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RESUMO

O tenddo calcaneo €é o maior e mais resistente dentre os tenddes do corpo humano. Entretanto,
devido a sobrecarga, ¢ um dos mais acometidos por les@o entre atletas, e é relativamente comum
na populagdo adulta de modo geral. A cicatrizacdo envolve eventos que sido controlados por
mediadores bioquimicos que regulam o reparo. A utilizacdo das células tronco derivadas de
tecido adiposo (CTMA) apresenta diversas vantagens devido a sua capacidade de diferenciacgao,
coleta pouco invasiva e alto rendimento celular. Efeitos promissores no reparo tendineo tem
sido também demostrando pela utilizacdo da microcorrente (MC), pois mimetiza e amplia os
sinais bioelétricos do corpo, aumentando sua habilidade em transportar nutrientes e residuos
metabolicos das células na drea afetada. A associacdo das CTMA com MC pode representar
uma alternativa para tratamento de lesdes tendineas com possiveis efeitos terapéuticos
satisfatorios. Objetivo: Investigar o efeito combinado da aplicacdo das CTMA e MC no 14°
dia do processo de cicatrizagdo do tenddo calcaneo de ratos. Materiais e Métodos: 75 ratos
Wistars machos foram distribuidos em 5 grupos: normal (N); transeccionado (T);
transeccionado tratado com CTMA (CT); transeccionado tratado com microcorrente (MC) e
transeccionado tratado com CTMA e microcorrente (CT+MC). Andlises: citometria de fluxo,
fluorescéncia, dosagem de hidroxiprolina, Elisa, Western blotting, zimografia, medidas de
birrefringéncia e coloracdo com HE e AT. Resultados: A citometria demonstrou alta expressao
dos marcadores CD90 e CD105 e baixa do CD34 nas CTMA. Maior concentragdo de
hidroxiprolina foi encontrada em tenddes do grupo T em relacao aos grupos CT, MC e CT+MC.
Os resultados da quantificacdo de PCNA, assim como do TNF-o mostraram aumento
expressivo em seus niveis nos grupos CT e CT+MC. No resultado de caspase III nao houve
diferenca entre os grupos. A quantificagdo da citocina IL-10 apresentou niveis aumentados nos
grupos MC e CT+MC em relac@o ao grupo N, assim como aumento no grupo MC em relacao
ao T. O colageno I mostrou-se aumentado nos grupos MC e CT+MC, enquanto que o aumento
do coldgeno III na regido tendinea foi mais intenso no grupo CT quando comparados ao grupo
N. A isoforma ativa da MMP-2 aumentou em todos os grupos com tenddes transeccionados. A
microscopia de polarizagdo mostrou maior organizagao das fibras de colageno no grupo MC,
devido ao maior valor de birrefringéncia observado nesse grupo. Na microscopia de
fluorescéncia, observou-se no 14° dia a presenca das CTMA-GFP injetadas logo apos a lesdao
nos grupos CT e CT+MC. Nos cortes de tenddes transeccionados corados com HE e AT, foram
observados maior celularidade e matriz mais fortemente, respectivamente, em relacdo ao grupo
N. Conclusao: o presente estudo indica um efeito benéfico da microcorrente na regidao
transeccionada do tendao para a reorganizagdo do tecido, evidenciada pelo aumento dos niveis
de coldgeno I e organizagdo das fibras coldgenas.

Palavras-chave: reparo, morfologia, coldgeno, citocinas, PCNA, matriz extracelular,
birrefringéncia.



ABSTRACT

The calcaneus tendon is the largest and most resistant tendon of the human body. However, due
to overload, it is one of the most affected by injury among athletes, and also relatively common
in the adult population in general. Healing involves events that are controlled by biochemical
mediators that regulate repair. The use of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells
(ADMSC) has several advantages due to its capacity of differentiation, little invasive collection
and high cellular yield. Promising effects on tendon repair have also been demonstrated by the
use of microcurrent (MC) as it mimics and amplifies the bioelectrical signals of the body,
increasing its ability to carry nutrients and metabolic waste from the cells in the affected area.
The association of ADMSC with MC may represent an alternative for treatment of tendinous
lesions with possible satisfactory therapeutic effects. Objective: To investigate the combined
effect of ADMSC and MC on the calcaneus tendon healing process in rats. Materials and
Methods: 75 male Wistars rats were distributed in 5 groups: normal (N); transected tendon (T);
transected tendon treated with ADMSC (SC); transected tendon treated with microcurrent (MC)
and transected tendon treated with ADMSC and microcurrent (SCMC). Samples of each group
were analyzed using flow cytometry, hydroxyproline dosage, Elisa, Western blotting and
zymography. For morphology birefringence measurements and sections stained with HE and
TB, were analyzed. Results: Cytometry demonstrated high expression of the CD90 and CD105
markers and low CD34 markers. Higher concentration of hydroxyproline was found in tendons
of the T group in relation to the SC, MC and SCMC groups. The results of the quantification of
PCNA as well as of TNF-a showed an expressive increase in their levels in the SC and SCMC
groups. The quantification of IL-10 cytokine showed increased levels in the MC and CT + MC
groups in relation to the N group, as well as in the MC group in relation to the T. Collagen I
was shown to be increased in the groups submitted to MC and ADMSC+ MC, whereas the
increase in collagen III in the transection region of the tendon was more intense in the SC group
when compared to the Normal tendon. The active isoform of MMP-2 was increased in all
groups with transected tendons. Analysis under Polarization microscopy showed greater
organization of the collagen fibers in the MC group, due to the higher birefringence value
observed in that group. In the fluorescence microscopy, the presence of the ADMSC-GFP
injected shortly after the injury in the CT and CT + MC groups was observed on the 14th day.
In the sections of transected tendons stained with HE and TB, greater cellularity and more
strongly stained extracellular matrix were observed in all transected tendons, in relation to the
N group. Conclusion: the present study indicates a beneficial effect of the microcurrent in the
transected region of the tendon for the reorganization of the tissue, evidenced by the increase
of collagen I levels and the organization of the collagen fibers.

Keywords: repair, morphology, collagen, cytokines, PCNA, extracellular matrix,
birefringence.
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1. INTRODUCAO

Os tenddes s@o estruturas anatdmicas que ligam os musculos aos 0ssos, possuem
coloracdo branca e brilhante, em funcdo da agregacgao e organizacio dos feixes de coldgeno por
toda extensdo do tecido (BENJAMIN et al., 2008). Sua principal fungdo € transmitir a forga
gerada nos mdusculos para o osso a fim de manter a postura ou produzir movimento

possibilitando a realizacao de movimentos voluntdrios quanto involuntarios, de uma maneira

sintOnica e eficaz. (CULAW et al., 1999; THORNTON e HART, 2011).

1.1 Caracteristicas Estruturais e Bioquimicas do Tendao Calcaneo

O tendao calcaneo, ou tenddo de Aquiles, € o maior e mais forte de todos os tenddes do
corpo humano, e mede cerca de 15cm (PALMER, 2007). Origina da juncio das aponeuroses
dos musculos gastrocnémios lateral e medial, e convergem numa lamina membrandcea que se
funde com o tenddo do musculo séleo subjacente para formar o tendao calcaneo, que se insere
na tuberosidade do osso calcaneo da regido tarsal do pé (LATARJET e LIARD, 1996;
KOSKINEN et al., 2004; DANGELO e FATTINI, 2007).

O tenddo calcineo, assim como os demais tenddes, € constituido por tecido conjuntivo
denso e modelado, e abundante matriz extracelular (MEC) formada por fibras colagénicas
altamente orientadas (J OZSA e KANNUS, 1997; VIDAL e MELLO, 2010). O maior
componente da MEC do tendao calcaneo € o colageno, constituindo aproximadamente 85% do
peso seco do tenddao (KJAER, 2004), e tem como principal fungdo fornecer resisténcia
biomecanica a essa estrutura (BENJAMIN et al., 2008). O coldgeno predominante € o tipo I
compondo cerca de 95% do coldgeno total (RILEY, 2008; LONGO et al., 2009), embora
estejam presentes também em menor quantidade no epitenddo e no endotendio coldgenos do
tipo II e III (JAMES et al., 2008). Os coldgenos do tipo IV, V e VI sdo encontrados na parte
mediana e na entese do tenddo calcineo (JOZSA e KANNUS, 1997; WAGGETT et al., 1998;
TAYLOR et al., 2011), e além disso, o tipo V € ligado através de ligacdes cruzadas com outros
tipos de colagenos e atua regulando a caracteristica de estrutura fibrilar no tendao (JAMES et
al., 2008).

As moléculas de coldgeno sdo constituidas por trés cadeias polipeptidicas denominadas
0, que assumem uma organizagdo em tripla-hélice, estabilizada por ligagdes de hidrogénio e
ligacdes eletrostdticas. Cada cadeia é caracterizada pela repeticao de um triplete Gly-X-Y, na
qual Gly é o aminoacido glicina, com conteido de 30% e X e Y podem ser qualquer

aminodacido. No entanto, a posicdo X comumente € ocupada por prolina, representando 12% e
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a posicdo Y por hidroxiprolina, com 11%. A repeticdo desse triplete é o que proporciona a
estrutura primdria de cada cadeia (PRESTES, 2013).

As extremidades geralmente ndo assumem a conformacdo helicoidal, favorecendo a
ocorréncia de ligacdes cruzadas em alguns tipos de coldgenos. Tais ligagdes fornece uma grande
resisténcia as forgas de tensdo, e sdo responsaveis pelas funcdes mecanicas. O aumento na
quantidade de ligacdes cruzadas dentro e entre as moléculas de coldgeno, em individuos que ja
atingiram idade adulta, resulta no aumento da cristalinidade e rigidez das estruturas que contém
coldgeno (CARVALHO e PIMENTEL, 2013).

A estrutura secundéria do coldgeno € gerada pela geometria das moléculas de prolina e
hidroxiprolina, além disso, tais aminoédcidos colaboram para estabilidade da estrutura helicoidal
da molécula (PRESTES, 2013). A concentracdo de hidroxiprolina geralmente é usada como
parametro para medir quantidades de coldgeno presente no tecido de estudo (REDDY e
ENWEMEKA, 1996).

As moléculas de coldgeno sdo secretadas na forma de pré-coldgeno solivel, que sdo
originadas a partir das cadeias a que se associam em sua por¢do C-terminal por ligacdes de H
e pontes dissulfetos dando inicio a estrutura trimérica dessa molécula (CARVALHO e
PIMENTEL, 2013). O pro-colageno € secretado dentro das vesiculas, formado no aparelho de
Golgi e, a medida que passam para o meio extracelular, sofrem a ac@o de peptidases que clivam
as duas porcdes ndo helicoidais presentes em suas extremidades, removendo os N- e C-
propeptideos. A a¢do dessas enzimas € necessdria para iniciar o processo de fibrilogénese, e
esses propeptideos tem como a¢do impedir que as moléculas de pro-coldgeno associem-se em
agregados no interior celular, permitindo dessa forma, a sua secre¢do como moléculas isoladas.
Assim, é necessdrio que ocorra o processo de clivagem para formacao do tropocoldgeno, o qual
comega a se ligar com outras moléculas de tropocoldgeno, por meio de ligagdes cruzadas, dando
origem as fibrilas de coldgeno (NEKLYUDOV, 2003; CANTY e KADLER, 2005;
DAMODARAN et al., 2010)

A associacgdo entre o coldgeno e os outros elementos da MEC, bem como o didmetro e
a orientacdo de suas fibras e feixes sdo responsaveis pela funcionalidade e as propriedades
biomecanicas dos tenddes (VIDAL e CARVALHO, 1990). Na MEC além de coldgeno, estdo
presentes substancia de suporte, como proteoglicanos, (PGs) e glicoproteinas estruturais assim
como proteinas de ligacdo, COMP (proteina oligomérica da matriz da cartilagem), tenascina C,
fibronectina, fibulina, fibrilina e trompoespondina. As fung¢des destas proteinas estdo
relacionadas com a organizacdo das moléculas da matriz, sinalizagdo e comunicacao celular

entre os componentes (CARVALHO e PIMENTEL, 2013).
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Os PGs sdo moléculas compostas por uma proteina central, que se une covalentemente
por uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos. Entre os PGs presentes nos tenddes, o decorin
e o fibromodulin sdo os PGs mais importantes, com comprovada acdo durante o processo de
fibrilogénese (DERWIN et al, 2001) regulando a espessura das fibrilas, por inibir a adi¢do de
novas moléculas de coldgeno e evitar a fusdo entre as fibrilas (CARVALHO e PIMENTEL,
2013), além de estarem envolvidos na modulacdo da MEC e no comportamento celular
(CHAKRAVARTI, 2002). A concentracdo desses pequenos PGs € alterada durante o processo
de reparo, uma vez que atuam diretamente na fibrilogénese do coldgeno (THOMOPOULOS et
al., 2002).

