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Resumo

A regeneragcdo muscular esquelética € um processo altamente coordenado e
dindmico, essencial para a recuperagdo de tecidos danificados apos lesédo. Esse
processo envolve mecanismos celulares e moleculares que incluem necrose,
inflamagéo, proliferacdo celular, angiogénese e remodelamento estrutural. No
entanto, em casos de lesdo extensa, a regeneragdo pode ser comprometida,
levando a formacdo de fibrose e prejuizo funcional. Diante disso, estratégias
terapéuticas como o uso de células-tronco mesenquimais (CTMs) e a pratica de
exercicio fisico moderado tém sido investigadas com o objetivo de potencializar a
reparacdo muscular por meio da modulacdo da resposta inflamatéria. Neste
contexto, o presente trabalho avaliou os efeitos da aplicacdo de microenxertos
contendo CTMs associada ou ndo ao exercicio fisico sobre o perfil inflamatério na
regeneragcdo muscular de ratos Wistar submetidos a indugé&o de les&o. Para isso,
foram utilizados 120 animais, alocados aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: GC1 (sem exercicio e sem CTM), GC2 (sem exercicio e com CTM),
GC3 (com exercicio e sem CTM) e GC4 (com exercicio e com CTM), cada grupo
contou com 24 animais (6 animais por grupo), totalizando 120. A analise histologica
foi realizada no musculo gastrocnémio anterior direito coletado nos dias 3, 7, 14, 21
e 30 (intervalos de eutanasia) apos a lesao, corados com hematoxilina e eosina
(HE), com o objetivo de caracterizar aspectos morfolégicos como necrose,
hemorragia, infiltrado inflamatério e fibrose. A avaliagao qualitativa demonstrou que o
grupo GC4, tratado com CTMs e submetido ao exercicio fisico moderado,
apresentou uma resposta inflamatéria mais eficiente e controlada ao longo do tempo,
com redugdo progressiva da necrose e da infiltracdo leucocitaria, menor grau de
fiborose e aumento da presenca de mioblastos em fases tardias, indicando um
ambiente propicio a regeneragdo muscular funcional. O GC1, grupo controle
negativo, apresentou padrdo inflamatério intenso e prolongado, com elevada
necrose tecidual, hemorragia persistente e fibrose evidente, o que reflete uma
regeneracao deficiente. O grupo GC2 apresentou redugao discreta da inflamacao e

da necrose em relagdo ao GC1, evidenciando os efeitos terapéuticos isolados das



CTMs, embora sem potencial reparativo pleno. Ja o GC3 apresentou um aumento do
processo inflamatério nos primeiros dias, possivelmente como resultado do estresse
fisico induzido pelo exercicio, seguido de reorganizagdo estrutural nos estagios
finais. A analise comparativa entre os grupos evidenciou que a combinagao entre
CTMs e exercicio fisico foi a estratégia mais eficaz para modular a inflamacéo e
otimizar a regeneragdo muscular. Assim, os dados obtidos reforcam o potencial
terapéutico das células-tronco mesenquimais, especialmente quando aplicadas em
sinergia com protocolos de exercicio fisico controlado, representando uma

abordagem promissora para intervengcdes em lesdes musculares extensas.

Palavras-chave: fibrose; infiltrado inflamatdrio; musculo estriado esquelético;

necrose; potencial; regeneracéao; terapia celular.



Abstract

Skeletal muscle regeneration is a highly coordinated and dynamic process,
essential for the recovery of damaged tissues after injury. This process involves
cellular and molecular mechanisms that include necrosis, inflammation, cell
proliferation, angiogenesis, and structural remodeling. However, in cases of extensive
injury, regeneration can be compromised, leading to the formation of fibrosis and
functional impairment. Therefore, therapeutic strategies such as the use of
mesenchymal stem cells (MSCs) and moderate physical exercise have been
investigated to enhance muscle repair by modulating the inflammatory response. In
this context, this study evaluated the effects of applying micrografts containing MSCs,
with or without physical exercise, on the inflammatory profile of muscle regeneration
in Wistar rats subjected to injury. For this purpose, 120 animals were used, randomly
allocated into four experimental groups: GC1 (without exercise and without CTM),
GC2 (without exercise and with CTM), GC3 (with exercise and without CTM) and
GC4 (with exercise and with CTM), each group had 24 animals (6 animals per
group), totaling 120. Histological analysis was performed on the right anterior
gastrocnemius muscle collected on days 3, 7, 14, 21 and 30 (euthanasia intervals)
after injury, stained with hematoxylin and eosin (HE), with the aim of characterizing
morphological aspects such as necrosis, hemorrhage, inflammatory infiltrate and
fibrosis. The qualitative evaluation demonstrated that the GC4 group, treated with
MSCs and subjected to moderate physical exercise, presented a more efficient and
controlled inflammatory response over time, with a progressive reduction in necrosis
and leukocyte infiltration, a lower degree of fibrosis, and an increased presence of
myoblasts in late stages, indicating an environment conducive to functional muscle
regeneration. The GC1 group, the negative control group, presented an intense and
prolonged inflammatory pattern, with high tissue necrosis, persistent hemorrhage,
and evident fibrosis, reflecting deficient regeneration. The GC2 group showed a slight
reduction in inflammation and necrosis compared to the GC1 group, demonstrating
the isolated therapeutic effects of MSCs, although without full reparative potential.

