de solucdo
antibiética (Penicilina G 10.000 U/mL, anfotericina B
25pg/ml e estreptomicina 10.000 pg/ml). Ap6s observar a
viabilidade celular, as células foram semeadas em pratos de
100 mm na concentracio de 1 x 10°. Apés 24 a 36 horas, as
células ndo aderentes e eritrdcitos foram removidos por meio
da troca do meio de cultura. As células foram cultivadas até
atingirem aproximadamente 80% de confluéncia, quando
eram tripsinizadas usando tripsina a 0,25% e plaqueadas.
As células eram ainda identificadas com marcador de super-
ficie (Vybrant Dil, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) utili-
zando protocolo especifico preconizado pelo fabricante. Na
realizacdo da intervengdo, foram aplicadas aproximada-
mente 1-2 x 10% de ADSCs marcadas.

Implante de ADSC

As patas incluidas no grupo III - ADSCs foram inicialmente
submetidas ao protocolo de lesdao experimental muscular e
entdo submetidas a aplicacdo de ADSCs diretamente no local
dalesdo.' A aplicagio ocorreu através de visualizacdo direta
com infiltragdo intramuscular de o 1-2x 10° de ADSCs
marcadas.

Coleta do tecido muscular

Ap6s o periodo de 2 semanas p6s-intervengdo, os animais
foram anestesiados, e entio submetidos a morte indolor
através de superdosagem dos anestésicos (quetamina 200
mg/kg +xilazina 40 mg/kg e tramadol 10mg/kg). Para a
coleta, foi realizada uma incisdo cutanea conforme via prévia
e divulsdo por planos até a exposicdo da regido previamente
lesionada no misculo reto femoral (marcado previamente
com nylon 6-0). Foi realizada entdo a incisdo do musculo reto
femoral na regido compreendida entre os pontos de nylon 6-
0 (local da lesdo muscular). O material coletado foi adicio-
nado a uma solu¢do de formaldeido 10% para seguir com todo
o protocolo de avaliag¢do histolégica.

Analise histolégica

Preparo do material

Os fragmentos musculares foram fixados em formaldeido
a 10% por 24 horas e desidratados em concentragdes
crescentes de alcool etilico, diafanizados pelo xilol e
impregnados pela parafina liquida em estufa, regulada
a temperatura de 60°C. A inclusdo foi realizada de tal

de Lima Santos et al.

maneira que pode ser observada nas laminas histolégicas,
cortes transversais da regido medial do misculo reto
femoral. Em sequéncia, os blocos foram cortados em
micrétomo do tipo Minot, ajustado para 4um com dis-
tancia entre os cortes de 50 um. Os cortes assim obtidos
foram colocados em laminas previamente untadas com
albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a
temperatura de 37 °C, durante 24 horas, para secagem e
colagem. Apés preparacgdo, as laminas foram submetidas
a coloragdo com técnicas de hematoxilina e eosina (H&E)
e picrosirius red.

Avaliacao quantitativa do processo inflamatoério

Tendo em vista a existéncia de processos inflamatérios
resultantes de lesdes teciduais, cinco imagens de cada lamina
foram obtidas através de microscépio 6ptico Olympus IX 81
(Olympus Corporation, Shinjuku-ku, Téquio, Japdo), com
camera Olympus DP72 (Olympus Corporation, Shinjuku-
ku, Téquio, Japdo) acoplada. Essas imagens, obtidas com
aumento de 40X, foram analisadas com o auxilio do Software
Image] (Image]J 1.53h, National Institutes of Health, Bethesda
MA, EUA).

Para analise, as células relativas ao processo inflamatério
cicatricial foram isoladas através do plugin Segmentation,
excluindo-se dessa forma os ndcleos referentes as fibras
musculares, e na sequéncia foi aplicado o plugin Counter
Cell para quantificacdo do namero de células totais restantes
em cada imagem. Os dados obtidos foram compilados e
posteriormente separados entre os grupos (grupo II -
SHAN ou grupo Il - ADSCs). Ao final, foi realizada uma
andlise comparativa relativa aos efeitos do tratamento com
ADSCs na cicatrizagdo muscular.