Os elementos da MEC sao produzidos por tenoblastos e tendcitos, que se situam entre
as fibras de colageno (KIRKENDALL e GARRETT, 1997, KANNUS, 2000). O arranjo
estrutural das fibrilas de coldgeno e a associacdo destas com outros elementos de matriz sdo
responsaveis pelas propriedades biomecanicas do tenddao (BENEVIDES et al., 2004).

A manuten¢do da integridade e organizacdo da matriz envolve, a sintese e degradacio
dos componentes da MEC. As metaloproteinases (MMPs) sao endopeptidases zinco dependente
que desempenham acdo proteolitica e possuem um importante papel na sintese € no
remodelamento da MEC do tenddo (SUMMERS e KOOB, 2002; MAGNUSSON et al., 2003).
Inicialmente, as MMPs sdo expressas sob uma forma enzimaticamente inativa conhecida como
“zimogénio” ou “pr6-MMP”, cuja organizagdo estrutural basica ¢ comum a todos os membros
jé4 identificados e apresenta trés dominios distintos: sequéncia N- terminal, pro-peptideo ligado
ao sitio catalitico por uma ligacdo sulfidrila, sitio catalitico contendo Zn?+ e célcio e
extremidade C-terminal. A ativagc@o enzimdtica requer a remog¢ao do dominio pré-peptideo por
meio da degradagdo deste por outras proteases, tais como plasmina, ou por MT-MMPs (MMPs
do tipo membrana) (RAFFETTO e KHALIL, 2008; MURPHY e NAGASE, 2008)

As MMPs sdo divididas basicamante em colagenases (MMP-1, 8 e 13), que clivam
coldgenos do tipo I, II e III; gelatinases (MMP-2, 9), (BRAMONO et al.,, 2004;
YOUNGSTROM e BARRETT, 2016); estromelisina (MMP-3 e 10), MMPs de membrana
(MMP-14, 15, 16, 17 24 e 25) e outras que sdo classificadas de acordo com suas propriedades
bioquimicas (UEDA et al., 2008). As atividades das MMPs sdo inibidas de forma reversivel
pelos inibidores de metaloproteinases (TIMPs) (BRAMONO et al., 2004). Dessa forma, é
necessario que haja um equilibrio entre as MMPs e TIMPs a fim de manter a homeostase da
MEC (SHARMA e MAFFULLI, 2004).

A pr6-MMP-2 (72 kDa) € processada por acdo combinada da MMP-14 e do TIMP-2,

resultando na forma enzimaticamente ativa (64 kDa). Entretanto, o estresse oxidativo
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aumentado e a a¢do do peroxinitrito (ONOO") podem ativar a pr6-MMP-2 sem remover o pro-
peptideo autoinibitério, mantendo-se o mesmo peso molecular da forma inativa (72 kDa)

(SCHULZ, 2007; MURPHY e NAGASE, 2008).

1.2 Arquitetura Interna do Tendao

Os feixes de coldgeno apresentam-se dispostos em fibrilas, fibras e fasciculos. Os
fasciculos sdao rodeados pelo endotenddo, que possui continuidade com o epitenddo. Tanto o
endotenddo como o epitenddo constituem-se por uma fina camada de tecido conjuntivo
contendo suprimento nervoso, vascular e linfatico (RAISER et al., 2003; VOLETT et al., 2012).
Alguns tenddes, especialmente os encontrados nos pés € nas maos apresentam em sua parte
mais externa uma bainha com liquido sinovial, que funciona como uma luva permitindo que o
tendao deslize suavemente entre as estruturas que estao ao seu redor. Tenddes como o calcaneo,
nio estdo envolvidos em uma bainha sinovial e apresentam em sua parte mais externa, um
tecido conjuntivo frouxo, o paratenddao, composto por tinica camada de células vascularizadas
0 que permite o fornecimento sanguineo para esta estrutura (KANNUS, 2000; MAFFULLI et
al., 2004; JAMES et al., 2008)

Dessa forma, a arquitetura tendinea é organizada em paratenddo, o qual circunda essa
estrutura. Abaixo h4 uma fina bainha de tecido conjuntivo denominada epitenddo, onde sua
superficie interna € continua com o endotenddo. Este recobre cada fibra do tenddo e liga essas

fibras individuais, formando os fasciculos de coldgeno (Figura 1) (J OZSA e KANNUS, 1997).
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fibras de colageno

endotendio

células tronco tendio

Vvasos sanguineos

Nnervos

paratenddo epitenddo

Figura 1: Ilustracdo da organizag@o hierdrquica da estrutura do tenddo. As moléculas de
coldgeno sdo organizadas em fibrilas, feixes e fasciculos (modificado de Wang, 2006).

1.3 Lesao do Tendao Calcaneo

Dentre os tenddes do corpo humano, o tenddo calcaneo é o maior e mais resistente.
Entretanto, devido a sobrecarga, € um dos mais acometidos por lesdo entre atletas devido a
sobrecarga, o que € relativamente comum também na populagdo adulta com incidéncia estimada
em 18 para cada 100.000 pessoas. Em fun¢do da crescente pratica de atividades esportivas esta
incidéncia tem aumentado nos dltimos anos. (LEPPILAHTI et al., 1996; PAJALA et al., 2002;
GAJHEDE-KNUDSEN et al., 2013).

Lesdo no tenddo calcaneo, além de ser uma das mais graves, € também a mais comum
dentre as lesdes tendineas. As rupturas podem ocorrer de uma forma total ou parcial. A ruptura
total ocorre com maior incidéncia em atletas entre 20 e 40 anos de idade, enquanto que a ruptura
parcial € mais comum em individuos de meia idade, envolvidos com atividades reacreacionais.
(BARRY e MCGUIRE, 1996).

Nos esportes, os futebolistas e esportes de alto impacto, como a corrida e o salto, sao os

que provocam com maior frequéncia as rupturas dos tenddes calcaneos, uma vez que esses tipos
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de atividades ocasionam grande estresse ao tenddo durante a contragdo muscular excéntrica do
triceps sural (SALOMADO et al., 1993). Diante disso, em torno de 81 e 89% das rupturas do
tenddo de calcaneo ocorrem durante atividades relacionadas com esportes (LEPPILAHTTI et
al.,1998; PAJALA et al., 2002).

Com o avanco da idade, ocorrem importantes mudancas biomecanicas no tendao,
relacionadas com a degeneracdo colagenosa. Elastina, PGs e d4gua diminuem enquanto que o
conteiido de coldgeno aumenta, levando a perda da elasticidade do tecido como um todo
(KANNUS, 2000).

O processo de cicatrizagcdo no tendao calcanear demora semanas ou até mesmo meses,
em funcdo do baixo suprimento sanguineo, e quando lesionado hd uma reducao do fluxo com
consequente hipdxia local (LONGO et al., 2009; PALMER, 2007; TITLE e SCHON, 2007).

Com a perda da integridade do tecido, logo se inicia o processo de reparo, com a

finalidade de restabelecer a homeostasia tecidual (MENDONCA e COUTINHO, 2009).

1.4 Mecanismos Envolvidos na Cicatrizacao Tendinea

A cicatrizacdo envolve eventos que sdo sustentados e controlados por mediadores
imunolégicos e bioquimicos implicando na ativagdo de células e sinais moleculares que
interagem, regulam e modulam o reparo. Esta é descrita em trés fases, inflamatéria, proliferativa
e de remodelamento ou maturacdo, baseadas nos aspectos macroscopicos, histoldgicos e
celulares predominantes em cada uma delas (BALBINO et al., 2005; LIMA et al., 2012). Essas
fases ndo ocorrem isoladamente, e se sobrepdoem de forma continua e temporal (GHOSH e

CLARK, 2007).

Fase inflamatéria

Ap6s a ocorréncia da lesdo, inicia-se a fase inflamatdria, que se estende do 1° ao 7° dia
pés-lesio (RAMASASTRY, 2005). E caracterizada pela alteracio nas células endoteliais
provenientes da lesdo de vasos sanguineos, e ativacdo de plaquetas, as quais sofrem
desgranulacdo induzida pela trombina, e secretam multiplos mediadores, incluindo fatores de
crescimento (EMING et al., 2007).

A produgdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, interleucina 1 (IL-1) e
interleucina 6 (IL-6) ocorre rapidamente apos a lesdao (GERSZTEN et al., 1999). O fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-1 s@o os principais mediadores da resposta inflamatdria
aguda, atuam sobre os receptores das células endoteliais induzindo a producio de 6xido nitrico
(NO), assim como aumento da expressdo de moléculas de adesdo, que contribuem para o

recrutamento e acimulo de mais fagdcitos na drea inflamada. Mesmo estando formado o
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gradiente quimico, se tais citocinas ndo estiverem expressas na membrana das células
endoteliais, a for¢ca de arraste da circulagdo nio permite a adesdo e transmigracdo leucocitdria
para o exterior o vaso (TIZARD, 2005). Os neutréfilos provenientes da circulagdo sao as
primeiras células a atingirem a regido, estando predominantes presentes entre o primeiro e
segundo dia. (HATANAKA e CURI, 2007).

Os macroéfagos, derivados dos mondcitos, sdo as proximas células a surgirem na drea
lesionada, por volta do segundo ao quinto dia (PARK e BARBUL, 2004). Além de auxiliar os
neutréfilos na eliminac@o de microorganismos pela fagocitose, os macréfagos apds fagocita-
los, apresentam seus peptideos as células T auxiliares (ABBAS et al., 2008). Além disso, atuam
na limpeza da ferida, degradando e eliminando componentes do tecido danificado, como
colageno, elastina e PGs (MENDONCA e COUTINHO, 2009).

A liberacdo de mediadores tais como, fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento transformante B (TGF-B), fator de crescimento epidérmico
(EGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), serotonina, bradicinina,
prostaglandina e histamina, também glicoproteinas adesivas como fibronectina e
trombospondina, sdo importantes constituintes da MEC proviséria (MENDONCA e
COUTINHO, 2009). Os mediadores liberados formam um gradiente quimiotatico que orienta
o recrutamento e a migracao das células envolvidas com a instalagdo da resposta inflamatdria

(BALBINO et al., 2005).

Fase proliferativa

Inicia-se por volta do 8° dia e estende-se até o 14° dia pds-lesdo. A fase proliferativa do
processo de cicatrizacdo € a responsdvel pelo fechamento da lesdo propriamente dito, estigio
que se caracteriza pelos processos de fibroplasia, angiogénese e deposicio de MEC (OSHIRO
et al, 2003).

No processo de fibroplasia, ocorre a substituigdo da MEC provisoria por um tecido
conjuntivo mais denso e eldstico, uma vez que, ocorre aumento significativo de fibroblastos
ativados, 0s quais sio responsaveis por este processo, atuando na sintese de proteinas da matriz
como a fibronectina, dcido hialuronico (AH), PGs e coldgeno no local lesionado (HARTLAPP
et al., 2001). Fatores de crescimento como PDGF e TGF-f, induzem a sintese de coldgeno
durante a fase proliferativa (BROUGHTON et al., 2006).

Para que a fibroplasia ocorra de forma eficiente, acontece concomitantemente o
processo de angiogénese, formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes,

a fim de carrear oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo celular local (BALBINO et
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al., 2005; MENDONCA e COUTINHO, 2009). Fatores como o FGF, VEGF e TGF-f sao os
principais agentes angiogénios envolvidos nesse processo. Além disso, os mediadores como
proteina quimiotdtica de mondcitos (MCP-1), interleucina-8 (IL-8) e fator estimulador de
coldnias de granuldcitos e macréfagos (GM-CFES) também possuem atividade angiogé€nica
(HATANAKA e CURI, 2007).

Com a fibroplasia e a angiogénese instaladas, inicia-se a formacdo do tecido de
granulagdo, constituido por macréfagos, fibroblastos, células inflamatérias e componentes
neovasculares, os quais sdo sustentados por matriz frouxa de fibronectina, AH, GAGs
(glicosaminoglicanos) e coldgenos tipos I e Il (BAUM e ARPEY, 2005; HATANAKA e CURI,
2007).