The GC3 group, on the other hand, presented an increase in the inflammatory



process in the first few days, possibly as a result of exercise-induced physical stress,
followed by structural reorganization in the final stages. The comparative analysis
between the groups showed that the combination of MSCs and physical exercise was
the most effective strategy for modulating inflammation and optimizing muscle
regeneration. Thus, the data obtained reinforce the therapeutic potential of
mesenchymal stem cells, especially when applied in synergy with controlled physical
exercise protocols, representing a promising approach for interventions in extensive

muscle injuries.

Keywords: cell therapy; fibrosis; inflammatory infiltrate; necrosis; potential;

regeneration; skeletal striated muscle.
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1. INTRODUGCAO

O musculo estriado esquelético € essencial para movimento, postura e
metabolismo, representando cerca de 40% da massa corporal (ZIMOWSKA et al.,
2020). A inflamacéo nesse tecido, quando controlada, auxilia na reparagéo, mas, se
cronica ou desregulada, pode causar destruicdo de fibras, fibrose, perda de forga e
incapacidade, comprometendo a fungdo motora, afetando o controle da glicose, o
metabolismo de lipidios e a comunicagdo com outros 6rgaos por meio de miocinas
(CHIU et al., 2020).

Geralmente, o termo inflamagdo € associado a um processo negativo e
deletério que precisa ser controlado, especialmente devido a sua implicagdo em
diversas patologias crbnicas, como doencgas autoimunes e cancer (MOUSSA et al.,
2020). Entretanto a inflamagdo também abrange a resposta imune aguda
desencadeada por infecgdo ou lesdo tecidual (CHAZAUD, 2020). Ademais, a
resposta inflamatéria € o mecanismo biolégico fundamental para a restauracéo da
homeostase tecidual (VANNELLA & WYNN, 2017).

A regeneragao muscular pode ser ativada por traumas mecénicos, toxinas ou
doengas degenerativas, e envolve uma resposta coordenada entre células
inflamatadrias, células-tronco musculares (células satélites) e remodelagéo da matriz
extracelular. As células-tronco mesenquimais (CTMs) sao células adultas
multipotentes, com origem mesodérmica, capazes de autorrenovagdo e
diferenciagdo em diferentes linhagens celulares. Elas tém se destacado por seu
papel na regeneracgao tecidual, imunomodulagado e secregéo de fatores troficos (YU
et al., 2023).

No século XX, foram realizados os primeiros estudos com CTMs, a partir dos
trabalhos pioneiros de Friedenstein, que identificou, na medula 6ssea, células com
morfologia fibroblastoide — ou seja, com aparéncia semelhante a dos fibroblastos
(PHINNEY, 2024), as células mais comuns do tecido conjuntivo — capazes de
formar colénias aderentes em cultivo e de se diferenciar em linhagens osteogénicas

(OLIVEIRA et al, 2024). A partir dessa contribuicdo cientifica, foi possivel
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compreender a origem das CTMs e seu potencial de autorrenovagcéo e
multidiferenciagdo (GUMUCIO et al., 2015).

Arnold Caplan, com base nessas descobertas, propds o termo “células-tronco
mesenquimais”, ao observar que essas células apresentavam propriedades similares
as das células-tronco, como capacidade de diferenciagcdo, autorrenovagao e
regeneracao tecidual (HUANG et al., 2022). Além disso, elas secretam fatores de
crescimento com agao paracrina e podem ser isoladas de diferentes tecidos, como:
tecido conjuntivo, ossos, polpa dentaria e medula 6ssea (LIMA & DURLI, 2018). Em
2015, Caplan reafirmou o uso do termo célula-tronco mesenquimais, destacando o
papel dessas células na manutencdo da homeostase do microambiente tecidual e
seu potencial terapéutico em diversas patologias (CAPLAN, 2015).

Essas contribuicbes conceituais foram fundamentais para a padronizacao
proposta posteriormente pela International Society for Cellular Therapy (ISCT), que
em 2006 definiu critérios minimos para caracterizacdo das CTMs: adesao ao plastico
em condicdes padrao de cultivo; expressao dos marcadores CD105, CD73 e CD90;
e auséncia de marcadores hematopoiéticos e leucocitarios, como CD45, CD34,
CD14, CD11b, CD79a e HLA-DR (DOMINICI et al., 2006).

