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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi de avaliar o efeito de um
centrifugado de medula 6ssea na cicatrizagdo de lesdo muscular em
coelhos. Métodos: Este estudo experimental envolveu a utilizagdo
de 15 coelhos machos, adultos, da raga Nova Zelandia Branco. Em
cada animal, realizou-se uma lesdo transversal na regido média do
musculo tibial anterior direito, onde se adicionou uma esponja de
colageno absorvivel, embebida em um centrifugado de aspirado
de medula 6ssea do osso iliaco ipsilateral. O membro posterior
esquerdo foi utilizado como controle, sendo submetido & mesma
lesdo; porém, neste caso, adicionando-se somente a esponja de
colageno absorvivel. Apos 30 dias, os animais foram sacrificados
para o estudo da cicatrizagdo muscular. As areas de cicatrizagdo
muscular foram submetidas a analise histologica com histomorfo-
metria, interessando-se a mensuragdo do numero de células mus-
culares em regeneragao por micrometro quadrado e a proporgao de
fibrose formada. Resultados: O método de centrifugacao utilizado
neste estudo resultou em uma concentragdo média de células nu-
cleadas maior que o niimero destas células nos aspirados originais,
sem provocar destrui¢@o celular significativa. A adi¢do do centri-
fugado de medula d6ssea ndo resultou em aumento significante do
numero de células musculares em regeneragdo em relagdo ao grupo
controle. Também nao houve diferencga significante na propor¢ao
de fibrose formada em relagdo ao grupo controle. Conclusdo: A
administragdo de centrifugado de medula éssea utilizada neste
estudo ndo favoreceu a cicatriza¢ao de lesdo muscular em coelhos.

Descritores — Medula Ossea; Células-Tronco; Regeneragio;
Misculo Esquelético; Modelos Animais; Coelhos

ABSTRACT

Objective: The objective of this study was to evaluate the effect
of bone-marrow centrifugate on the healing of muscle injuries
in rabbits. Methods: This experimental study involved use of
fifteen adult male New Zealand White rabbits. Each animal
received a transverse lesion in the middle of the right tibialis
anterior muscle, to which an absorbable collagen sponge,
soaked in a centrifugate of bone marrow aspirate from the
ipsilateral iliac bone, was added. The left hind limb was used
as a control and underwent the same injury, but in this case
only the absorbable collagen sponge. Thirty days later, the
animals were sacrificed to study the muscle healing. These
muscle areas were subjected to histological analysis with
histomorphometry, with the aim of measuring the number of
muscle cells per square micrometer undergoing regeneration
and the proportion of resultant fibrosis. Results: The cen-
trifugation method used in this study resulted in an average
concentration of nucleated cells greater than the number of
these cells in original aspirates, without causing significant
cell destruction. Addition of the bone marrow centrifugate did
not result in any significant increase in the number of muscle
cells undergoing regeneration, in relation to the control group.
There was also no significant difference in the proportion of
resultant fibrosis, compared with the control group. Conclu-
sion: Administration of the bone marrow centrifugate used in
this study did not favor healing of muscle injuries in rabbits.

Keywords - Bone Marrow, Stem Cells, Regeneration; Skeletal
Muscle; Animals Models; Rabbits
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INTRODUCAO

As lesdes musculares compdem um dos problemas
mais desafiadores da traumatologia esportiva, pois,
apesar de serem comuns, seu tratamento ainda ¢ con-
troverso e, muitas vezes, ineficiente!)). Habitualmente,
longos periodos de afastamento sdo necessarios para
que o atleta retorne plenamente as suas atividades ¢ as
sequelas podem fazer parte do resultado final®.

O processo de cicatriza¢dao do tecido muscular cos-
tuma se iniciar prontamente assim que ocorre um trau-
matismo; porém, pode evoluir de maneira lenta e irre-
gular, dificultado por uma formagao excessiva de tecido
conjuntivo cicatricial (fibrose)®. Este tecido cicatricial
em excesso inibe a regeneracdo completa da estrutura
muscular preexistente e, por ser mais fragil e andmalo,
contribui para a recidiva local da lesdo, impedindo a
recuperacdo completa da fungdo muscular®.