A MEC, inicialmente formada por proteinas derivadas das plaquetas e plasma, passa por
uma alteragdo em sua composi¢do. Na fase inicial do reparo, os fibroblastos passam a depositar
grandes quantidades de fibronectina e AH. Posteriormente, ha aumento na producdo de GAGs,
que serdo, em parte, substituidos por proteinas como coldgeno, elastina, laminina e proteases
responsaveis pelo remodelamento (BALBINO et al., 2005). Lentamente, o tecido de granulagdo
€ enriquecido com mais fibras coldgenas, o que comeca a dar a regido lesada a aparéncia de
cicatriz devido ao acimulo de massa fibrosa. O pico de produgdo de coldgeno tipo III ocorre

neste periodo, e o contetido de 4gua e GAGs permanece alto durante esta fase (OAKES, 2003).

Fase de remodelamento

Inicia por volta da 2* semana pds-lesdo e se estende por um periodo de um ano ou mais
em rupturas totais, € cerca de 30 semanas em tenotomias parciais (POSTACCHINI e De
MARTINO, 1980; TILLMAN e CUMMINGS, 1992). Tal fase ¢ marcada por maturacdo dos
elementos e alteracdes na MEC. (BALBINO et al., 2005; HATANAKA, CURI, 2007).

O remodelamento envolve etapas sucessivas de producdo, digestdo e orientacdo das
fibras de coldgeno. Inicialmente, a deposi¢do de colageno € feita de maneira aleatdria, tendo
como orientacao a organizacao da fibronectina, e é dependente da natureza e direcao das tensoes
aplicadas ao tecido. Subsequentemente, essas fibras sdo digeridas, ressintetizadas, rearranjadas
conforme organizagdo das fibras do tecido conjuntivo adjacente (BALBINO et al., 2005).

A etapa de remodelamento constitui-se pela mudanca do tipo de coldgeno que a compde
e de sua disposi¢ao. O coldgeno tipo III, inicialmente mais abundante que o tipo I, vai sendo
degradado mais ativamente com o decorrer do tempo, enquanto que o coldgeno I vai tendo sua
producdo aumentada pelos fibroblastos, o que proporciona resisténcia ao tecido, em decorréncia

do aumento de ligagbes cruzadas entre as moléculas e da presenca de fibras compactas e



21

espessas. O aumento na deposi¢do e reorganizacdo do coldgeno, assim como o aumento da
resisténcia da cicatriz propicia maior forca ténsil ao tecido (PEREIRA et al., 2002;
BROUGHTON et al., 2006).

A MEC nao é estitica, e mesmo no tecido normal € constantemente remodelada. A
degradacao dos seus componentes, como coldgeno e de outas proteinas € realizada pelas MPPs,
(CLUTTERBUCK et al., 2010), que consistem em colagenases intersticiais, gelatinases,
estromelisinas e metaloproteinases da matriz ligadas a membrana. Entretanto, no reparo de
tenddo a degradacao do coldgeno € iniciada na MEC principalmente por gelatinases (MMP-2 e
-9), as quais degradam coldgenos desnaturados e fragmentos de coldgeno (KJZAR, 2004). As
colagenases (MMP-1, -3, -8 e -13) atuam degradando coldgenos dos tipos I, II e III, além de
outros componentes da matriz (CLUTTERBUCK et al., 2010). Tais enzimas sdo produzidas
por diversos tipos celulares como, macréfagos, neutréfilos, fibroblastos e queratindcitos, e sua
secrecao € induzida por determinados estimulos, incluindo fatores de crescimento, como PDGF
e FGF, e citocinas, como IL-1 e TNF-a (GILL e PARKS, 2008; TELLER e WHITE, 2011;
KHOKHA et al., 2013).

O intenso processo de remodelamento no tendao € caracterizado pela presenca de MMP-
2 e 9. No final da fase inflamatdria e fase proliferativa, ocorre declinio na produ¢do de MMP-
9 e aumento da producdo de MMP-2 pelos fibroblastos (KAROUSOU et al., 2008). Entretanto,
apesar de todo o processo de remodelamento, as propriedades bioquimicas e biomecanicas do
tecido cicatrizado nunca se igualam as caracteristicas de um tecido integro (SHARMA e

MAFFULLI, 2016).

1.5 Mediadores Quimicos e seus Efeitos no Processo de Reparo

Durante a evolucdo do processo de reparo, observa-se entre os mediadores, grande
diversidade de natureza quimica, fontes produtoras e forma de influéncia sobre as células.

O TNF exerce uma variedade de efeitos bioldgicos incluindo produgdo de citocinas
inflamatorias, regulagcao positiva de moléculas de adesdo, proliferacdo, diferenciacdo e morte
celular (KAMATA et al., 2005). Estudos tem demonstrado que TNF participa diretamente da
angiogénese e induz a sintese do TGF-f3, assim como proliferacao de fibroblastos, componentes
essenciais no processo de cicatrizagdo. Ademais, induzem biossintese de varios outros
mediadores inflamatérios, incluindo interleucina 1 beta (IL-1B) e cininas, que em sinergia
podem amplificar a resposta inflamatéria (FAHEY et al., 1990; HENRY e GARNER, 2003).

TNF- o foi originalmente identificado como fator que leva a necrose rdpida de tumores

transplantaveis em camundongos (CARSWELL et al., 1975) e tem sido considerada uma
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citocina pré-inflamatéria envolvida na resposta imune inata (CLARK, 2007). E produzida por
células imunes como macréfagos e linfécitos (TIPPING et al., 1991; PARAMESWARAN e
PATIAL, 2010) no entanto, estudos adicionais revelaram que também é produzido por células
endoteliais e epiteliais (TIMOSHANKO et al., 2003).

Moléculas da superfamilia TGF-f, também, participam ativamente deste processo,
modulando uma série de eventos celulares vitais no desenvolvimento, diferenciacdo e
homeostase dos tecidos (GORDON e BLOBE 2008). Seus membros compreendem TGF-B1,
TGF-B2 e TGF-p, proteina morfogenética 6ssea (BMP), inibinas e ativinas. Os membros da
familia TGF- e PDGF sao agentes quimiotaticos para neutréfilos e macrofagos. Além das
atividades quimioatraentes do TGF-B, possui também papel importante na fibroplasia
(SELLHEYER et al., 1993; HELDIN et al.,, 2002). Os mediadores como TGF-§, PDGF
tromboxanos e fator de ativacido plaquetdria (PAF) liberados pelas plaquetas ativadas, se
difundem pela matriz proviséria formando um gradiente quimiotatico que orienta a migra¢ao
das células envolvidas com a instalacio da resposta inflamatéria (BALBINO et al., 2005).

A regulacdo do VEGF € fundamental para a neovascularizacdo em numerosos tecidos
sob condig¢Oes fisiologicas e patoldgicas. O VEGF possui multiplas isoformas, criadas por
splicing alternativo ou clivagem proteolitica, e caracterizadas por diferentes propriedades de
ligacdo ao receptor e de ligacdo a matriz (VEMPATI et al., 2014). Atualmente a familia do
VEGEF inclui VEGF-A, -B, -C, -D, - E e PLGF. VEGF, produzido por macréfagos, além de
outros fatores de crescimento também sintetizados por tais células, como PDGF, TGF-f, e FGF
se destacam como as principais citocinas necessarias para estimular a formagdo do tecido de
granulacdo (SINGER e CLARK 1999).

Durante o processo de cicatrizacdo, acredita-se que a IL-10 (Interleucina 10) seja o mais
importante mediador com papel limitador e finalizador da resposta inflamatoria. Foi
originalmente descrita como um fator inibidor de sintese de citocinas, por sua capacidade de
ativar fungdes de macréfagos / mondcitos e diminuir a produgdo de citocinas pré-inflamatorias.
Adicionalmente, ndo sé regula o crescimento ou diferenciagdo de vérias células do sistema
imune, mas também de queratindcitos e c€lulas endoteliais (MOORE et al., 2001). Uma das
suas formas de atuacao se da pela inibi¢do da infiltracdo de neutréfilos e macréfagos aos sitios
de injuria tissular (SATO et al., 1999). Além dos seus potentes efeitos anti-inflamatérios, a IL-
10 demonstrou regular as citocinas fibrogénicas, como parte de seu papel na regulagdo do
remodelamento tecidual (YAMAMOTO et al., 2001).

O processo de reparo tecidual €, em grande parte, regulado pela produgdo de

mediadores/ moléculas que ordenam e controlam a ativagdo de genes responsdveis pelo
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controle, proliferacdo e atividade celular. Antigeno de proliferacdo nuclear (PCNA) € uma
proteina predominantemente conservada ao longo da evolugao, e desempenha papéis essenciais
em muitos processos celulares (MOLDOVAN et al., 2007; NARYZHNY, 2008). O monémero
PCNA humano é uma proteina de 36 kDa que consiste em 261 residuos de aminodcidos. A
PCNA funcional € um homotrimero que forma uma estrutura de anel, em que trés mondémeros
sdao unidos em interacdo antiparalela de cabeca para cauda, e atua como uma pinga de
deslizamento, auxiliando a DNA polimerase na duplicagdao da fita do DNA (KELMAN e
O'DONNELL, 1995 ; GULBIS et al., 1996 ; NARYZHNY, 2008 ).

Estudos revelaram uma notével caracteristica do PCNA, sua habilidade de interagir com
multiplos fatores, estando assim envolvido na unido do fragmento de Okazaki, reparo e
metilacdo do DNA, e montagem da cromatina. A PCNA € expressa em quantidades diferentes
durante o ciclo celular e apresenta sua taxa de sintese diretamente relacionada com o indice de
células em proliferacdo. Como estas reagdes ocorrem durante a replicacdo do DNA, tal proteina
tem sido utilizada como marcador para células em proliferacdo (ALBERTS et al., 1997).

Assim como a PCNA, as Cysteine Aspartic Protease (caspases) possuem suma
importancia no processo de reparo. Sao enzimas proteoliticas amplamente conhecidas por seu
papel no controle da morte celular e inflamacdao (ELLIS, 1986). No entanto, evidéncias
crescentes indicam multiplas fungdes além da apoptose, que consiste em processo de morte
celular ativo que ocorre no desenvolvimento, homeostase e condi¢des patoldgicas de
organismos multicelulares (GALLUZZI et., 2014). Existem dois tipos de caspases: caspases
iniciadoras e caspases efectoras. Enquanto as primeiras especificam as pro-formas de caspases
efectoras inativas, ativando-as, as caspases efectoras clivam substratos celulares, catalisando
diversos conjuntos de fendmenos biolégicos (GALLUZZI et., 2012). Dessa forma, com base
na sua funcgdo, caspase-2, -3, -7, -8, -9 e -10 de mamifero sdo classificadas como caspases
apoptoticas, enquanto as caspases-1, -4, -5, -11 e -12 estdo envolvidas na inflamagao (KUMAR,

2007).

1.6 Tratamentos

A fim de aliviar, curar e até mesmo alterar seu processo fisioldgico e patoldgico,
diversos tratamentos vém sendo estudados com intuito de modular a cicatrizagdao tendinea,
buscando restabelecer a arquitetura original do tecido, assim como reduzir o tempo de
recuperacao e o retorno as atividades rotineiras (MURPHY e NIXON, 1997; SAINI et al., 2002;
ARRUDA et al., 2007).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3362894/#B29
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1.6.1 Células Tronco Mesenquimais derivadas de Tecido Adiposo (CTMA)

As CTA (células tronco mesenquimais) foram primeiramente descritas por Friendestein,
em 1970, quando isolou células estromais da medula 6ssea de camundongo in vitro. As
caracteristicas morfoldgicas, de expansdo e de diferenciacdo celular foram demonstradas em
seu estudo (FRIEDENSTEIN et al., 1970). Mais tarde, sob diferentes condi¢cdes de cultura,
observou-se que as CTA da medula éssea foram capazes de se diferenciar em osteoblastos,
condrécitos e adipécitos. Com base nessa capacidade de diferenciagdo em diversos tipos
celulares, Caplan propds, em 1991, o termo “célula tronco mesenquimal” (CTM), do inglés
mesenchymal stem cell.

Atualmente, CTM tém sido isoladas da medula 6ssea de diversas espécies, incluindo
roedores, humanos, gatos e cdes (SIMMONS et al., 1991; PITTENGER et al., 1999; MARTIN
et al., 2002). Apresentam como principal caracteristica, capacidade de renovacdo e
diferenciacdo em diversas linhagens de tecidos como conjuntivo, ésseo, cartilaginoso, adiposo,
tendineo e muscular (CAMPAGNOLI et al., 2001).