Adicionalmente, foi estabelecida a necessidade de demonstrar, in vitro, a
capacidade de diferenciacdo em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos, além da
aptiddo para secretar fatores que ativam células residentes e promovem
regeneracdo tecidual (SANDONA et al., 2021). Em raz&do dessas caracteristicas, as
CTMs tém se consolidado como candidatas promissoras para intervengdes clinicas
em doengas musculoesqueléticas, imunomediadas e degenerativas (HELAL et al.,
2016).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 TECIDO MUSCULAR ESQUELETICO

O tecido muscular estriado esquelético recebe essa denominagcdo por sua
estrutura organizada em estriagdes visiveis ao microscopio e por ser responsavel
pela movimentagao voluntaria do corpo, especialmente ao tracionar os 0ssos aos
quais esta fixado. Suas fibras sdo longas, multinucleadas e altamente especializadas

para realizar contragdes rapidas, precisas e sob controle consciente (SANTOS et al.,
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2023). Representando uma significativa proporcdo da massa corporal total, esse
tecido também atua na postura, estabilizagdo articular e regulagdo da homeostase
energética e metabdlica do organismo (ZIMOWSKA et al., 2020).

Uma caracteristica notavel do musculo esquelético € sua capacidade
regenerativa, sendo um dos poucos tecidos do corpo capazes de restaurar estrutura
e fungéo apds lesdo. Essa regeneragdo é essencial ndo apenas para a recuperagao
apos danos, mas também para a manutengdo da massa muscular ao longo da vida,
influenciando diretamente a saude geral e a funcionalidade do individuo (ARTHUR &
GRONTHOS, 2020). A estrutura do musculo esquelético € altamente organizada,
com fibras musculares agrupadas em feixes e envolvidas por camadas de tecido
conjuntivo: o epimisio (que recobre o musculo inteiro), o perimisio (que envolve
feixes de fibras, chamados fasciculos) e o endomisio (que recobre individualmente
cada fibra muscular) (WOSCZYNA et al., 2019).

2.2 IMUNOMODULAGAO

As CTMs atuam de forma simultdnea no sistema imunologico, mediadas por
interagdes célula a célula e pela sinalizagdo paracrina, regulando outras células
como linfécitos T, células NK e macrofagos (YAN et al.,, 2023). Elas apresentam
grande potencial terapéutico em doencas inflamatérias e imunolégicas, exercendo
influéncia significativa sobre diversos componentes do sistema imune, tanto inato
quanto adaptativo (WANG et al., 2012). Essa relevancia se manifesta nos processos
inflamatorios, nos quais as CTMs interagem de maneira organizada com o0s
infiltrados celulares — como neutréfilos, macrofagos e linfécitos — modulando suas
funcdes de forma altamente coordenada, de acordo com a progressao da inflamacgao
(LIANG et al., 2023).

No contexto da inflamagdo aguda, os neutréfilos constituem a primeira linha
de defesa celular (YAN et al., 2019). Subsequentemente, ocorre a migragao e
ativacdo dos macrofagos (Figura 1), que desempenham papel central nas fases
inflamatorias. As CTMs os regulam por meio de fatores soluveis, como
prostaglandinas e TGF-B (LIU et al.,, 2022). Por fim, as células do sistema imune
adaptativo, especialmente os linfécitos T, tornam-se predominantes. Embora os
mecanismos ainda n&o estejam completamente esclarecidos, evidéncias indicam

que as CTMs podem inibir tanto a proliferacdo de linfocitos T quanto sua
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diferenciagdo em subtipos Th1 e Th17 (TORRES et al., 2024). Essas propriedades
reforcam o potencial das células-tronco mesenquimais em aplicacdes clinicas, uma
vez que sao capazes de migrar de forma direcionada por meio de contato célula a

célula e modular positivamente a resposta imunoldgica (LI et al., 2023).

Fonte: GAZDIC et al., 2015.
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Figura 1. Imunossupresséao induzida por CTMs. Nesse estado, elas modulam a proliferagao, ativagéao
e fungao de diversas células do sistema imune por meio de contato direto ou pela liberagédo de fatores
soluveis, como NO, TGF-B, IL-6 e IL-10.