O tratamento mais empregado nas lesdes musculares
¢ o conservador, do qual fazem parte medidas como
repouso, imobilizagdo do membro afetado por tempo
variavel, aplicacdo local de gelo e acompanhamento fi-
sioterapico. Em alguns casos, dependendo da gravidade
da lesdo, pode ser indicada a sua reparagdo cirtrgica.
Embora estes tratamentos frequentemente conduzam
a bons resultados clinicos, parecem ter efeito limitado
sobre a recuperagdo funcional e o risco de recidiva®.

As limitagdes descritas deram origem a pesquisas
investigando medidas biologicas capazes de estimular o
processo de regenera¢do muscular e prevenir a formacao
de fibrose®. Isto resultou em uma melhor identifica¢do
das vias celulares e moleculares envolvidas na regene-
racdo muscular e em um entendimento mais completo
da atividade de células satélites e células pluripotentes,
capazes de diferenciacdo miogénica durante a cicatriza-
¢do muscular®”. Essa melhor compreensdo do processo
de reparagao muscular abriu perspectivas favoraveis no
surgimento de novas terapias®.

Recentemente, técnicas de reparagdo, substituicao e
regeneracao tecidual, empregando conhecimentos de en-
genharia tecidual, t€m alcangado resultados promissores,
dentre as quais incluem-se a captura e o transplante de
células precursoras e uso de matrizes bioativas, hormonios
peptideos e fatores de crescimento®.

Dentre estas novas técnicas, duas linhas de pes-
quisa t€m sido bastante estudas: 1) a aplicagdo local
do plasma rico em plaquetas, devido a suas supostas
propriedades cicatrizantes, atribuidas a capacidade de
recrutar, proliferar e diferenciar células envolvidas com
a reparacao tecidual; e 2) as terapias baseadas na adi¢ao
local direta de culturas de células-tronco embrionarias,
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na esperanca de que estas ultimas se diferenciem nas
células do tecido alvo.

Apesar de as terapias baseadas na adig¢@o local de
culturas de células-tronco embrionarias produzidas in
vitro terem demonstrado a capacidade de diferencia-
¢do em células musculares (midcitos)!*!V, a cultura e o
transplante de células indiferenciadas da medula 6ssea
sao procedimentos complexos, caros e que tém tecnolo-
gia restrita a grandes centros de pesquisa!?. Por isso, a
aplicagdo local de aspirados de medula 6ssea, contendo
células-tronco adultas, tem sido pesquisada clinica e
experimentalmente!!¥., Estas tltimas possuem potencial
de diferenciagao tecidual limitado em relagdo as células-
-tronco embriondrias, porém sdo capazes de originar
células Osseas, cartilaginosas e musculares'¥. Como a
adicdo local de midcitos esta relacionada a um aumento
da regeneragao muscular no sitio lesado, a aplicagdo
local de um numero suficiente de suas células precur-
soras constitui uma abordagem promissora na tentativa
de melhorar a cicatriza¢io muscular(!>19,

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito positivo
da adicao de um centrifugado de medula 6ssea na cica-
trizacdo de lesdo muscular em coelhos.

METODOS

Este estudo experimental foi avaliado e aprovado, em
13 de marco de 2007, pelo Comité de Etica em Experi-
mentagao Animal da Universidade Estadual de Londrina.