Uma alternativa promissora para o tratamento de lesdes tendineas e ligamentares € a
obten¢do de CTMA. Similarmente a medula dssea, as células tronco do tecido adiposo t€ém um
amplo potencial de diferenciacdo nos variados tipos celulares, como adipogénica,
condrogénica, osteogénica, miogénica, angiogénica, neurogénica e cardiomiogénica (STREM
et al., 2005). Possui como vantagem uma taxa de isolamento de 100%, maior concentragdo de
células mesenquimais (2%) quando comparada a medula 6ssea (0,002%) e apresenta uma taxa
de proliferacdo in vitro superior a das células derivadas de medula (DAHLGREN, 2009). Além
disso, a quantidade de células ndo parece diminuir com a idade, podem ser facilmente obtidas
e em grandes quantidades por meio de métodos pouco invasivos e dolorosos, tornando esse tipo
celular atraente para o isolamento de CTM (DIMUZIO e TULENKO, 2007).

Segundo Zannettino et al., (2008) o nicho das CTMA localiza-se na regido perivascular,
composta por vasos sanguineos em associacdo com células de tecido conjuntivo, adiposas,
estromais e células tronco. E possivel dizer que o nicho das células tronco do tecido adiposo é
perivascular, embora o termo “perivascular” signifique “em torno dos vasos sanguineos”, as
células tronco do tecido adiposo também foram encontradas no interior dos vasos, fazendo parte
dos seus componentes. No entanto, devido a falta de marcadores especificos, a exata localizacao
e a identidade celular ainda ndo sdo elusivas.

As CTM, em funcdo das suas propriedades quimiotéticas possuem a capacidade de se
acumular ao redor de processos inflamatérios quando administradas in vivo. A vista disso, essas

células podem ser utilizadas como ferramentas terapéutica em diversas dreas como, por
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exemplo, na terapia regenerativa (SOUZA et al., 2010). Estudos adicionais mostram que os
fatores liberados por CTM podem suprimir o sistema imunolédgico local, modulando células T
e B e induzindo a expressdo de fatores anti-inflamatérios, como interleucina-10 (IL-10),
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra), ou prostaglandina E2 (PGE2) (CAPLAN e DENNIS,
2006; VERONESI et al., 2014).

As CTMA, surgiram como um elemento-chave das terapias de medicina regenerativa
devido a sua capacidade de se diferenciar em uma variedade de linhagens celulares. Além disso,
sua capacidade de secrecao paracrina de uma ampla selecao de citoquinas, quimiocinas e fatores
de crescimento as torna altamente atrativas clinicamente. Mais especificamente, de particular
interesse  sdo os efeitos anti-apoptdticos,  anti-inflamatdérios,  proangiogénicos,
imunomoduladores e anti-cicatrizes que foram demonstrados para CTMA, tornando essas
células promissoras para terapia celular em medicina regenerativa (BERTOLINI et al., 2012).
Hsiao et al., (2012) em seu estudo, mostrou que de todas as populagdes de CTMA examinadas
representavam o tipo celular mais atraente para promover a angiogénese em aplicacdes de
engenharia de tecidos, expressando em niveis mais altos alguns fatores paracrinos, como fator
de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), fator vascular de crescimento endotelial-
D (VEGF-D) e IL-8.

Nos ultimos anos, diversos estudos vém sendo realizados em ratos, cavalos e ovelhas
entre outros modelos animais, utilizando CTMA a fim de buscar progresso no reparo tecidual
e regeneracdo do tenddo (JU et al., 2008; LACITIGNOLA et al., 2008; NIXON et al., 2008). A
capacidade das CTMA em secretar grandes quantidades de fatores de crescimento especificos,
citoquinas ou outros fatores paracrinos em seu ambiente alvo pode ser utilizada para aplicag¢des
regenerativas terapéuticas. Para este conceito, os estudos para elucidar, aumentar e explorar os
mecanismos de células estaminais para a regeneracdo de tecidos tem sido altamente realizada
(PHILLIPS e TANG, 2008).

Virios trabalhos tém sido realizados a fim de avaliar os efeitos proporcionados pela
CTMA em tenddes. Nixon et al. (2008), estudando tendao flexor digital superficial (TFDS) de
cavalos com tendinite induzida por colagenase mostrou que a aplicacdo de CTMA melhorou a
organizagdo das fibras de coldgeno e estrutura geral do tenddo. Estudo realizado por Carvalho
et al. (2016) avaliando os efeitos da CTMA no tratamento de tendinite induzida no TFDS em
cavalos, mostrou uma melhora significativa na organizacdo das fibras coldgenas, diminuicao
do infiltrado inflamatdrio e aumento da expressdo do coldgeno tipo I no grupo tratado em

comparagdo ao controle.
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1.6.2 Estimulacio Elétrica de Baixa Intensidade

A eletroterapia tem sido utilizada desde 2750 a.C. segundo retratos em templos egipcios
indicando que ja usavam o peixe gato do Nilo (Malopterurus electricus), com propdsitos
terapéuticos (LEITAO, 1967). Em 1791 Luigi Galvani publicou o tratado De viribus
electricitatis im motu muscularis (sobre a a¢do da eletricidade no movimento muscular). Foi
um dos primeiros fisiologistas a investigar as correntes de excitagdo nervosa. Através de seu
experimento sobre a producdo de eletricidade por meio quimico, gerou em 1800 a constru¢do
da primeira pilha elétrica; como consequéncia, a corrente continua foi balizada de corrente
“galvanica” em homenagem a Galvani (LEITAO, 1967).

Em 1830, 30 anos mais tarde, Matteucci provou que uma corrente idnica era observada
no tecido ferido. Dubois-Reymond, em 1843, com aproximadamente 1 pA de corrente em uma
ferida de pele humana, observou experimentalmente a existéncia de corrente na lesdo (JAFFE
et al., 1984). Muitos tratados de eletroterapia registram que um dos autores mais importantes
deste ramo da medicina no século XVI, foi o notivel médico da rainha Elizabeth, Willian
Gilbert, que escreveu vinte importantes trabalhos sobre o assunto, tornando-se assim, o pai da
eletroterapia moderna. Estes fundamentos estdo descritos na obra “De Magnete” (LEITAO,
1979; LIANZA, 1985).

Segundo Robinson e Snyder-Mackler 2001 (apud BORGES, 2006), o procedimento
correto para aplicacdo de microcorrente ocorre em niveis préximos do fisioldgico e, como
resultado, os pacientes ndo t€ém nenhuma sensacao de formigamento, tdo comumente associada
a procedimentos eletroterapéuticos (estimulagdo subliminar). Starkey (2001), relata que esta
forma de estimulacdo elétrica € aplicada em nivel subsensorial ou sensorial muito baixo, com
correntes inferiores a 1000 um.

De acordo com Carlucci (2004), o tecido saudavel € o resultado do fluxo direto de
correntes elétricas pelo nosso corpo. O balango elétrico € alterado quando o corpo € lesado em
determinado local, fazendo com que a corrente elétrica mude seu curso. A terapia com
estimulagdo elétrica de baixa intensidade (microcorrente) sobre a lesdo tem o objetivo de
normalizar esse fluxo, colaborando para o reparo do tecido, sendo que alguns autores relatam
que a terapia por microcorrente pode produzir sinais elétricos semelhantes aos que acontecem
no corpo humano na recuperagdo de tecidos lesionados (CHENG et al, 1989; WING, 1989).

A microcorrente € uma modalidade que utiliza baixa frequéncia e intensidade na faixa
de microamperes, € ndo € projetada para produzir contracdo muscular (PRENTICE, 2004;
BORGES, 2006). Sua aplicagdo € subsensorial, indolor, ndo apresentar efeitos colaterais, além

de ser de baixo custo e de facil aplicacdo (RODOPIANO et al., 2013). Os equipamentos de
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microcorrente sao projetados para imitar e ampliar os sinais bioelétricos do corpo humano. Isso
aumenta a habilidade do corpo para transportar nutrientes e residuos metabdlicos das células na
area afetada (CHENG et al, 1989). Seus efeitos eletroterapéuticos desencadeiam uma série de
eventos, entre os quais: aumento do metabolismo celular, normalizacdo do pH local,
proliferacdo fibrobléstica, aumento da sintese de coldgeno, acdes na contratilidade do tecido,
incremento da sintese proteica (aumento da sintese de elastina), aumento da permeabilidade das
membranas celulares e normalizacdo da bioeletricidade tecidual (FREITAS et al., 2013;
RODOPIANO et al., 2013).

Segundo os autores, este tipo de corrente devido a oscilacdo entre cargas negativas e
positivas, atua na bipolaridade das células, podendo ser vista como catalisadora nos processos
iniciais e de sustentacdo em numerosas reacoes quimicas e elétricas que ocorrem no reparo
tecidual. Além disso, atua influenciando o transporte de fons de célcio extracelular na
membrana. H4 um aumento no Ca ?* citosélico e um aumento na calmodulina do citoesqueleto
ativado. O nivel mais alto de cdlcio intracelular estimula o aumento da sintese de adenosina
trifosfato (ATP), sendo essa molécula a grande responsavel pela sintese proteica e regeneragao
tecidual devido a sua participacdo em todos os processos energéticos celulares (BRIGHTON et
al., 2011; FREITAS et al., 2013; RODOPIANO et al., 2013).

Chan et al. (2007) estudando a aplicacdo da microcorrente e seus efeitos no tendao
calcaneo de ratos 4 semanas apOs a lesdo, mostrou que o tratamento melhora a resisténcia
mecanica assim como o processo de cicatrizagdo. Ahmed et al. (2012) utilizando a
microcorrente no tenddo calcaneo de coelhos por 30 minutos em 6x/semana, intensidade de 100
uA/cm? e frequéncia de 10 Hz, concluiram que os estimulos elétricos produzem reducdo da
inflamacdo e promove alinhamento das fibras coldgenas.

Buscando recuperar a integridade e a funcionalidade do tenddo lesionado, avangos
cientificos proporcionaram intensificar estudos sobre o uso de estimulacdo elétrica com intuito
de produzir efeitos terapéuticos no reparo tendineo, bem como o uso de células tronco para a
cura e restauracao da funcionalidade do tendao. Devido lesdes do tenddo calcaneo serem a mais
comuns entre as lesdes tendineas, além de sua grande incidéncia, estudos envolvendo tais
pesquisas sdo de grande importincia para a clinica, j& que buscam reduzir o tempo de
recuperacao e o retorno as atividades rotineiras (BARRY e MCGUIRE, 1996; ARRUDA et al.,
2007). Considerando a atuacdo em importantes eventos celulares de ambas terapias, a proposta
do presente estudo foi analisar, separadamente e concomitantemente efeitos da microcorrente e

das CTMA durante a fases proliferativa do processo de cicatrizagao.



28

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Investigar a presenca das CTMA no 14° dia do processo de reparo apds sua aplicacao
na regido de transec¢do, assim como estudar seus efeitos e do tratamento com MC quando

utilizados de forma isoladas ou associadas no reparo do tendao calcaneo.

2.2 Objetivo Especifico

1. Observar a permanéncia das CTMA regido de transecdo dos tenddes 14 dias apds a
lesdo, através da microscopia de fluorescéncia;

2. Analisar a organizacdo estrutural, através da microscopia Otica comum e de
polarizacdo, de tenddes ap0s a transec¢ao parcial, em resposta ao tratamento com microcorrente
e CTMA;

3. Identificar através de WB a presenca dos coldgenos tipos I e III, PCNA e caspase nos
tenddes de todos os grupos experimentais;

4. Quantificar hidroxiprolina em tenddes dos grupos submetidos aos tratamentos
propostos durante o processo de cicatrizagao;

5. Dosar citocinas anti e pré-inflamatéria, IL-10 e TNF-a através do ensaio de ELISA;

6. Identificar em tenddes dos grupos experimentais a presenca e a atividade enzimatica

da metaloproteinases-2 e -9.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Grupos Experimentais

Foram utilizados 75 ratos Wistar machos, adultos jovens (120 dias), pesando em média
500 gramas, obtidos do Centro de Experimentacdo Animal do Centro Universitario Herminio
Ometto (UNIARARAS), onde os mesmos foram mantidos durante todo o procedimento
experimental. Os animais foram agrupados e mantidos em gaiolas plasticas padrdo, em cama
de maravalha, dgua e racdo ad libitum e temperatura ambiente de 23°C, com ciclo de claro e
escuro de 12h.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos experimentais (n=15 para cada
grupo) (Tabela 1): normal (N) — ratos com tenddes sem transeccao; transeccionado (T) — ratos
com tenddes transeccionados tratados com aplicacdo tépica de PBS na regido lesionada;
células-tronco derivadas de tecido adiposo (CT) — ratos com tenddes transeccionados tratados
com aplicacdo de CTMA na regido lesionada; microcorrente (MC) — ratos com tenddes
transeccionados tratados com aplicacdo de microcorrente; e células-tronco derivadas de tecido
adiposo em associacdo com microcorrente (CT+MC) — ratos com tenddes transeccionados
tratados com aplicacdo de células tronco derivadas de tecido adiposo e microcorrente na regidao
lesionada. Os animais dos diferentes grupos experimentas foram eutanasiados 14 dias apds a
cirurgia.