Avaliacao qualitativa da cicatrizacao muscular

Levando em consideragdo o processo de cicatrizacdo da lesao
muscular e as alteracdes do colageno que ocorrem ao longo
do tempo, foi realizada uma analise de metodologia quali-
tativa usando como referéncia o processo de cicatrizacdo
muscular e as respectivas modificagdes de cor ao longo desse
periodo. Para tal andlise utilizamos as imagens obtidas
através do microscopio Zeiss AX10 (Zeiss, Jena, Turingia,
Alemanha) com camera Zeiss AxioCam ICc5 (Zeiss, Jena,
Turingia, Alemanha) acoplada, com laminas coradas em
picrosirius red. De forma simplificada, foi realizada uma
analise descritiva sobre a propor¢do de fibras em aspecto
avancado de cicatrizagdo, ou seja, com colora¢do
amarela/laranja.

Analise macroscopica

A avaliagdo da morfologia local foi realizada no momento
imediato da coleta do material; nessa avaliacdo, foram
analisados os seguintes aspectos: altera¢bes na coloragdo,
solidez, nivel de fibrose, presenca de sinais infecciosos e
resposta inflamatéria local.?? De forma adicional, as imagens
também foram documentadas através de fotografias obtidas
com camera Canon (Canon EOS Rebel T5; Canon, Manaus,
AM, Brasil) para posterior verificagdo e apresentacdo dos
resultados.
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Fig. 3 Histologia microscépica da cicatrizacdo muscular - Avaliagdo inflamatéria. Descricdo: Imagens representativas da cicatrizagdo muscular
nos diferentes grupos. Grupo | - Controle: Imagem em hematoxilina e eosina (H&E) com aumento de 40X representativa do tecido muscular
original, ndo submetido a protocolos de lesdo ou de intervenc¢do, apresentando tecido muscular com aspecto habitual. Grupo Il -SHAN: Imagem,
em H&E com aumento de 40X, representativa do grupo submetido apenas a lesdo experimental com duas semanas de evolugdo, apresentando
grande quantidade de tecido inflamatério e tecido muscular em fase inicial de cicatrizagdo. Grupo Ill- ADSCs: Imagem, em H&E com aumento de
40X, representativa do grupo submetido a lesdo experimental e tratamento com utilizagcdo de ADSCs, apresentando diminuicdo na quantidade
de células inflamatérias, e tecido muscular em processo adiantado de cicatrizagdo.

Calculo amostral e analise estatistica

Levando em consideracdo o pioneirismo do estudo, o niimero
de animais foi decidido ap6s andlise da literatura rele-
vante.'>?3 Os dados obtidos na andlise quantitativa da
resposta inflamatéria foram tabelados e analisados estatis-
ticamente pelo programa BioStat 2009 (AnalystSoft Inc.,
Alexandria, VA, EUA). Primeiramente, os dados foram sub-
metidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normali-
dade dos grupos e posteriormente ao teste de analise de
variancia (ANOVA)/Tukey para dados paramétricos, e Krus-
kal-Wallis/Dunn para dados ndo paramétricos, para deter-
minar a significancia dos resultados. Foi fixado em 5% (p <
0,05) o nivel para rejei¢cdo da hip6tese de nulidade, assina-

lando-se com asterisco os valores significantes.

Resultados

Analise histologica

O processo inflamatério de cicatriza¢cdo muscular estava em
curso em ambos os grupos, visto a presenca de tecido
inflamatério na amostra analisada. Todavia, a anélise quan-
titativa demonstrou que a adicdao de ADSCs esta relacionada
com diminui¢do da quantidade de células inflamatérias por
campo na avaliagdo com 2 semanas (=Figura 3). Sobre a
andlise quantitativa, notamos diminuicdo de 164,2 células no
grupo sem adicdo de ADSCs, para 89,62 células por campo no
grupo com adi¢do de ADSCs, representando uma diminui¢do
de 46% na quantidade de células inflamatoérias apés a adi¢ao
de ADSCs (=Figura 4). Tendo em vista que o grupo controle
ndo apresentou qualquer indicio de processo inflamatério,

ele ndo entrou nesta quantificagdo.

A técnica de picrosirius red, sob polarizacdo, evidenciou
que o grupo tratado apresentou mais fibras de cor
laranja/amarela, o que evidencia acimulo de fibras colagenas
mais grossas compativeis com o processo final de cicatriza-

¢do (~Figura 5).
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Fig. 4 Imagem gréfica da anadlise inflamatéria. Descricao: Imagens
representativa da média do nimero de células por grupo. Em azul esta
representado o nimero de células por campo do grupo submetido ao
tratamento com ADSCs e em laranja do grupo ndo submetido a
nenhum tratamento. Nessa analise nota-se uma diminuicdao

Analise macroscépica

Ndo foi observada nenhuma alteracdo no estado geral do
animal ou sinais infecciosos nas patas traseiras submetidas a
lesdo experimental ou a intervencdo com adi¢do de ADSCs.
Os animais foram capazes de deambular na gaiola nos
primeiros dias de pds-operatério e em nenhum momento
apresentaram modificacdo na aceitacdo da dieta ou de agua.
Em ambos os grupos, o tecido muscular ja se apresentava
com aspecto de cicatrizacdo em fase final, com alterag¢ées
fibréticas notaveis em sua superficie. A avaliagdo macroscé-
pica ndo foi capaz de notar diferencas entres os grupos
submetidos ou ndo a intervengdo (~Figura 6).