Foram utilizados 15 coelhos machos, adultos, da raga
Nova Zelandia Branco (Orytolagus cuniculus), com peso
médio de 3kg e idade aproximada de quatro meses, pro-
venientes da Fazenda Experimental de Iguatemi, da Uni-
versidade Estadual de Maringa, e criados no Biotério
do Centro de Ciéncias da Satude, da Universidade Esta-
dual de Londrina. Como nao hé consenso na literatura
quanto a forma adequada para se calcular o tamanho da
amostra ideal para o estudo em questdo, optou-se em se
utilizar um numero de animais semelhante ao utilizado
nos trabalhos de referéncia. Alem disso, as atuais dire-
trizes éticas para a experimentagcdo animal recomendam
que seja utilizado o menor nimero possivel de animais,
desde que fornegam resultados estatisticos significativos.
Os animais foram previamente avaliados por médico
veterinario e ficaram alojados em gaiolas metalicas indi-
viduais, iluminadas diariamente por 12 horas continuas,
com temperatura, umidade e ruido ambientes mantidos
estaveis. A alimentacdo constituiu-se de agua ad libitum
e racdo industrial apropriada, balanceada e peletizada.
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Preparo do centrifugado de medula 6ssea

O procedimento anestésico foi baseado no proto-
colo de anestesia preconizado pelo Canadian Council
on Animal Care, no Guide to the Care and Use of Ex-
perimental Animals"”. Foi aplicado em cada animal,
como medicagdo pré-anestésica, Img/kg de sulfato de
atropina, por via intramuscular. A anestesia iniciou-se
com a aplicacdo intramuscular, na regido proximal do
membro pélvico, de uma solugdo contendo 40 mg/kg de
cloridrato de quetamina a 10%, associada a Smg/kg de
cloridrato de xilazina. Logo apds a indugdo anestésica,
os animais foram identificados com numeragao, de 1
a 15, tatuada na orelha esquerda. A administragao fra-
cionada de cloridrato de xilazina 1mg/kg foi realizada
quando necessario o prolongamento da anestesia.

A pele da regido da crista iliaca direita foi trico-
tomizada, e, apOs assepsia e antissepsia adequadas,
realizou-se a puncao da medula d6ssea da crista iliaca
posterior, com agulha calibre 16G com trocater. A cavi-
dade medular foi atingida com movimentos de rotagao
delicados. A seguir, o trocater foi retirado, conectando-
-se entdo a agulha uma seringa plastica descartavel de
10ml, cuja parte interna foi previamente embebida em
solucdo de heparina a 1:1.000. Foram aspirados apro-
ximadamente S5Sml de medula 6ssea, com tracdo firme
do émbolo da seringa.

O material foi processado em camara de fluxo la-
minar em condigdes estéreis. Para dispersar os agrega-
dos celulares, a amostra de Sml da seringa plastica foi
transferida para um tubo graduado estéril, inicialmente
por meio de agulha calibre 19, e, a seguir, com agulha
calibre 22. O material foi centrifugado a 400G e a 20°C,
durante 10 minutos. Apds a centrifugagao, o aspirado se
dividiu em trés niveis distintos: uma camada superior
contendo o plasma sanguineo, uma camada intermedi-
aria denominada buffy-coat, onde sdo encontradas as
células nucleadas (devido a sua maior densidade), das
quais fazem parte células precursoras hematopoiéticas
e células do estroma da medula dssea, local onde se
encontram as células mesenquimais e progenitoras (pre-
cursoras de células Osseas, cartilaginosas e musculares).
Finalmente, a ultima camada ¢ composta pelas células
vermelhas sedimentadas no fundo do tubo. O material
do buffy-coat foi entdo homogeneizado, e uma amostra
de 50 microlitros foi separada para a contagem das cé-
lulas e realizacdo de teste de viabilidade celular, para se
evitar a administracdo de células mortas que pudessem
resultar do processo de centrifugacao.
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Técnica cirurgica

O animal anestesiado foi posicionado em decubito
dorsal na mesa operatoria, sendo feita a tricotomia das
faces anteriores das pernas direita e esquerda e assepsia
e antissepsia adequadas.