Os procedimentos experimentais seguiram as condutas de cuidado e manipulagcdo dos
animais de acordo com as normas e aprovagio do Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da

UNIARARAS (em anexo) sob protocolo 049/2016.

Tabela 1: Grupos experimentais

Grupos Descricao

N Ratos com tenddo sem transeccdo

T Ratos com tenddo transeccionado

CT Ratos com tendao transeccionado
tratados com CTMA

MC Ratos com tendao transeccionado
tratados com microcorrente

CT+MC Ratos com tendao transeccionado

tratados com CT e microcorrente
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3.2 Obtencao e Cultura das Células Tronco

Para obten¢do das células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (CTMA),
foram utilizados ratos Wistars machos com 3 meses de idade. Os animais foram eutandsiados
com overdose de anestésico ketamina (100 pL/g) e Xylazina (300 puL/g). Apds a eutandsia, foi
realizada uma incisdo na pele do animal na regido inguinal para coleta do tecido adiposo, foi
retirada cerca de 2g de gordura inguinal por animal.

A gordura extraida foi adicionada em uma placa de Petri com soluc¢do salina tamponada
com fosfato de Dulbecco modificado (DMPBS) estéril, e o material foi cortado em mindsculos
pedacos, conforme Yang et al. (2011), com algumas modificacdes. Posteriormente retirou-se
todo o liquido restante deixando somente o tecido adiposo. Para a digestdo enzimética,
adicionou-se em um tubo Falcon 4,9mL de DMBPS + 100ul de colagenase tipo 10,2% (a cada
4 gramas de tecido adiposo foi adicionado 100uL de colagenase) suplementado com 50ul de
antimic6tico para cultura. Filtrou-se todo material com o auxilio de uma seringa, e o tubo foi
mantido por 1 hora em estufa a 37 °C, homogeinizando por 1 minuto a cada 15 minutos. Apds
0 processo, o tecido dissociado foi filtrado para remocao de detritos, obtendo pelo menos SmL
de tecido apds a filtragem. A inativacdo da colagenase foi feita utilizando SmL deDulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) suplementada com 15% de soro fetal bovino (SFB).

A solucgdo foi entdo centrifugada durante 10 minutos a 1.500 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em 3mL de DMEM, suplementado com 15% de SFB e
plaqueado em garrafa de 25cm”. As culturas foram mantidas sob atmosfera timida a 37°C
contendo 5% de COz. As células foram submetidas a tripsiniza¢do, sempre que, observado mais

que 85% de confluéncia entre a 6* e a 7 passagem (6P/7P).

3.3 Protocolo para a Transecc¢io Parcial do Tendao Calcaneo e Aplicacio Topica de
CTMA

Os animais foram anestesiados com inje¢do intraperitoneal de Ketamina e Xylazina, e
nas patas inferiores direitas foram realizadas tricotomia e antissepsia, para entdo iniciar os
procedimentos cirdrgicos. Para exposicao do tenddo calcaneo, foi feita na pele do animal uma
incisdo longitudinal e posteriormente realizada uma transecc¢ao parcial transversal na regido
proximal do tenddo, localizada a uma distancia de 4 mm de sua inser¢do no osso calcaneo, como
ja descrito em vdrios trabalhos de nosso laboratério (Tomiosso et al, 2009; Almeida et al, 2012;
Aro et al, 2012 e 2013). Foram aplicadas cerca de 4x10° células (CTMA) por animal do grupo
CT e CT+MC, ressuspendidas em 15 pLL de PBS. No grupo T foi aplicado no local da lesdo 15
pL de PBS; o grupo MC recebeu aplicagdo de 15 pL de PBS. Apds a aplicagdo das CTMA e
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do PBS, a pele dos animais foi suturada com fio de ndilon (Shalon 5-0) e agulha (1,5 cm). Os
animais cujo tenddo nao foi transeccionado pertenciam ao grupo normal, sem lesdo. Todos os

ratos foram operados em condig¢des estéril.

3.4 Protocolo de Microcorrente

O tratamento proposto com microcorrente teve inicio 24 horas apds a intervengdo
cirtirgica e foi mantido 3 vezes por semana durante doze dias. Os animais dos grupos tratados
receberam aplicacdes de corrente elétrica continua microgalvanica bifdsica durante 4 min
(Physiotonus Microcorrent — Bioset ® Industria de Tecnologia Eletronica Ltda, Rio Claro, Sao
Paulo, Brasil). Em cada aplicacdo, utilizou-se 10 pA/minuto. Para este procedimento, os
animais nio foram anestesiados. Durante a aplicag¢do da corrente, dois eletrodos de metal, com
uma extremidade esférica (10 mm), foram colocados no lado esquerdo e direito da lesdo durante
2,0 min e, em seguida, a posicao foi invertida e a corrente aplicada durante mais 2,0 min. Os
animais do grupo controle foram submetidos da mesma maneira como o grupo tratado, no
entanto, a corrente elétrica ndo foi aplicada. Todos os animais foram eutanasiados com uma
overdose do anestésico Ketamina (100 pL/g) e Xylazina (300 pL/g) 14 dias apds a lesdo e os

tenddes foram retirados para andlises histolégicas e bioquimicas

3.5 Citometria de Fluxo

Ap6s a expansdo das CTMA na 6* ou 7°P, foram centrifugadas a 1800 rpm por 10 min,
e em seguida contadas camara de Neubauer. Feito isso, foram ressuspendidas em DMPBS, em
uma concentragio minima de 10° células/mL para cada 200 uL de DMPBS/BSA 2%.
Posteriormente foi realizada a incubagao por 1h (37°C) com anticorpos para detec¢do de CD90-
PE (BD-Bioscience 12-4817-82), CD105-PerCP (BD-Bioscience 46-4817-80) e CD34-FITC
duplo conjugado (BD-Bioscience 11-0341-82), para a obtencao do painel imunofenotipico. Em
seguida, foram lavadas 2x com 500 uL de DMPBS e centrifugadas a 2000 rpm, durante 7 min.
Dado o tempo foram entdo, ressuspendidas em 500 uL. de DMPBS/BSA 2% e 50 pL de

paraformaldeido (4%) para a realizag¢@o da andlise por citometria de fluxo.

3.6 Dosagem de Hidroxiprolina

A hidroxiprolina foi utilizada como indicador da quantidade de coldgeno total contido
na RT (regido de transeccdo) nos tenddes dos diferentes grupos. A dosagem ocorreu em trés
etapas consecutivas. A primeira etapa consistiu na desidratacdo das amostras: as amostras foram
picadas, e adicionadas dentro de um eppendorf, em seguida foram imersas em acetona,

permanecendo na solucdo por 24 horas. Apds esse tempo, descartou-se a acetona contida, e
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adicionou-se novamente acetona por mais 24 horas. Dado o tempo, a acetona foi descartada e
o material foi deixado por 24 horas em uma solu¢do de Cloroférmio PA: Etanol PA (2:1).
Descartou-se a solucdo novamente e deixou por 24 horas em uma nova solug¢ao de Cloroférmio
PA: Etanol PA (2:1). As amostras foram armazenadas em geladeira até completar cada tempo
da solucdo. Ap6s descartar a dltima solucdo, as amostras foram secas em estufa a 60 °C por 2
horas. Cada amostra foi cuidadosamente pesada. A segunda etapa consistiu na hidrélise e
neutraliza¢do das amostras: apds ser pesadas as amostras foram submetidas a hidrolise em HCI
6N (1 mL/10 mg de tecido) por 4h a 130°C. Posteriormente as amostras foram neutralizadas
com NaOH 6N (o volume de NaOH 6N foi igual ao volume de HCI1 6N utilizado em cada tubo).
Os tubos foram homogeneizados e centrifugados a 6.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante
foi coletado e congelado a -20°C até a realizacdo da 3%tapa. A terceira etapa se deu pela
oxidacdo da hidroxiprolina. Para preparo da microplaca (96 wells) foi utilizado SuL de cada
amostra + 15uL de 4agua destilada, foi adicionado 50 pL de solucdo de cloramina T (282 mg
cloramina T, 2 mL de n-propanol, 2 mL de 4gua destilada e 16 mL de tampdo de citrato acetato
pH 6,0), e incubado por 20 minutos em temperatura ambiente. Dado o tempo, adicionou-se
50uL de solugdo de Ehrlich (2,5 g de 4-dimetilamino-benzaldeido, 15,4 mL de n-propanol e 4,6
mL de 4cido perclérico a 70%). O material foi incubado por 15 min a 65°C e em seguida,
resfriado até atingir temperatura ambiente. Absorbincia das amostras foi medida a 550nm no
espectrofotometro (leitor de microplaca, Expert Plus, Asys®). Para a preparacdo da curva
padrdo foram utilizadas concentracdes de 0,2 a 6 pg/mL de hidroxiprolina. A quantidade de
hidroxiprolina das amostras foi expressa em miligramas por grama de tecido seco. Protocolo de

acordo com (Jorge et al., 2008), com algumas modificacgdes.

3.7 Preparo de Cortes em Congelaciao

Os tenddes foram coletados e emblocados em Tissue-Tek®. As amostras congeladas foram
cortadas no criostato, em cortes longitudinais seriados de 12 um. Os cortes foram fixados
usando solu¢do de formaldeido a 4% em tampao Millonig (fosfato de sédio monobdésico 0.13
M e hidréxido de s6dio 0.1 M, pH 7.4) durante 15 minutos em temperatura ambiente, em
seguida, foram lavadas em dgua por mais 15 minutos. Posteriormente os cortes seguiram para
as andlises de birrefringéncia e coloragdo com hematoxilina-eosina (HE) e azul de toluidina

(AT).
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3.8 Histologia

3.8.1 Coloracao HE e AT

Apés a fixagdo, os cortes com amostras de tenddes foram corados com HE permitindo
diferenciar estruturas celulares como nucleo (corado pela hematoxilina) e citoplasma (corado
pela eosina) e AT, utilizado para deteccdo de proteoglicanos. As laminas foram analisadas sob
um microscopio de luz Olympus Olympus BX-51 (Olympus America, Center Vallery, PA,
USA).

3.8.2 Birrefringéncia

As laminas contendo os cortes ja fixados foram embebidas em 4gua destilada e
posteriormente, foi realizado o estudo da morfologia das fibras e feixes de coldgeno pela sua
birrefringéncia, a qual foi medida por andlise de imagem capturada. Para esta andlise, foi
utilizado o microscépio Olympus BX-51 (Olympus America, Center Vallery, PA, USA)
equipado com camera Q-color 5 (Olympus America) e o software Image Pro-plus v.6.3 para
Window™ (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

O maior eixo do tenddo foi posicionado a 45° entre os polarizadores cruzados durante as
medicoes. Usou-se uma padronizagdo da fonte de iluminacao para que as condi¢des de andlises
fossem preservadas. Em termos épticos, empregou-se a objetiva de 10x e luz monocromatica
com A = 546 nm. Foram examinados e medidos cortes longitudinais dos tenddes de todos os
grupos. As medidas de birrefringéncia foram baseadas em relagdo a intensidade do brilho das

imagens e expressas em Gray Average (pixels).