2.3 INFLAMAGAO E REGENERAGAO MUSCULAR

O processo inflamatério compreende duas fases distintas: a pré-inflamatéria,

caracterizada pelo recrutamento de leucdcitos para remogao de detritos celulares e
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modulacgdo da resposta imune, e a anti-inflamatoria ou regenerativa (URSO, 2013),
na qual o reparo ocorre conforme a capacidade das células parenquimatosas,
resultando em cicatrizagdo ou regeneragao, como no tecido muscular esquelético
(BRITT et al., 2023). Frente a lesao, a regeneracdo muscular envolve trés etapas
sequenciais: fase inflamatoria, com infiltragdo de macrofagos (KHAN & ANSAR
AHMED, 2016); fase de ativacao e fusdo, na qual células satélites se diferenciam em
mioblastos que se fundem para reparar ou formar fibras musculares (CHARGE &
RUDNICKI, 2020); e fase de remodelacdo, em que o tecido recém-formado é
integrado a matriz extracelular, restabelecendo a fung&o contratil.

Consideradas células de alta qualidade por terem um potencial miogénico
intrinseco, as células satélites sdo pouco expansiveis e sofrem uma senescéncia
aceleradamente (HELAL et al., 2016). Durante a regeneragdo, - segunda fase
principal - as células satélites passam por trés estados miogénicos. No estado de
quiescéncia, permanecem em repouso junto as fibras musculares, prontas para
serem ativadas em caso de lesdo. Uma vez ativadas, entram na fase de proliferacao,
multiplicando-se para formar uma populacéo de células miogénicas.

Em seguida, durante a fase de diferenciacdo, estas células tornam-se
mioblastos, que se fundem entre si ou com fibras musculares danificadas, formando
estruturas multinucleadas chamadas miotubos (CHIU et al., 2020). Os miotubos
representam um estagio intermediario essencial no processo regenerativo.
Inicialmente imaturos, esses miotubos possuem sarcémeros pouco organizados e
baixa capacidade contratil (TIAN et al., 2015). Com o tempo, amadurecem e se
desenvolvem em fibras musculares funcionais, integrando-se ao tecido muscular e
contribuindo para a recuperagao da massa e da forca muscular (PEREIRA, et al.,
2013).

2.4 CELULAS INFLAMATORIAS NA REGENERACAO MUSCULAR
2.4.1 NEUTROFILOS

Os neutrdfilos se destacam dentre os leucdcitos circulantes mais abundantes
e compdem a principal barreira do sistema imunolégico. Em contraste com os
macrofagos, Amulic et al. (2012) observaram que eles apresentam um curto periodo
de vida, sendo de 8 a 12 horas na circulagdo sanguinea, até irem para diversos

tecidos. Estudos como o de Abbas et al. (2011) colocam os neutréfilos como
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principais responsaveis no processo de inflamag¢ao aguda, porém, também estdo na
frente como tipo celular com maior potencial de modular essa resposta.

Ademais, os neutrofilos sdo capazes de recrutar mondcitos e outras células
imunes, revelando uma capacidade anti-inflamatéria (CAl et al., 2021). Ha uma
complexa interagcédo entre 0 musculo estriado esquelético e os neutrofilos em lesdes,
uma vez que os neutrofilos se infiltram e agravam o dano original, promovendo a
remogao do tecido danificado e auxiliando na liberagao de radicais livres (SHU et al.,
2024). Nas 24h iniciais apos a lesédo, ocorre uma cascata de eventos e os neutrofilos
comegam esse evento, pois sdo atraidos para o musculo pelo complemento (C5),
fatores liberados pelas plaquetas, secrecdo de CXCL1 e prostaglandinas, assim
como o CCL2/MCP-1 (TORRES-RUIZ et al., 2023).

O estudo de Su et al. (2019) mostrou que a infiltracdo prolongada dos
neutrofilos compromete o processo de cicatrizagdo, agravando o dano muscular.
Entretanto, quando as células-tronco mesenquimais modulam o ambiente e
controlam a resposta imune exacerbada o grau de dano as fibras musculares é
reduzido. Quando os macrofagos sao recrutados para o local da lesdo por
mediadores inflamatorios e quimiotaticas, eles desempenham um papel crucial na
resolucdo da inflamagao e no inicio da regeneragao muscular, liberando fatores de
crescimento, como PDGF e TGF-B , que promovem a proliferagao e diferenciacao
das células satélites, fundamentais para a regeneracdo das fibras musculares
danificadas (WILHELMSEN et al., 2013).

2.4.2 MACROFAGOS

Os macréfogos, elementos-chave no processo de regeneragdo, foram
descritos pela primeira vez por Elie Metchnikoff em 1883, posteriormente, foram
classificadas de acordo com o seu tamanho: macréfagos (grandes comedores) e
microfagos (pequenos comedores, conhecidos como neutrdfilos) (DASGUPTA &
KEEGAN, 2012). Além disso, os macrofagos se desenvolvem a partir de
células-tronco hematopoiéticas residentes na medula 6ssea, com mondcitos no
sangue como um tipo de célula intermediaria (LIU et al., 2022).