Realizou-se uma via de acesso anteromedial, longi-
tudinal, no ter¢o médio do membro posterior, com apro-
ximadamente 3cm de extensdo. Procedeu-se a dissec¢ao
por planos, abordando-se pele, tecido subcutaneo e fas-
cia, os quais foram afastados, expondo-se o corpo do
musculo tibial anterior. Com o uso de uma lamina de
bisturi n° 15, realizou-se uma incisdo transversal no cor-
po do musculo tibial anterior, interessando 75% de sua
largura, 50% de sua espessura e aproximadamente 60%
de seu comprimento, a partir de sua origem proximal,
conforme modelo de Menetrey et al'®. Desta forma,
evita-se a sec¢ao transversal total do ventre muscular,
possibilitando uma cicatrizacdo mais uniforme entre as
porcdes musculares separadas pela incisdo e poupando-
-se 0 nervo motor em seu ponto de entrada no musculo®®.

A seguir, foram feitos pontos de reparo proximal e
distal a Smm de distancia dos rebordos da lesdo muscu-
lar, utilizando-se fio de sutura mononylon 4.0, segundo
procedimento recomendado por Marlow et al'®. Uma
amostra de esponja de gelatina absorvivel (Gelfoam®)
de 1,0 x 0,5cm foi embebida com o centrifugado de
medula dssea e colocada sobre a lesdao (Figura 1).

A ferida cirtrgica foi suturada por planos utilizando-
-se fio de sutura mononylon 4.0 e ocluida com curativo
impermeavel estéril. O mesmo procedimento foi reali-
zado no musculo tibial anterior esquerdo; porém, apenas
a esponja de gelatina absorvivel foi aplicada no local.

Ao término da cirurgia, o animal foi isolado dos ou-
tros animais, colocado em caixa apropriada e aquecido.
Foi administrada uma dose intramuscular de antibacte-
riano e anti-inflamatdrio, contendo penicilina G benza-
tina, penicilina G procaina, sulfato de diidroestreptomi-
cina e piroxicam. Apods a recuperagao anestésica total,
o coelho foi devolvido a sua gaiola, recebendo agua e
ragcdo a vontade. A carga total nos membros operados
foi liberada e permitida imediatamente, sem qualquer
tipo de restricdo ou imobilizagdo. Segundo Jéarvinen
et al'V, a mobiliza¢do precoce induz um crescimento
capilar mais rapido e intenso para a area lesada, me-
lhor regeneracao e orientacdo mais paralela das fibras
musculares, enquanto que a inatividade associa-se a
atrofia significativa das fibras musculares e deposi¢ao
excessiva de fibrose.
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Figura 1 — Reparo muscular e esponja de gelatina absorvivel
embebida em centrifugado de medula 6ssea na leséo do musculo
tibial anterior direito.

Trinta dias apo6s a data da cirurgia, os animais fo-
ram sacrificados. Os musculos tibial anterior direito e
esquerdo de cada animal foram dissecados cuidadosa-
mente de sua inser¢ao proximal até a sua inser¢ao distal
e retirados. Foram localizados os pontos cirurgicos de
reparo proximal e distal, a Smm do local da lesdo, sen-
do o musculo seccionado entre estes pontos, conforme
modelo experimental descrito por Menetrey et al'®.

A seguir, as metades proximais e distais dos muscu-
los foram colocadas em recipientes adequados, fixadas
em solucdo de formalina a 10%, e identificadas com o
numero do coelho e membro posterior correspondente
(direito ou esquerdo).