Discussao

Os principais achados desse estudo fazem referéncia a
obtencdo de bons resultados histolégicos apés a utilizacdo
de ADSCs no tratamento de lesdo muscular aguda. Esses

Rev Bras Ortop  Vol. 57 No. 5/2022 © 2022. Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. All rights reserved.
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Grupo Il - SHAN

de Lima Santos et al.

Grupo lll - ADSC

Fig. 5 Histologia microscépica da cicatrizacdo muscular - Avaliagdo muscular. Descri¢cdo: Imagens representativas das modificagdes do
colageno nos grupos submetidos a lesdo experimental e ao tratamento com ADSCs. Grupo Il - SHAN: Imagem em picrosirius representativa da
fase inicial de modificacdo do coldgeno com minima quantidade de fibras coradas em laranja ou amarelo. Grupo Il - ADSCs: Imagem, em
picrosirius, representativa de fase mais avancada de modificacdo do colageno com quantidade maior de fibras corada em laranja ou amarelo.

Lesdao experimental

Fig. 6 Avaliacdo macroscépica com utilizacdo de ADSCs. Descri¢do:
Lesdo experimental: Aspecto do modelo experimental logo apés a
lesdo muscular e marcacdo com nylon 6-0. Grupo Il - SHAN: Imagem
representativa do aspecto macroscépico apds 2 semanas de pds-
operatorio. Grupo Ill - ADSCs: Imagem representativa do aspecto
macroscépico do grupo submetido a lesdo e intervencdo (adicao de
ADSCs) ap6s 2 semanas de pos-operatorio.

DISTAL [

achados estdo somados aos recentes trabalhos publicados
por nosso grupo, que mostram resultados promissores para
utilizacdo de diferentes ortobiol6gicos: (i) células-tronco' e
(ii) scaffolds.?? Esses primeiros estudos conseguiram repro-
duzir de forma satisfatéria resultados ja bem estabelecidos
em outros grupos de pesquisa, e estdo funcionando como
motivadores para a continuidade no desenvolvimento, aper-
feicoamento e utilizagdo de ortobiolégicos.

No modelo experimental apresentado, com uma lesdo
aguda, cortante do tecido muscular, esperamos que a utili-
zacdo de ADSCs consiga otimizar a cicatrizagdo muscular
através de trés mecanismosZ*: (i) producdo de fatores de
crescimento, com otimizacdo da angiogénese e diminuicdo
das vias que favorecem a apoptose celular; (ii) agdo imunos-
supressora através da diminuicdo da atividade nos linf6citos
T e B; (iii) inducdo na diferenciacdo de fibroblastos em
midcitos.

A opgdo por uma lesdo aguda e com avaliagdo precoce foi
motivada pela maior funcionalidade e atuacdo das células-
tronco nos primeiros dias pés-intervencdo. Dessa maneira,
procuramos avaliar uma provavel aceleracdo na recuperagao
funcional ao longo do tempo, apds utilizacdo de ADSCs. Nesse
sentido, a grande inovacdo desse trabalho foi justamente
apresentar o primeiro estudo com utilizacdo de ADSCs no
tratamento de lesio muscular aguda em um modelo
experimental.

Dentre as limitacdes deste estudo podemos citar as difi-
culdades para o cdlculo amostral, visto o pioneirismo do
estudo; a utilizacdo de um modelo experimental pouco
reprodutivel na pratica clinica, visto que as lesdes cortantes
ndo sdo as mais frequentes; e auséncia de avalia¢do adicional
com outros métodos, como a biomecdnica e a avalia¢do
funcional. Como perspectivas para o futuro, esperamos
manter o pioneirismo e continuar os trabalhos com desen-
volvimento, producdo e avaliacdo dos mais diversos ortobio-
l6gicos disponiveis.
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Conclusao

A utilizagdo de ADSCs no tratamento de lesdo muscular
aguda apresentou vantagens histolégicas quando comparado
a sua ndo utilizagdo.
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Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) - pro-
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