Apos a lesdao no musculo estriado esquelético, observa-se a infiltragao
predominante de macréfagos do tipo M1, considerados um fendtipo com perfil

pré-inflamatério, com potencial citotoxico robusto e capacidade fagocitica elevada,
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sendo definidas por expressar o complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
classe Il, bem como oxido nitrico e IL-6, IL-12, TNF-a e IL-1B (ROSS et al., 2021).

Apos gerar um ambiente pro-inflamatério, os M1 limpam os detritos celulares
e gradualmente ocorre a infiltragdo dos macrofagos Il (M2), que liberam diversos
fatores de crescimento e secretam citocina anti-inflamatorias, exercendo assim, um
papel crucial no processo de regeneragdo do musculo e na formagao de cicatrizes
(SON et al., 2017). Em seguida, depois da infiltragdo, o M2 passa a estimular a
proliferagdao de células-satélites, promovendo também, a sua diferenciacao e fusao
dessas células, formando novas fibras celulares (QIU et al., 2018). Os macrofagos
M2 também secretam fatores troficos como IL-10, TGF- e IGF-1, que favorecem a
reparagao tecidual, angiogénese e remodelamento da matriz extracelular, criando
um ambiente propicio para a regeneracgao eficiente do tecido muscular (BRITT et al.,
2023) .

2.4.3 LINFOCITOS

Sendo uma parte vital do sistema imunolégico, os linfécitos apds uma lesao
no musculo estriado esquelético, sao recrutados inicialmente de células do sistema
imune inato, seguido pela infiltracdo de linfécitos T, que desempenham papel
regulador essencial na regeneragao tecidual (WANG et al., 2012). Entre os linfocitos,
os T CD8" estdo associados a citotoxicidade e, quando sua presenga ¢é prolongada,
podem induzir necrose das fibras musculares e aumento da fibrose, prejudicando o
reparo (CHEN et al., 2019). Por outro lado, os T CD4", especialmente os linfocitos T
reguladores (Tregs), promovem a regeneragao ao secretar citocinas como IL-10 e
TGF-B, que reduzem a inflamagao e favorecem a atividade das células satélites —
células-tronco musculares responsaveis pela regeneracdo das fibras lesionadas
(DEYHLE & HYLDAHL, 2018).

Além disso, regulando diretamente a inflamacgao, os linfécitos T influenciam
indiretamente o fendtipo dos macréfagos, promovendo a transicéo para o perfil M2,
que é regenerativo (HEYLMANN et al., 2014). A auséncia de linfécitos T em modelos
animais leva a menor proliferacdo de células satélites, acumulo exagerado de
leucécitos e aumento de fibrose, evidenciando seu papel essencial no equilibrio
entre inflamacgao e reparo. As células-tronco mesenquimais (CTMs) potencializam

esse processo por meio de mecanismos imunomoduladores. Elas atuam suprimindo
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a ativacao excessiva dos linfocitos T efetores (CD4* Th1/Th17 e CD8"), e promovem
o aumento de Tregs (RASMUSSON et al., 2005).

2.5 PAPEL DO EXERCICIO FiSICO NA REGENERAGAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) tém sido amplamente estudadas
devido ao seu potencial terapéutico na regeneragdo muscular, especialmente
quando associadas ao exercicio fisico. Essas células, derivadas de tecidos como
medula Ossea, tecido adiposo e corddo umbilical, possuem propriedades
imunomoduladoras e anti-inflamatérias, podendo influenciar diretamente a
recuperacgao do tecido muscular lesionado (GAZDIC et al., 2015). O papel das CTMs
na regeneragcao muscular esta relacionado a sua capacidade de secretar citocinas e
fatores de crescimento, como o fator de crescimento transformador beta (TGF-3), o
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF). Esses fatores promovem a proliferagdo de células satélites,
essenciais para a regeneragdo muscular, além de reduzir a inflamagéao e modular a
deposicao de matriz extracelular, o que pode minimizar a fibrose muscular (GOLLIE
& SEN, 2022).

A relacdo entre o exercicio fisico e as CTMs se da pelo fato de que o
exercicio fisico pode aumentar a mobilizacado e a diferenciagdo dessas células, além
disso, o exercicio pode melhorar a vascularizagao local e otimizar o recrutamento de
CTMs para o local da lesdo, acelerando o processo de regeneragdo (COSMO,
2012). Em modelos experimentais, essa associacdo tem mostrado resultados
promissores, como reducao da area de necrose, resposta inflamatéria ordenada, o
que contribui para o recrutamento de macrofagos com perfil anti-inflamatério (M2)
(DALIANG et al., 2019).