As amostras do tecido muscular foram entdo desidra-
tadas e embebidas em parafina para o estudo histologico,
orientadas de modo que a localizagao da face da linha
média permitisse sec¢des transversais do ponto médio
da lesdo. Dos blocos de parafina foram obtidos cortes
histologicos de 4um de espessura, que seguiram a roti-
na histoldgica para coloragao pela hematoxilina-eosina,
para avaliacao histopatologica e histomorfométrica.
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A avaliagdo dos resultados foi realizada pela mensu-
racdo histologica quantitativa (nimero de células mus-
culares por um? e proporgio de fibrose) da cicatrizagio
da lesdo muscular, comparando-se o musculo tibial an-
terior direito com o esquerdo a partir da face da linha
média dos seus segmentos, na regido intermediaria da
lesao muscular, sendo esta a regido ideal para a quanti-
ficagdo da regeneragdao muscular, pois ocorre indepen-
dentemente do suprimento vascular e em um ambiente
nao influenciada pelo reparo fibroso, refletindo apenas
o potencial miogénico.

Os achados foram entdo documentados em imagens
digitalizadas captadas com auxilio do sistema analisa-
dor de imagem Kontron Electronic 300 (Zeiss®), para
a avaliacdo quantitativa. Esta rotina, semiautomatiza-
da, foi realizada em cada campo da lamina em estudo,
sendo 10 campos por ldmina. Os resultados obtidos em
cada campo, correspondentes a area analisada (nimero
de células musculares por pm? e propor¢io de fibrose),
foram arquivados em planilha Microsoft Excel® para
posterior analise estatistica.

A andlise estatistica foi realizada no Departamento
de Estatistica do Centro de Ciéncias Exatas da Univer-
sidade Estadual de Londrina.

Foram calculados a média, o desvio padrao, a me-
diana e a amplitude interquartil das varidveis quanti-
tativas continuas.

Tabelas estatisticas e graficos de coluna (média +
desvio padrdo) apresentaram a estatistica descritiva das
varidveis: nimero de células musculares/um? e propor-
¢do de fibrose.

Foi utilizado o teste de Wilcoxon para a inferéncia
sobre a diferenca entre as observacdes das amostras
pareadas e ndo paramétricas.

O nivel de significancia adotado foi de 5% (a = 0,05).

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo expostos os resultados da conta-
gem de células e do teste de viabilidade celular, realiza-
dos apo6s a centrifugacdo do aspirado de medula dssea.

A Tabela 2 e a Figura 2 demonstram o niimero de
células musculares por micrometro quadrado formadas
no local da lesdo muscular, tratadas com centrifugado
de medula 6ssea, em comparagao com o grupo controle.

A Tabela 3 e a Figura 3 demonstram a porcentagem
de fibrose formada no local da lesdo muscular, tratadas
com centrifugado de medula 6ssea, em comparagdo com
0 grupo controle.

Rev Bras Ortop. 2011;46(6):718-25
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Tabela 1 — Estatistica descritiva da contagem de células nucleadas em cada amostra de aspirado de medula dssea e determinagéo
da sua viabilidade celular.

Célula nucleada
Volume da| Contagem N
Coelho | puncdo | média (107 Viavel Inviavel ZS::Q??‘%
(ml células/ml)

12 22 M 12 28 M M 97,0
1 5,0 10,2 97 100 99 2 4 3 # 3 97,0
2 5,0 3,4 32 34 33 1 1 1 # 1 97,9
3 4,0 4,9 51 44 48 1 1 1 # 1 95,6
4 5,0 4,6 40 47 44 1 2 2 # 2 97,4
5 3,0 7.8 73 78 76 1 3 2 # 2 95,5
6 3,0 6,7 65 62 64 3 3 3 # 3 96,0
7 5,0 5,0 53 43 48 3 1 2 # 2 90,6
8 6,0 7,5 66 69 68 6 8 7 # 7 96,8
9 7,0 9,5 94 90 92 2 4 3 # 3 96,3
10 4,5 13,6 130 132 131 4 5 5 # 5 94,9
11 5,5 5,9 56 55 56 2 4 3 # 3 92,5
12 6,0 8,1 78 71 75 6 5 6 # 6 93,6
13 5,0 4,7 47 40 44 3 3 3 # 3 94,9
14 5,5 7,9 72 77 75 2 6 4 # 4 92,5
15 5,5 4,0 31 42 37 2 4 3 # 3

12 - Primeira contagem - 22 - Segunda contagem - M - Contagem média

Tabela 2 - Estatistica descritiva do numero de células
musculares formadas no local da lesdo muscular, comparando-
se o lado onde foi aplicado o centrifugado de medula éssea
com o controle.