3.9 Extracao e Dosagem de Proteinas Totais.

Para extracdo de proteinas totais, apds o processo de pulverizacdo das amostras, foi
adicionado 300 pL do reagente T-PER™ (Tissue Protein Extraction Reagent 78510-Thermo
Fisher Scientific) associado ao inibidor de protease (protease inhibitor cocktail - 04693159001
SIGMA®). Em seguida, utilizando o aparelho de Politron (PTA 20S modelo PT 10/35;
Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA) operado por cerca de 40 segundo, as amostras
foram entdo homogeinizadas em banho de gelo (PTA 20S modelo PT 10/35; Brinkmann
Instruments, Westbury, NY, USA). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000
rpm, a 4°C, por 40 min. O sobrenadante foi coletado para dosagem de proteinas através do
método de Biureto (Método colorimétrico Protal, Laborlab, Sdo Paulo, Brasil), o qual foi

utilizado para quantificacio de proteinas e seguiram para andlises por WB, ELISA e zimografia.
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3.10 Western Blotting (WB)

Ap6s a extracao das proteinas, as amostras foram incubadas a 100°C por 5 min em 20%
do volume de Tampao de Laemmli (Azul de bromofenol 0.1%, fosfato de s6dio 1M, glicerol
50%, SDS 10%). Para corrida eletroforética foi aplicado um volume correspondente a 50 pg de
proteina em gel bifdsico: gel de empilhamento (EDTA 4mM, SDS 2%, Trisma base 750mM,
pH 6.7) e gel de resolucdo (EDTA 4mM, SDS 2%, Trisma base S0mM, pH 6.7). A corrida foi
realizada a 90V por aproximadamente 2h com Tampao de Corrida (Trisma base 200mM, glicina
1.52M, EDTA 7.18mM e SDS 0.4%), diluido 1:4.

Em seguidas as amostras do gel foram transferidas para a membrana de PVDF (Immun-
Blot®-BioRad) durante 2h a 120V em gelo, com Tampao de Transferéncia (Trisma base
25mM, glicina 192mM). Apds transferéncia, as membranas foram bloqueadas com albumina
bovina em solu¢do basal por 1h30min em temperatura ambiente. Dado o tempo, as membranas
foram lavadas com solu¢@o basal 3vezes por 10 minutos e incubadas overnight a 4°C com
solucdes basal acrescida de 3% de albumina bovina sérica contendo 0s com anticorpos
especificos para as diferentes proteinas: Caspase III (ab13847, 1:500) PCNA ([PC10]ab29,
1:600) Colageno I (C2456, 1:2.000) Colageno III (C7805, 1:4.000) B-actina ((C4):sc-47778,
1:500)

Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas 3 vezes por 10 minutos com
solucdo basal e incubadas sob agitacdo por 2h em solucdo com os respectivos anticorpos
secunddrio para Caspase III (IgG-HRP:sc-2004, 1:10.000) PCNA, Coléageno I, Colageno III, -
actina (IgG1-HRP:sc-2060, 1:1.000). As membranas foram lavadas com solucdo basal e
incubadas por 1 min com reagentes de quimioluminescéncia Thermo Scientific® foram entéo,
fotografadas e documentadas em equipamento G:BOX. A intensidade das bandas foi avaliada

por densitometria através do progrma Image J (NIH, USA) 4.0.3.2.

3.11 Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay (ELISA)

A concentracgao das citocinas IL-10 e TNF-a, foram determinadas pelo teste de ELISA
de captura, utilizando-se pares de anticorpos monoclonais para cada citocina murina
(Pharmingen ou RD Systems). Cada um dos anticorpos primario e secunddrio utilizado nesta
técnica contra cada citocina, suas concentragdes foram determinadas em nosso laboratério. Foi
utilizada metodologia preconizada pelo fornecedor (Pharmingen,BD) e adaptadas para nosso
protocolo como descrito em Cano et al. (1998). Cada citocina teve sua concentragdo

determinada baseada na reta de regressao linear feita para a curva padrao obtida como o padrao
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adequado de citocina recombinante. Para andlise estatistica, o teste ANOVA e pds-teste de

Tukey (p < 0.05) foram realizados em software GraphPadPrism® versao 3.0.

3.12 Fluorescéncia

A fim de identificar a presenca de CTMA na lesdo tendinea, foram utilizadas células
tronco retiradas da regido inguinal de ratos lewis homozigotos transgénicos portadores do gene
para proteina GFP (Green Fluorescent Protein), tal proteina mediante fluorescéncia na zona
verde do espectro visivel, emite fluorescéncia, o que permite diferencid-las de outras células
presentes no tecido.

Para preparacio das 1aminas, cortes longitudinais de tenddes foram fixados em acetona
gelada -4°C durante 20 min. Em seguida, foram lavados duas vezes com tampao fosfato salino
(PBS) mais 5 min. Foram entdo incubados com 4’6’-diamidino-2-29 fenilindol (DAPI) (0,1
mg/mL em metanol) por 5 min a 37°C para marcacao dos nucleos. Posteriormente as laminas
foram analisadas no microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio Imager.A2 na objetiva de 40x e
as imagens capturadas pelo programa AxioVision REI. 4.8, e sobrepostas para visualiza¢ao dos

compartimentos celulares de forma conjunta. A andlise realizada foi qualitativa.

3.13 Zimografia para Metaloproteinase-2 e -9

Para andlises da presenca e atividade da MMP-2 e -9, foi utilizado uma concentracio de
lug de proteina por amostra. As amostras foram diluidas em 20x em tampao de amostra,
chegando a um volume final de 20 uL e entdo, aplicadas no gel de corrida contendo gelatina. A
eletroforese contendo 0,1% de gelatina foi realizada a 4°C. Apods a corrida, os géis foram
lavados 2x por 20 minutos cada, com tampao de lavagem (2,5% de Triton X-100) e incubados
durante 21h numa solugdo de Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), 0,1 M NaCl e 0,03% de azida de sédio
a 37 ° C. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 por 1h. Dado o tempo,
foram entdo descorados com uma solugdo contendo 30% de metanol e 10% de acido acético
para observacdo das bandas correspondentes as 3 isoformas da MMP-2 e as 2 isoformas da

MMP-9.

3.14 Analises Estatisticas

Para as andlises de hidroxiprolina, WB, ELISA e zimografia, os dados dos diferentes
grupos foram analisados usando o Teste ANOVA e pos-teste de Tukey (p < 0.05). Para as
andlises de birrefringéncia, foi utilizado o Teste de Mann-Whitney (p < 0.05). Os valores foram

expressos como média e desvio padrio, e na andlise de birrefringéncia expresso como mediana.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fluoresc%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Espectro_vis%C3%ADvel
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fluoresc%C3%AAncia

36

Para todos os testes, foi utilizado o software GraphPad Prism® (Graph-Pad Software, La Jolla,

CA, USA), versao 3.0. Para todas as andlises foi realizado n=3 de animais.
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4. RESULTADOS

A citometria de fluxo mostrou presenca dos marcadores CD90 (cerca de 80%), CD105
(100%) e CD34 (em torno de 5%) nas CTMA entre a 6* e 7* passagem (Figura 2).

Através da microscopia de fluorescéncia, observou-se a presenca de células tronco
provenientes de ratos GFP (CTMA-GFP) na regido transeccionada nas amostras de tenddes dos
grupos CT e CT+MC no 14° dia (Figura 3).

Através das andlises por WB, a quantidade de coldgeno I (Figura 4) mostrou-se
aumentada no grupo MC (2,39 + 2,00) em relagdo aos grupos N (1,40+ 0,26), T (1,12 +0,0) e
CT (0,76 + 0,8), assim como ocorreu aumento no grupo CT+MC (2,0 + 0,1) comparado aos
grupos N, T e CT. Por outro lado, observou-se diminui¢do deste tipo de coldgeno no grupo CT
comparado ao N. A anélise do coldgeno III (Figura 4), apresentou aumento somente no grupo
MC (0,60 % 0,10) em relacdo ao grupo N (0,05 £+ 0,00). A quantidade do PCNA da regido de
transeccdo (Figura 4) aumentou nos grupos submetidos aos tratamentos CT (0,66 + 0,06), MC
(1,17 £ 0,09) e CT+MC (0,98 + 0,17) em relagdo ao grupo N (0,14 £+ 0,04). Além disso, houve
aumento entre o grupo MC versus T (0,78 = 0,01), e aumento nos grupos MC e CT+MC em
relagcdo ao grupo CT. Com relacdo a quantidade de caspase I1I (Figura 4), ndo houve diferenca
entre os grupos.

Para avaliar as diferencas nas concentragdes de coldgeno total na MEC da RT dos
tenddes dos diferentes grupos, foi realizada a dosagem indireta de coldgeno, através da
quantificagdo de hidroxiprolina (Figura 5). Maior concentracdo de hidroxiprolina foi observada
no grupo T (105,1 + 20,16) em comparagdo aos grupos CT (67,25 +7,30), MC (71,75 +24,32)
e CT+MC (60,90 £ 10,18).

Na zimografia para MMP-2, observou-se bandas correspondentes as isoformas latente
(72 kDa), intermedidria (68 kDa) e ativa (62 kDa) nos grupos N, T, CT, MC e MC+CT (Figura
6A). A densitometria das bandas (pixels) detectou maiores valores referentes a isoforma ativa
nos grupos com tenddes transeccionado, T (40,89 £ 6,12), CT (45,27 £ 4,71), MC (45,02 £
2,54) e CT+MC (42,57 £ 4,07), em relagdo ao grupo N (23,63 + 5,86). Nao houve diferenca
entre os grupos com relacdo as isoformas latente e intermediaria (Figura 6B). Com relagdo a
MMP-9, foram observadas as isoformas latente (92 kDa) e ativa (83 kDa) apenas no grupo N
(Figura 6A).

Na andlise por ELISA, considerando as citocinas IL-10 e TNF-a (Figura 7), as amostras
de tenddes dos grupos MC (4572 + 278,7) e CT+MC (3997 + 522,0) apresentaram niveis de

IL-10 significativamente mais elevados, quando comparado ao N (3022 + 559,5), assim como
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um aumento no grupo MC em relagdo ao T (3162 + 134,9). Na quantificacdo de TNF-a foi
possivel observar concentragdes mais elevadas nos grupos CT (2687 £ 220,5), MC (3235 +
147,3) e CT+MC (2869 + 64,29) em relagdo ao grupo N (2222 +45,83), assim como nos grupos
MC e CT+MC em comparagdo ao grupo T (2255 £ 136,0). Também foi observado aumento
nos grupos MC e CT+MC em relagdo ao CT.

Nos cortes histoldgicos corados com HE, ndo foram observadas diferencas marcantes
entre os grupos com tenddes transeccionados (Figura 8). Alta celularidade foi mostrada na RT
dos grupos T, CT, MC e CT+MC em comparacdo ao grupo N, com presenca de MEC
desorganizada evidenciada pela fraca coloracao pela eosina.

Nos cortes corados com AT (Figura 9) foi evidenciada maior quantidade de PGs nos
grupos CT, MC e CT+MC quando comparado ao grupo N, devido a maior intensidade de
colora¢do da matriz, porém sem diferencas expressivas entre os grupos tratados e o grupo T.

Na andlise de imagens da RT de tenddes submetidos a microscopia de polarizacio
(Figura 10A), brilho mais intenso indicando maior birrefringéncia foi observado no grupo MC
em relacdo aos grupos T, CT+MC e CT. Com relagdo as medidas de birrefringéncia (Figura
10F), maiores valores foram detectados no grupo MC (39,25 + 11,42), seguido pelos grupos
CT+MC (35,42 +£13,48), CT (21,62 £8,18) e T (18,21 + 5,62), respectivamente. O histograma
mostra a frequéncia de distribuicao dos valores de birrefringéncia nos diferentes grupos (Figura

10G).



FIGURAS
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Figura 2: Citometria de fluxo para identificacio dos marcadores de superficie celular tipicos
de CTMA: CD 105, CD 90. Note a alta porcentagem de marcacgdo positiva para CD90, CD105
e baixa de CD34.

Figura 3: Microscopia de fluorescéncia para identificacio das CTMA-GFP na regido de
transec¢cdo do tenddo calcaneo dos grupos: T (A, D, G), CT (B, E, H) e CT+MC (C, F, I).
Observe presenca de CTMA-GFP nos grupos, CT (E) e CT+MC (F). DAPI: marcacao ntcleo.
Barra = 50 pm.



41

N T CcT MC MC+CT
Col I ———— E—— PP EEG TND WU

Collll el B v ——
A) W e ——
PCNA ——— e — e @ P
Caspase ' T — - ———
B-Actina & Ty premagn e ———"—
Caspasellll
15-
£ 2
s 5
= £ 1.0
2 5
< <
Q w
g g 0.5
= 5
0.0-
N Le © ,33*('
<
Grupos
Collll
1.0+
4
£ < o8
5 >
i 5 o6
=3 a
< CO
2 2
s L
= = 0.24 5
> =
Y s I
= A & W® ,\So
S
Grupos

Figura 4: A) WB para colageno I, colageno III, PCNA e caspase IIl. - Actina utilizada como
controle endégeno. B) Densitometria referente a quantidade proteica de colageno I: Note
maiores valores para os grupos MC e CT+MC em relagdo aos grupos T e CT; Colageno III:
diferenca significativa apenas no grupo N versus MC. PCNA: note maior valor no grupo MC
em relacdo ao T e CT, assim como maior valor no grupo CT+MC em relagdo ao CT. Caspase
III: ndo houve diferenca entre os grupos. Letras iguais indicam diferencas significativas entre

os grupos (p < 0,05).
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Figura 5: Concentragao de hidroxiprolina (mg/g de tecido) da regido de transeccao dos tenddes:
observe maior valor no grupo T em relagc@o aos grupos CT, MC e CT+MC (p < 0,05).