Ademais, destaca-se que as CTMs utilizadas neste modelo experimental
(ratos da linhagem wistar) sdo autdlogas, ou seja, obtidas do proprio animal, o que
representa uma vantagem significativa ao evitar reacbes imunolégicas adversas e
garantir maior compatibilidade celular. Segundo Li et al. (2021), a utilizagcdo de CTMs
autdlogas reduz riscos de rejeicdo e mantém as propriedades regenerativas mesmo
em microambientes lesados, onde células alogénicas poderiam ter sua
funcionalidade comprometida (CAMPOS et al., 2007).
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A aplicagdo de microenxertos autdlogos obtidos pelo sistema Rigenera® em
lesbes musculares criticas tem demonstrado induzir a formacdo de tecido
regenerado com morfologia organizada, evidenciada por menor infiltrado inflamatério
e reconstituicdo mais eficiente da arquitetura muscular e a atuagdo das CTMs
presentes nesses microenxertos (LIMA et al, 2021). Esses microenxertos sao
obtidos por meio da fragmentagcdo mecéanica de pequenos fragmentos de tecido, tal
processo € realizado com o auxilio de dispositivos como os rigenracons® que gera a
suspensao de células ricas em CTMs (PAOLIN, 2024) e é potencializada quando
inseridas em um microambiente previamente estimulado pelo exercicio fisico.

A pratica sistematizada de exercicio fisico promove adaptagdes fisiologicas
que resultam na melhora dos sistemas organicos prejudicados por condigcbes como
obesidade, incluindo a capacidade regenerativa do musculo esquelético e a
atividade funcional das células satélites. Dessa forma, é essencial avaliar se o
exercicio fisico pode influenciar diretamente o funcionamento dessas células,
contribuindo para a regeneragdo muscular e a modulagao da resposta inflamatdria
associada a esse processo (LEE et al., 2012).

Nesse contexto, infere-se que a associagado entre os microenxertos contendo
células-tronco mesenquimais e o exercicio fisico promove uma interagao sinérgica
capaz de modular a resposta inflamatdria local e acelerar o processo regenerativo.
Essa interagdo contribui para uma cicatrizacdo mais eficiente e organizada,
prevenindo o desenvolvimento de inflamagao persistente ou fibrose excessiva.
Assim, este trabalho parte da hipétese de que os microenxertos contendo CTMs,
quando combinados a pratica sistematizada de exercicio fisico, atuam como
moduladores da inflamacéo, favorecendo a regeneragao muscular de forma mais

rapida, funcional e com menor comprometimento estrutural.
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3. OBJETIVOS:

3.1 GERAL:

Investigar os efeitos dos microenxertos contendo células-tronco
mesenquimais associados ao exercicio fisico de intensidade moderada na
regeneragdao do musculo estriado esquelético em ratos Wistar, com foco na

modulagao do perfil inflamatério.

3.2 ESPECIFICOS:

1- Classificar qualitativamente o infiltrado inflamatério (neutréfilos, macréfagos
e linfécitos) nas lesbes musculares entre os grupos tratados com microenxertos,
exercicio fisico e controle, utilizando um sistema de escore (normal, leve, moderado

e grave);

2- Analisar o impacto combinado dos tratamentos (microenxertos e exercicio
fisico) na intensidade da resposta inflamatéria durante o processo de cicatrizagado do

musculo esquelético, com base na classificagao do infiltrado inflamatério.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA:

O estudo utilizou 120 ratos da linhagem Wistar, obtidos do biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco (DFF/UFPE), aprovado pela CEUA, processo n°0061/2023. Durante
todo o experimento, os animais foram mantidos em condi¢cdes controladas: alojados
em gaiolas de policarbonato forradas com maravalha de pinus, sob temperatura
ambiente de 22 +2 °C, com ciclo claro-escuro de 12 horas (luz com intensidade de
400 Lux), e acesso irrestrito a agua e ragao (ad libitum), garantindo bem-estar e

condi¢cbes adequadas para os procedimentos experimentais.
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Os 120 animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: G1 (sem tratamento e sem exercicio), G2 (sem tratamento e com
exercicio), G3 (com tratamento e sem exercicio) e G4 (com tratamento e com
exercicio). Cada grupo foi subdividido conforme cinco tempos experimentais (dias 3,
7, 14, 21 e 30 apds o inicio do tratamento) com 6 animais por tempo. Assim, cada
grupo contou com 24 animais (6 animais por grupo), totalizando 120 animais no

estudo.

4.2 INDUGAO DA LESAO

A inducédo da lesao muscular foi realizada de acordo com o protocolo descrito
por Contreras-Munoz (2016). Inicialmente, os ratos foram sedados por meio de
injecdo intramuscular de quetamina (75 mg/kg) associada a xilazina (10 mg/kg) e,
em seguida, posicionados em decubito ventral. Para garantir a imobilizagdo durante
o procedimento, a cauda e as extremidades foram fixadas com fitas adesivas sobre
uma superficie de cortica. A seguir, foi realizada a tricotomia das patas traseiras
direitas, regido escolhida para a indugdo da lesdo, seguida da desinfeccdo com
etanol, a fim de facilitar a visualizacdo da area esbranquicada que indica a
localizagao indicada no protocolo.