Numero de células musculares/um?
Coelho i
m;ir;;rg:g:: c(’c;::\‘;O) Controle (C) 0,00045[F
1 0,000202916 0,000202135
2 0,000754903 0,000339927 0,00040 -
3 0,000522031 0,000297436
4 0,000156089 0,000417183 0000351~
5 0,000364207 0,000569724 0.00030}
6 0,000376955 0,000339927 ~
7 0,000587284 0,000400628 E 0.00025
8 0,000366809 0,000348273 E I
9 0,000422149 0,000417183 § 000020
10 0,000304373 0,000207598 <
11 0,000476781 0,000147504 0,00015
12 0,000242805 0,000182104
13 0,000327787 0,000195111 0,00010
14 0,000143407 0,000176034
15 0,000392351 0,000196672 0,00005 -
Media = desvio | 130376 + 0,0001647 | 0,000296 + 0,0001219 000000k
padrao '
Diferenga (CMO-C) | 0,000080+0,0001796 Centrifugado de Controle
Mediana (amplitude medula 6ssea
interquartil) 0,000367 (0,0002340) | 0,000297 (0,0002055)
Diferenga (CMO-C) | 0,000061 (0,0001949) Figura 2 — Numero de células musculares por micrémetro
Wilcoxon S- a2 b = 0,0730 quadrado na regido intermediaria da les&o do musculo tibial
’ anterior tratada com centrifugado de medula dssea e controle.
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Tabela 3 — Estatistica descritiva comparativa da porcentagem de
fibrose formada nos locais de lesdo muscular.

Proporcao de fibrose
Coelho Centrifugado de
medula éssea (CMO) Controle (C)
1 0,601304503 0,469212643
2 0,525683356 0,642372385
3 0,361749355 0,445195018
4 0,666412294 0,377530994
5 0,676205576 0,593659394
6 0,343374895 0,699801392
7 0,555734885 0,500963831
8 0,500546007 0,583348253
9 0,387811732 0,379854791
10 0,567422834 0,491287125
11 0,646452016 0,37336342
12 0,663838047 0,543644596
13 0,630006334 0,513283371
14 0,302357471 0,672787984
15 0,59545864 0,448178945
Media = desvio | 534957 + 0,12778 | 0,515632 + 0,10568
padrao
Diferengca (CMO-C) | 0,019325 + 0,19402
Mediana (amplitude | 5q7455 (0 25864) | 0500964 (0,14846)
interquartil)
Diferenca (CMO-C) | 0,076136 (0,21554)
Wilcoxon S=13 p = 0,4887
0sF
05k
P 04
o
2 |
(0]
©
c 03
(0]
(o))
S L
c
3
5 02k
o
01
00F
Centrifugado de
medula 6ssea Controle

Figura 3 — Proporgao de fibrose na regiao intermediaria da lesao
do musculo tibial anterior tratada com centrifugado de medula
dssea e controle.

DISCUSSAO

As lesdes musculares sdo extremamente comuns,
constituindo em torno de 35-55% de todas as lesdes
relacionadas com a pratica esportiva. A morbidade
associada ¢ significativa; ja que essas lesdes podem
levar a contraturas dolorosas e atrofias musculares, re-
quererem longos periodos de recuperagdo, aumentar o
risco de recorréncia e, em alguns casos, resultarem em
impedimento para que o atleta regresse a seu nivel de
atividade pré-lesao.