A) N i CT MC CT+MC
92 kDa
83 kDa
72 kDa
68 kDa
62 kDa

B) Parametros N T CT MC CT+MC

MMP-2 latente (72 kDa) 31.53+£4.66 3527+£572 36.32+£0.02 41,93 £ 1.36 4367227

MMP-2 intermediaria (68 kDa)  41.42+6.21 4590+£2.16 4735+£6.74 46,54 £1.93 47.56+£2.25

MMP-2 ativa (62 kDa) 23.62+5.86% 4089 6.12% 4526=4.71% 4502=2.54% 42,57+ 4.07*

*Diferencas significativas (p < 0,05) entre os tenddes transeccionado em relagdo aos
normais.

Figura 6: A) Zimografia para MMP-2 para a andlise das isoformas latente, intermedidria e
ativa. B) Densitometria de bandas (pixels): nenhuma diferenca significativa foi observada entre
os grupos para as isoformas latente e intermedidria. Observe maiores valores referentes a
1soforma ativa nos grupos CT, MC, CT+MC e T em comparac¢ao ao grupo N.
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Figura 7: ELISA para quantificagio de IL-10 e TNF-a (pg/mL). Observe diferenca
significativa nos niveis de IL-10 entre o grupo MC e T. TNF-a: note maior concentragao no

grupo MC em relagdo aos grupos T, CT e CT+MC. Letras iguais indicam diferengas
significativas entre os grupos (p < 0,05).

Figura 8: Cortes longitudinais de tenddes corados com HE. Os tenddes transeccionados de
todos os grupos apresentaram alta celularidade e desorganizacdo da MEC em comparagdo ao
N. Note no grupo CT+MC (—) matriz mais corada. Nos grupos com o tendao transeccionado,
a distribuicdo de coldgeno no tecido nao € homogénea, dessa forma, na mesma imagem ¢é
possivel observar regides com diferentes coloracdes. No grupo N os feixes de coldgeno estdo

orientados em apenas uma direcdo, com presenga de fibroblastos dispostos entre a matriz densa
e organizada evidenciada pela forte coloracdo da eosina. Barra = 200 um.
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Figura 9: Cortes longitudinais de tenddes corados com AT. Note maior intensidade de
coloragdao na MEC nos grupos transeccionados em relagdo ao N, porém sem diferenca marcante
entres os tratamentos e o grupo T. Barra = 200 pm.
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Figura 10: Imagens da regido de transeccdo (RT) de tenddes submetidos a microscopia de
polarizacdo. Note maior birrefringéncia representada pelo forte brilho das fibras de colageno
no grupo MC (d). Nos grupos CT (c) e CT+MC (e) observa-se birrefringéncia menos intensa
em comparagdo ao grupo MC. O grupo T (b) apresenta uma drea mais escura em funcio de
uma completa desorganizacdo das fibras de coldgeno. O grupo N (a) mostrou intensa
birrefringéncia devido a alta agregacao e organizagdo de feixes de coldgeno na regiao proximal.
T1: regido adjacente a RT onde ha um imbrincamento das fibras de coldgeno. Barra= 200 pm.
f) Histograma: observe a frequéncia de distribuicao dos valores de birrefringéncia de cada
grupo. Todos os grupos com tenddes transeccionados apresentaram valores < 50 megapixels,
mas apenas os grupos MC e CT+MC apresentaram valores > 50 megapixels. g) Medidas de
birrefringéncia (pixels) referente a organizacio dos feixes de coldgeno na regido de transec¢do
do tendao dos diferentes grupos. O grupo MC apresentou maior organizacdo das fibras de
coldgeno, seguido dos grupos CT+MC e CT. * Diferencga significativa de cada grupo em relagao
aos demais (p < 0.05).
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5. DISCUSSAO

Na terapia celular utilizando-se CTM, a maior parte das células € perdida 24 h ap6s a
sua aplicacdo, pois hd indicios que essas células possuem uma baixa capacidade de permanéncia
no tecido onde foram liberadas (VON BAHR et al., 2012). Estudo de Hui et al. (2009) mostrou
que apos 24 h, 18% das células retidas no coracdo estavam mortas, € apenas 40% das células-
tronco transplantadas no miocardio ficaram retidas no coracdo. Estudo realizado pelo nosso
grupo mostrou que a capacidade de permanéncia das CTMA foi em média de 40% e com
viabilidade em torno de 85.3% no momento da aplicacdo (manuscrito submetido a publicacdo).
No presente estudo, foi possivel mostrar a migracao das CTMA-GFP para o interior da regidao
lesionada, mostrando a incorporacdo e a permanéncia das CTMA na RT no 14° dia apds a lesdo.
Devido as diferencas na reorganizagdo da MEC dos tenddes observadas no presente estudo,
constatamos que tanto as CTMA isoladas, assim quando associadas a auxiliam no processo de
reparo dos tendoes.

A cicatrizagdo de tenddes ocorre em diferentes fases caracterizadas pela predominancia
de diversos eventos celulares, os quais visam a recuperacdo da composicdo molecular e
estrutura da MEC. O remodelamento da MEC permanece aumentado apds algumas semanas da
lesdo, sendo caracterizado por uma diminuicdo da celularidade e da producido da matriz, uma
vez que ocorre a substituicdo do colageno tipo III pelo colageno tipo I, tornando o tecido mais
fibroso (DOCHEVA et al., 2015). Logo apds a lesdo, concomitante com outros eventos das
fases inflamatéria e proliferativa, inicia-se o processo de remodelamento da MEC. De modo
que, na fase inflamatdéria encontra-se aumentada a sintese de coldgeno tipo III, e de acordo com
estudos realizados pelo nosso grupo (Tomiosso et al., 2009; Almeida et al., 2012; e Aro et al,
2012) sao observados ainda na regido lesionada de tal fase, aumento da concentracdo de GAGs
e PNCs. Na fase subsequente, proliferativa com pico no 14° dia, ocorre a migracdo e
proliferacdo de fibroblastos no sitio da lesdo, bem como a sintese de outros componentes da
MEC.

No presente estudo foi analisada a fase proliferativa, a qual inicia por volta do 3° dia
apo6s o trauma e perdura por 2 a 3 semanas, sendo o marco inicial da formagdo da cicatriz. Com
a evolucdo do processo, a MEC passa por modificacdes em sua composi¢do, ocorrendo
migragdo e ativacao de macréfagos e fibroblastos para a regido lesionada, somada a presenca
de vasos neoformados, permitindo que os componentes da nova matriz passem a ser
intensamente produzidos principalmente por estas células (BALBINO et al., 2005). Os

fibroblastos dos tecidos vizinhos sdo ativados pelo PDGF e migram para o local da lesao. Em
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seguida, o fator de crescimento transformante - 1 e-3 (TGF-P) € liberado estimulando essas
células a produzirem coldgeno tipo I (BROUGHTON et al., 2006; CAMPOS et al., 2007;
PRYCE et al., 2009) durante o reparo tendineo. Outros componentes de MEC também sdo
sintetizados pelos fibroblastos, tais como os PGs, MMPs, proteinas ndo colagénicas, entre
outros componentes (DIEGELMANN, 1997; HARTLAPP et al., 2001).

Considerando os efeitos da microcorrente no estimulo a sintese de coldgeno, Nessler e
Mass (1987) avaliaram o efeito da microcorrente no tenddao de coelhos cirurgicamente
lesionados. Os animais foram estimulados com 7 pA de corrente, enquanto que 0s animais
controles ndo foram estimulados. Foi demonstrado o aumento de 255% da taxa de
hidroxiprolina depois de sete dias de estimulagcdo, em referéncia ao grupo controle. Alvarez et
al. (1983) verificaram que ap0s a aplicacdo da microcorrente (300 pA decaindo para 50 pA
apos 24 horas) na cicatrizacdo da pele de porcos, houve uma diferenca estatisticamente
significativa na produgdo de coldgeno no 5°, 6° e 7° dias de tratamento, assim como o aumento
dos niveis de hidroxiprolina e no ndmero de fibroblastos. Nossos dados ndo corroboram com
os estudos anteriormente citados, uma vez que houve diminuicao da concentracio de colageno
total nos grupos tratados com a microcorrente isolada ou associada as CTMA, em relacdo ao
controle. E importante ressaltar que os parimetros experimentais (tempo de aplicacio,
intensidade da microcorrente € modelo experimental) se distinguem em cada trabalho
analisado. No presente estudo, foi utilizado intensidade de corrente de 10 pA, por durante 4
minutos, com inversdao dos eletrodos apdés um periodo de 2 minutos. Deve-se considerar
também que a maior concentra¢do de hidroxiprolina no grupo T, o qual apresentou menor
quantidade de coldgeno I, pode ser proveniente tanto de coldgeno integro como degradado,
considerando que este grupo apresentou, também, menor organizagdo das fibras de coldgeno.

Com relagdo a quantidade de colageno do tipo I, nossos dados mostraram aumento no
grupo tratado com microcorrente, assim como no grupo tratado com microcorrente € CTMA,
corroborando com dados da literatura. Estudo realizado por Goldman e Pollack (1996) em
estudos in vitro observaram que a aplicagcdo de correntes elétricas estimula a proliferacao de
fibroblastos e a sintese de coldgeno. Cruz e Bonvent (2008) utilizaram em seu estudo a
corrente microamperada, com intensidade de 300 uA com inversdo de polaridade a cada 3
segundos na cicatrizagdo de ratos. No grupo submetido ao tratamento, a cicatrizacdo ocorreu
mais rapidamente concomitante com o aumento do coldgeno do tipo I em relacdo ao controle,

demonstrando que a microcorrente € um recurso eficaz no processo de reparo.
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Estudos tem demonstrado também que a utilizacio da terapia celular € uma alternativa
promissora para o tratamento de lesdes, tal como a utilizacdo de equipamentos de microcorrente
na busca de acelerar o reparo tecidual. Segundo Kim e colaboradores (2011), em seu estudo
utilizando 30 uL. de CTMA injetadas subcutaneamente na pele dorsal de ratos, apds duas
semanas da aplicacdo, verificaram aumento da expressao do pré-coldgeno tipo I. Outro estudo
realizado por Uysal et al. (2012), utilizando CTMA aplicadas sobre a lesdo do tenddo calcaneo
de coelhos, visto que a resisténcia a tragdo foi medida na 4* semana, mostrou auxiliar no
processo cicatricial do tenddo, assim como aumentar a quantidade de coldgeno tipo 1. Nixon et
al. (2008) estudaram equinos com tendinite induzida por colagenase, tratados com a fracao
vascular estromal do tecido adiposo, cuja eutandsia ocorreu na 6* semana, observaram que
houve uma melhora na organizagdo tecidual, incluindo o alinhamento das fibras de coldgeno
dos tipos I e III, quando comparado ao grupo controle. Carvalho et al. (2016) estudaram o
efeito do tratamento das CTMA na tendinite do TFDS de equinos até 3 semanas apds a cirurgia.
Observou-se reducdo da inflamagdo, bem como melhora na organizagdo das fibras coldgenas e
aumento na expressao do colageno do tipo L.

Observou-se, em nosso estudo, que aplicacdo de microcorrente, bem como, a presenca
das CTMA, estimularam a sintese de coldgeno I. As andlises realizadas no microscépio de
polarizacdo, mostraram que o intenso brilho de birrefringéncia encontrado no grupo MC,
seguido dos grupos CT+MC e CT, refletem a maior organizacdo dos feixes de coldgeno nesses
grupos. Dessa forma, a aplicacdo de microcorrente resulta no aumento da quantidade de
coldgeno I, assim como na maior reorganizacdo dos feixes de coldgeno. Considerando que o
coldgeno é o principal componente dos tenddes e fornece integridade, tracdo, forca e
funcionalidade para tenddes, sua sintese, secrecdo e organizacdo desempenham papel
fundamental no processo de reparo de tenddes lesionados (CHITHRA et al., 1998; WANG et
al., 2012).