A lesao no tecido muscular esquelético foi induzida no musculo triceps sural
por meio da introdugcao de uma agulha de biépsia de 18G, com didmetro interno de
0,84 mm. A insercao foi realizada a 3 mm acima da jungdo musculo-tendinea, com
uma profundidade controlada de 2 mm, atravessando os gastrocnémios medial e
lateral, nessa ordem. Esse procedimento representado na figura 2, permitiu a
produ¢do de uma lesdo padronizada, reprodutivel e localizada, adequada para

posterior analise dos efeitos terapéuticos.

Fonte: Acervo pessoal, 2025.
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Figura 2. Inducdo da lesdo com uma agulha de bidpsia na pata traseira direita do animal. A)
Averiguando o tamanho do animal para o processo de indugdo; B) Localizando e medindo o local
exato onde sera realizada a lesao; C) Introduzindo a agulha de biépsia no local medido.

4.3 MICROENXERTOS CONTENDO CTMs

Com os animais ainda sob o efeito da sedagao os microenxertos contendo
células-tronco mesenquimais foram obtidos por meio do dispositivo Rigenera®
System (Human Brain Wave, Turim, Italia). Foi realizada tricotomia na regido lateral
direita da coluna vertebral dos animais. Em seguida, foi ressecado um fragmento
cutdneo com area aproximada de 1 cm? que foi fragmentado manualmente em
por¢cdes menores para otimizar a desagregacgao celular. As amostras foram inseridas
nos dispositivos Rigeneracons®, contendo 0,5 mL de solugao salina estéril, e
submetidas a desagregagdao mecanica por cinco minutos. O microenxerto obtido foi
imediatamente utilizado no protocolo terapéutico, sendo administrado por via
intramuscular com auxilio de seringa estéril acoplada a agulha hipodérmica 30G x 6

mm (figura 3).



25

Fonte: Acervo pessoal, 2025.

Figura 3. Aplicacao dos microenxertos contendo as CTMs. D) Equipamento Rigenera processando
o fragmento coletado; E) Local onde o fragmento de pele é colocado apds a fragmentagao manual; F)
Aplicagao do microenxerto no local da leséo.

4.4 TREINAMENTO FiSICO DE INTENSIDADE MODERADA

Para a execugcdo do protocolo de exercicio aerdbico de intensidade
moderada, foi empregada uma esteira motorizada modelo Insight EP-131, conforme
descrito por Monteiro et al. (2015). O regime de treinamento foi conduzido durante
trés semanas consecutivas, com frequéncia de cinco sessées semanais, cada uma
com 30 minutos de duracdo. A intensidade do exercicio foi aumentada
progressivamente, com o objetivo de induzir adaptagdes cardiorrespiratorias e
musculoesqueléticas compativeis com a atividade. Na primeira semana, 0os animais
foram expostos a uma velocidade de 5 m/min, visando a habituacéo ao protocolo e
ao equipamento. Na segunda semana, a velocidade foi elevada para 10 m/min e, na
terceira semana, a velocidade foi ajustada para 15 m/min, mantendo-se dentro da
faixa de intensidade moderada previamente estabelecida para o modelo
experimental. Essa progressdo teve como finalidade assegurar uma sobrecarga
gradativa e segura, respeitando a capacidade aerdbica dos animais e promovendo
efeitos benéficos sobre parametros fisiolégicos, como perfusdo tecidual,
metabolismo energético e modulacado da resposta inflamatdria, os quais estiveram
diretamente relacionados ao processo de regeneragdo muscular esquelética
(MONTEIRO et al., 2015).
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4.5 COLETA E ANALISE DE DADOS

Os animais foram eutanasiados por meio de superdosagem intramuscular de
quetamina associada a xilazina. Em seguida o ventre muscular lesionado foi
coletado, removendo-se os tecidos adjacentes para evitar contaminagado da amostra,
e foi fixado em solugdo de formaldeido a 10%, tamponada com fosfato de sddio
0,01M e pH 7,3, por um periodo de 24 horas. O processo de preparagao histoldgica
prosseguiu com a diafanizagao em xilol e posterior inclusdo em blocos de parafina.

A partir desses blocos, foram realizados cortes histologicos com espessura de
5 um, os quais foram montados em laminas e analisados sob microscopia optica.
Para analise histopatolégica os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina
(HE), permitindo o processo qualitativo das amostras. As imagens dos cortes
histolégicos foram capturadas por uma camera de video Sony®, acoplada a um
microscoépio Olympus® Bx50.