Nos tltimos anos, o desenvolvimento de terapias ce-
lulares e de engenharia tecidual estimularam pesquisas
empregando estas técnicas no tratamento de lesdes mus-
culares. Estas terapias t€ém como finalidade estimular
um aumento na formagdo de celulares musculares na
regido afetada, e, a0 mesmo tempo, diminuir a formagao
de tecido conjuntivo cicatricial em excesso (fibrose).
Esta ultima estd diretamente relacionada ao indice de
recidiva da lesdo e foi demonstrada capaz de impedir o
retorno do atleta a sua condi¢ao pré-lesdo, em parte por
prevenir a formag¢ao de novas miofibrilas, contribuindo
para o declinio da contratilidade muscular e da ampli-
tude de movimento®”. A dor resultante da formagio
de fibrose ¢ também um fator limitante da recuperagao
funcional total durante a fisioterapia e a longo prazo.

Apesar de estudos evidenciarem a capacidade de
culturas de células embrionarias progenitoras (células-
tronco embriondrias) formarem tecidos 0sseo, cartilagi-
noso e muscular, esta tecnologia € cara e complexa, e,
portanto, ainda longe da pratica clinica diaria. Por isso,
a iniciativa de utilizarmos em nossa pesquisa aspirados
da medula 6ssea, a qual possui comprovadamente, em
seu estroma, células precursoras de tecido mesenqui-
mal adultas. Estas células também apresentam potencial,
ainda que mais limitado que as células precursoras em-
brionarias, de se diferenciarem em células musculares.

Utilizamos o modelo de lesdo muscular descrito
por Menetrey et al'®, que impede a separagio total
das fibras musculares, favorecendo o estudo da cicatri-
zacdo. Sobre o local da lesdo, aplicamos uma espuma
de colageno absorvivel, embebida no centrifugado de
medula 6ssea, para impedir a dispersao das células
e permitir um contato mais prolongado das mesmas
com a lesdo, ja que a espuma permanece no local por
aproximadamente quinze dias antes de ser absorvida
completamente. As amostras de aspirado de medula
ossea foram centrifugadas com o objetivo de sepa-
rar as células nucleadas, das quais fazem parte tanto
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células precursoras hematopoiéticas quanto as células
do estroma. Apds o processo de centrifugagdo estar
completo, estas células ficam concentradas na camada
intermediaria dos tubos (buffy-coat).

Embora o modelo utilizado ndo reproduza com fi-
delidade as lesdes musculares mais frequentemente en-
contradas na pratica clinica, quais sejam, as causadas
por mecanismo de contusdo ou laceracao, optamos pelo
modelo proposto pelos autores citados por este permi-
tir uma melhor padronizag¢do da lesdo em cada animal.
Segundo estes autores, este modelo ¢ de facil execucao
e elimina varidveis como extensdo, profundidade e in-
tensidade da forga aplicada quando se tenta causar a
lesdo por contusdo ou laceragdo, permitindo uma melhor
caracterizagdo da cicatrizacdo muscular.

Outro fator conflitante em nosso estudo foi a opgao
por sacrificar os animais com um intervalo de tempo
unico de quatro semanas. Idealmente, deveriamos ava-
liar a cicatrizagdo em diversos periodos, o que permi-
tiria um acompanhamento mais uniforme e linear. No
entanto, isto exigiria uma amostra bem maior de ani-
mais, o que vem sendo desaconselhado pelos conselhos
e sociedades protetoras dos animais. Preconiza-se hoje
a utilizagdo do menor nimero possivel de animais, e,
de preferéncia, que se trabalhe a nivel tecidual (histo-
logia). Também nao ha uniformizagdo, na literatura,
do calculo do nimero mais adequado de animais para
este tipo de estudo.

Apesar de todos estes cuidados, nossos resultados
demonstraram que nao houve diferenga significativa
no nimero de células musculares formadas no local
das lesdes musculares onde se aplicou o centrifugado
de medula 6ssea, comparando-se com o lado controle.
Também nao houve diferenca na porcentagem de fibrose
formada, o que nos permite concluir que o concentrado
de medula ¢ssea nao foi capaz de melhorar a qualidade
da cicatriz muscular.