A quantificacdo da citocina TNF-a mostrou niveis aumentados no grupo MC em relacao
aos demais. No entanto, no grupo com associacao dos tratamentos, CT+MC, houve diminui¢ao
em relacdo ao grupo MC. Corroborando com esse resultado, o estudo de Kloth et al. (1996)
mostra que a estimulacdo elétrica tem participacio no aumento da sintese de mediadores
imunolégicos no reparo tecidual. Os eventos da angiogé€nese sao regulados por meio de fatores
de crescimento, entre eles o TNF-a, uma citocina pro-inflamatdria, que possui importantes
fungdes, tais como a indug@o de outras citocinas e mediadores lipidicos da inflamacdo, de
proliferacdo, diferenciagdo celular e apoptose. Além disso, o TNF-a atua na fase inflamatdria

amplificando a quimiotaxia de neutréfilos e estimulacdo de macréfagos. Logo, o TNF-a



49

desempenha um papel fundamental ndo apenas na resposta inflamatdria, mas também, na fase
subsequente dos processos de reparo de tecidos lesionados (ULLOA e TRACEY, 2005; RAJA
et al., 2007). A ligacdo do TNF-a aos receptores de superficie celular envolve multiplos
caminhos de transducdo de sinal, de modo que a interagdo funcional entre essas vias de
sinalizacdo pode determinar o resultado fisiol6gico de suas respostas bioldgicas. As principais
vias ativadas pelo TNF-a incluem caspases, fator nuclear Kappa B (NF-Kf) e proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAP quinases) (JANES et al., 2006).

O TNF-a pode exercer seus efeitos pela interagdo com dois subtipos de receptores,
TNFRI1 (p55 ou CD120a) e o TNFR2 (p75 ou CD120b). O TNFRI1, expresso em todas as
células, com excecao dos eritrdcitos, interage com o TNF-a na forma solivel. O TNFR2, que é
geralmente induzido e preferencialmente expresso em células endoteliais e em células
hematopoéticas, interage com o TNF-a associado a membrana. Dessa forma, a interacdo do
TNF-a com o seu receptor pode levar, alternativamente, a ativagdo de NF-Kf, que controla a
expressdao de genes de mediadores inflamatdrios, ou a ativagdo de uma via de caspases,
causando apoptose (MACEWAN 2002). A sinalizacdo via TNFR1 pode levar a proliferacao
celular ou a apoptose, enquanto a sinalizacdo via TNFR2, ndo leva diretamente a apoptose, mas
pode cooperar com o TNFRI1 para induzi-la (WARZOCHA et al.,, 1995; GUPTA, 2002;
TRACEY et al., 2008). De maneira geral, postula-se que o TNFR1 estd associado com funcdes
citotoxicas e pro-inflamatérias, causando injdria tecidual, enquanto o TNFR2 promove a
ativacdo, migracdo e proliferacdo celular, atuando no reparo tecidual e angiog€nese
(AGGARWAL 2003; BRADLEY, 2008).

Portanto, os resultados obtidos pela quantificacdo de TNF-a corroboram com a
quantificacdo de PCNA e caspase III, em que foi observado aumento de TNF-a e de PCNA
ap0ds o tratamento com microcorrente. Tal resultado sugere a atuacdo do TNF-a pela via de
sinalizacdo que leva a proliferacdo celular, e ndo de morte celular, uma vez que nao houve
diferen¢a na quantidade de caspase Il apds os diferentes tratamentos.

Considerando que a microcorrente estimula a proliferacdo de fibroblastos com
consequente aceleracdo do processo de reparo (BAYAT et al, 2006; GASPI et al., 2011;
SUGIMOTO, 2012; YU et al., 2014), esse recurso terapéutico tem sido investigado para
otimizar processos de cicatrizacdo. Conforme citado anteriormente, foi observado aumento da
quantidade de PCNA nos grupos tratados com a microcorrente. Dentre as funcdes
desempenhadas por essa proteina, também € conhecida sua atuagdo na maquinaria de replicagcdo
de DNA, tendo sido utilizada como um parametro da atividade proliferativa (WITKO-

SARSAT, etal., 2010). Estudos realizados por Silva et al. (2007) demonstraram que a aplica¢io
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de microcorrente proporciona efeitos positivo no processo cicatricial, pelo aumento do
metabolismo, da proliferacdo e da maturacao celular. Cheng e Goldman (1998) e Kloth (2005)
observaram que as células expostas a campos elétricos apresentam variacdes na taxa de
proliferacao e metabolismo celular. Outros estudos demonstram ainda, que a aplicacdo da
microcorrente no tecido induz a proliferacdo celular, assim como a sintese de proteinas, ja que
esses processos tornam-se aumentados quando aplicados estimulos elétricos as células
constituintes da pele, tenddes, cartilagem e ossos (LEFFMAN et al., 1994; CHENG e
GOLDMAN, 1998). No presente estudo, vale ressaltar a possivel atuacdo da via de sinalizacdo
através do TNF-a na proliferagdo celular, evidenciada pelo aumento da quantidade de PCNA,
o que pode ter levado ao aumento da quantidade de coldgeno I sintetizado por um maior nimero
de fibroblastos no grupo tratado com a microcorrente.

Estudo analisando a regeneracdo hepatica apos uma hepatectomia parcial em ratos
utilizando CTMA mostraram, com base no parametro da expressdao de PCNA na proliferacio
do figado, que a regeneracdo foi favorecida pelo transplante de CTMA (LIU, et al., 2016). Outra
pesquisa realizada por Omar e Aboulkhair (2017) comparando os efeitos da aplicagdo
endovenosa das CTMA, assim como das células mesenquimais derivadas da medula dssea
(CTMO), na diabetes tipo I induzida em ratos albinos, os grupos tratados com CTMA
apresentaram aumento na quantidade de PCNA, o que levou a maior proliferacao celular das
ilhotas pancredticas e 4cinos, em comparacdo aos grupos tratados com as CTMO. O mesmo
resultado para PCNA e coldgeno I foi observado para o grupo CT+MC em comparag¢@o ao grupo
CT, mostrando sinergismo entre os tratamentos com efeitos no aumento dessas duas proteinas.

Maior concentragdo de IL-10 foi observada no grupo tratado com a microcorrente,
sugerindo potencial anti-inflamatério dessa terapia. Estudos mostram que a microcorrente
proporciona efeito anti-inflamatério, além de atuar no controle da dor, do edema e na
cicatrizagdo de feridas (GUIRRO e GUIRRO, 2002; KLOTH, 2005). McMakin et al. (2005)
utilizando microcorrente em pacientes com fibromialgia mostraram que o tratamento atuou na
reducdo da inflamagdo, bem como na diminui¢do da dor e dos sintomas da fibromialgia. Estudo
realizado por Freitas et al. (2013) mostrou que estimulacdo elétrica no tratamento de
queimaduras teve efeitos positivos sobre a aceleracdo do processo cicatricial atuando na
diminui¢do da inflamagdo. Santos et al. (2004) também utilizando microcorrente no tratamento
de queimaduras em ratos observaram efeitos benéficos relacionados ao processo cicatricial,
como reducdo da inflamacao e aumento do nimero de vasos sanguineos e fibroblastos.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria, a qual estd envolvida no remodelamento

tecidual. E produzida por uma variedade de tipos celulares, incluindo células T, mondcitos e
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macréfagos. Na pele, os queratindcitos também demonstraram ser capazes de produzir IL-10
apos lesdo (AN et al., 2010). Na regulacdo do reparo tecidual, a via de sinalizacdo da IL-10
ocorre por meio da sua dimerizacdo para se ligar a um complexo receptor de tetrimero que
compreende duas moléculas de IL-10R1 e duas moléculas de IL-10R2, permitindo dessa forma,
ap6s a interagdo IL-10 — receptor, a fosforilacdo e dimerizacdo da JAK/STAT3, a qual é
translocada para o nicleo ativando os genes alvo 3HA sintases (HAS1, HAS2 e HAS3),
isoenzimas que possuem atividade glicosiltransferase, e que estdo envolvidas na sintese do AH
(VIGETTI et al., 2009; ZHANG et al., 2013). Estudo realizado por Balaji et al. (2015)
relataram uma nova descoberta de que a IL-10 desencadeia um transdutor de sinal e ativador
da transcricao 3 (STAT3), uma via de sinalizacdo dependente que regula o metabolismo do HA,
e conduz fibroblastos adultos a sintetizar uma matriz rica em AH.

Virios estudos mostram os efeitos benéficos do AH na cicatrizagdo de diversos tenddes
de diferentes modelos animais, devido a redu¢do da formagao da cicatriz, tecido de granulacdo
e evita as aderéncias apds o reparo do tenddo (TATARI et al., 2004; JONES e FLANNERY,
2007; LIU et al., 2008; KOLODZINSKYT et al., 2013) contribuindo com a melhora na
cicatrizagdo do tecido. Logo, além dos seus efeitos anti-inflamatorios, a IL-10 possui relevante
atividade na sintese de diferentes componentes da MEC. O estudo de Behrendt et al. (2017)
mostra a atuacdo da IL-10 no aumento da quantidade de GAG em cartilagens bovinas
submetidas a uma lesdo axial e tratadas com diferentes doses de IL-10. No presente estudo, a
microcorrente aumentou os niveis de IL-10 no 14° dia, fase em que o processo inflamatdrio esta
diminuido, sugerindo sua participa¢do no remodelamento da MEC por meio de estimulos para
a producdo de componentes relacionados a reorganizacdo da matriz, 0 que corrobora com a
maior organizacgao das fibras de coldgeno neste grupo.

Durante o reparo tendineo, as MMPs apresentam papel importante no remodelamento
da MEC. A MMP-2 participa da degradacdo de varios componentes da MEC, incluindo
coldgenos fibrilares e ndo fibrilares, laminina, agrecan e vitronectina durante o remodelamento
tecidual (AIMES e QUIGLEY, 1995; WOESSNER e NAGASE, 2000; MCCAWLEY e
MATRISIAN, 2001). De acordo com Jung et al. (2009), a MMP-2 juntamente com outras
MMPs e seus TIMPs, participam do crescimento lateral das fibrilas de coldgeno durante o
desenvolvimento do tenddo, além disso, atuam removendo pequenos PGs e coldgenos
associados a fibrilas, permitindo a associac@o adjacente das fibrilas e o crescimento das fibras.
Estudos anteriores do nosso grupo relacionaram a presenca de MMP-2 ativa com maior
remodelamento da MEC durante a cicatrizagdo dos tenddes (ARO et al., 2012; VIEIRA et al.,

2012). Entretanto, ndo observamos diferencas na atividade da MMP-2 nos grupos com maior
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organizacdo das fibras de coldgeno, sugerindo a participacdo de outras MMPs importantes no
remodelamento da matriz em tais grupos. O tenddo lesionado € caracterizado por um aumento
de colagenases, tais como a MMP-1, que degrada principalmente coldgeno tipo III, e MMP-13,
a qual degrada principalmente coldgenos do tipo II, além dos tipos I e IIl (KNAUPER et al.,
1997; FU et al., 2013). Riley (2008) também mostrou aumento da expressio de MMP-13 em
rupturas de tenddes de ratos. As MMPs podem mediar as mudancgas ocorridas na composi¢ao
da MEC durante a lesdo assim como no reparo, embora os processos celulares e moleculares
ainda ndo estejam bem elucidados. A lisil-oxidase, outra enzima que também atua no reparo
tendineo, possui grande importancia em tal periodo de reorganizacdo da MEC, ja que media a
formacdo de ligacOes cruzadas entre as fibras de coldgeno (KAGAN e LI, 2003), contribuindo

para a restruturacao da matriz.
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6. CONCLUSAO

6.1 Conclusao Geral

Em conclusao, o tratamento de lesdes tendineas com microcorrente € microcorrente

associada a CTMA ¢ mais efetivo comparado ao tratamento com CTMA isoladas.

6.2 Conclusao Especifica

1. As CTMA permaneceram na regido de transeccao 14 dias apds a lesdo;

2. O tratamento com microcorrente em tendao parcialmente lesionado induziu a melhora
na organizacao estrutural das fibras de coldgeno e aumento na quantidade de coldgeno tipo I.
Quando ocorre associacdo da microcorrente com CTMA, o resultado € bom, mas menos
pronunciado quando comparado a aplicacao isolada da microcorrente.

3. A associacdo de CTMA e microcorrente aumentou a quantidade de PCNA e coldgeno
tipo I quando comparado ao grupo tratado somente com CTMA;

4. O tratamento com microcorrente aumentou os niveis de IL-10 e TNF-a;

5. Nao houve diferenca na quantidade de MMP2 nos grupos submetidos aos diferentes

tratamentos.
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