Embora a literatura frequentemente refira-se as célu-
las progenitoras mesenquimais da medula 6ssea como
uma populacao homogénea, estas células na verdade sao
muito heterogéneas, diferindo grandemente na sua capa-
cidade de diferenciar-se em células musculares adultas.
Portanto, os aspirados de medula 6ssea podem ser, mes-
mo quando empregada a mesma técnica para sua obten-
¢do, muito distintos com relag@o a quantidade de células
verdadeiramente precursoras presentes em cada amostra
coletada. Isto pode ser uma das causas de insucesso
em nosso trabalho. De acordo com Matziolis et al/®", o
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processo inflamatorio desencadeado pela lesao muscular
pode levar a morte das células precursoras miogénicas
implantadas imediatamente, podendo resultar em sobre-
vivéncia celular menor do que 10% no quinto dia apds
o trauma. Isto seria causado pelos fatores celulares e
humorais que fazem parte dos processos de inflamagao
fisiologica durante os primeiros dias ap6s a lesdo. Além
disso, o dano a microvascularizagao resulta em resposta
regenerativa pobre nesta fase. Reunidos, estes fatores
criam um ambiente hostil que dificulta a sobrevivéncia,
a proliferagdo e a diferenciag¢do de células transplanta-
das, colaborando para justificar os resultados negativos
encontrados em nosso estudo.

Apesar da regeneracdo tecidual mediada por células-
tronco embrionarias in vitro possuir potencial terapéuti-
co promissor, Musaro et al'? acham que a diferenciagdo
no musculo esquelético de células-tronco adultas prove-
nientes da medula 6ssea ¢ de pouco significado clinico.

No presente estudo, a maior propor¢ao de fibrose
no grupo do tratamento, apesar de ndo significativa, foi
uma surpresa, demonstrando ser a formagao excessiva
de tecido conjuntivo cicatricial, conforme a opinido de
outros autores, um problema ainda a ser resolvido.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que
o centrifugado de medula 6ssea nao foi capaz de induzir
uma melhor qualidade da cicatrizagdo muscular, aumen-
tando o numero de fibras musculares e diminuindo a
formacdo de fibrose.

Uma alternativa que tem sido foco de recentes pes-
quisas buscando-se reparar e/ou regenerar o tecido mus-
cular ¢ o emprego do concentrado de plaquetas, também
conhecido como plasma rico em plaquetas (PRP)@?,

As plaquetas sdo as primeiras cé€lulas a atingirem o
local da lesdo e sdo muito ativas na fase inflamatdria
inicial da reparacao dos tecidos. Elas atuam na home-
ostasia tecidual, por meio de aderéncia, agregacao, for-
macao de coagulo e liberagdo de substancias (fatores de
crescimento) que promovem a reparacao tecidual e que
influenciam a neovascularizagdo local®.

As plaquetas liberam fatores de crescimento por de-
granulacdo, e o interesse em sua aplicacdo local nos
sitios de lesdo reside justamente na possibilidade de
se ampliar o potencial de cicatrizacdao tecidual pela
administracdo direta desses fatores. Esses fatores sdo
concentrados por meio de técnicas de centrifugacio de
sangue autdlogo do proprio paciente, produzindo uma
substancia rica em plaquetas que pode ser aplicada sob
forma liquida ou gelatinosa no tecido lesado®?.
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Apesar do seu grande apelo, estudos recentes de-
monstram que had ainda muitas controvérsias sobre a
real eficacia do PRP, principalmente devido a ndo uni-
formizacdo de varidveis como quantidade a ser apli-
cada, concentracdo, intervalo de tempo etc. A maioria
das pesquisas parece demonstrar um efeito favoravel
no tratamento das tendinoses cronicas, mas resultados
conflitantes na aplicagdo dssea e muscular®®,

Novos estudos devem ser realizados, talvez utilizan-
do-se populagdes homogéneas de células progenitoras
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