Para a classificacdo qualitativa utilizou-se parametros histopatolégicos como:
inflamacao (infiltrados celulares), fibrose, necrose (degeneracao e fibras
hiperosinofilicas) e regeneragao de fibras musculares marcadas por nucleos
centralizados cada parametro foi pontuado usando como base o protocolo
preestabelecidos por Sanz-Nogués et al., (2023). A presenga de miotubos foi
avaliada com base em sua morfologia caracteristica (nucleos centrais), sendo
considerada um indicador da progressao do processo regenerativo (BHARGAVA et
al., 2013).

Foram analisados os animais distribuidos aleatoriamente nos quatro grupos
experimentais (GC1: sem exercicio e sem CTM; GC2: Sem exercicio se com CTM;
GC3: com exercicio e sem CTM; GC4: com exercicio e com CTM) a fim de avaliar os
diferentes tratamentos nos seguintes intervalos de tempo: 3, 7, 14, 21 e 30 dias apos
a lesdo. Para a comparacao realizou-se uma analise qualitativa do infiltrado
inflamatério com base nos parametros descritos por Sanz-Nogués et al. (2023),
classificando a presenga de neutrdéfilos, macrofagos e linfocitos em: normal (0), leve
(1), moderado (2) e grave (3) como mostra a tabela 1.

Ademais, foram incluidos nessa classificagao a presenga de hemorragia (sua
presenga no tecido muscular estriado esquelético significa que houve ruptura de
vasos sanguineos, sendo comum em lesdes ou traumas musculares), necrose (uma

das principais causa da ativagao inflamatoria) e fibrose.



Tabela 1. Escores de avaliagdo qualitativa
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NORMAL (0)

Infiltracao celular

O tecido adiposo esta presente em locais normais (perimisio),
infiltrados celulares ausentes.

Necrose

Ausente e sem fibras hiperosinofilicas; estrutura muscular
preservada.

Congestao/Hemorragia Ausente;
Fibrose Ausente.
LEVE (1)

Infiltracdo celular

Focal com presenca de neutréfilos e macréfagos. Presenga de
miotubos;

Necrose

Ausente ou focal com fibras hiperosinofilicas;

Congestao/Hemorragia

Presente isoladamente ou acompanhada de
necrose/fibrose/inflamacgéao

Fibrose

Ausente/discreta.

MODERADO (2)

Infiltracao celular

Multifocal, inflamagao aguda;

Necrose

Multifocal;

Congestao/Hemorragia

Visivel entre as fibras musculares;

Fibrose

Presente.

GRAVE (3)

Infiltracao celular

Multifocal, inflamacéo crénica;

Necrose

Extensa, fibras hiperosinofilicas, perda de estriagbes;

Congestao/Hemorragia

Presente/Hemorragia intersticial,

Fibrose

Presente e extensa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos como o de Fereshteh & Hinz, (2024) mostraram que a deteccgéo de
fibroblastos entre as fibras aponta para o inicio da sintese de matriz extracelular,
etapa fundamental na remodelagcdo, embora também represente um risco para
deposigao excessiva de colageno. Esse achado é coerente com a literatura, uma vez
que a necrose muscular libera DAMPs (figura 4) capazes de sustentar a ativagao
celular e perpetuar a inflamacao. Caso essa condigao se prolongue, ha potencial de
evolugao para um quadro crbénico, em que 0s macrofagos passam a secretar
mediadores, como o TGF-B, que induzem a diferenciacao de fibroblastos em

miofibroblastos e favorecem a fibrose muscular.

Fonte: Acervo pessoal, 2025.
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Figura 4: GC2, intervalo de 14 dias - 4X. Observa-se que as fibras musculares estdo com morfologia
comprometida, com areas de fragmentagéo e citoplasma hipereosinofilico, indicativo de necrose em
andamento. Ha intenso infiltrado inflamatério composto por neutréfilos e macréfagos, o que revela
uma resposta inflamatdria ativa no tecido. Entre as fibras, notam-se alguns fibroblastos, responsaveis
pela sintese da matriz extracelular e potencial remodelacdo do tecido. Também é possivel ver
atividade regenerativa, sugerindo que o processo de regeneragéo ja foi iniciado.

5.1 AVALIAGAO POR INTERVALO DE TEMPO
5.1.1 INTERVALO DE 3 DIAS

GC1: Para este intervalo, o grupo controle negativo seguiu o padrao esperado
da fase inflamatdria, ela foi aguda composta por neutréfilos, macréfagos e linfécitos
padrao tipico do inicio do processo regenerativo. Necrose com perda de estriagdes e
regeneracao nao nao evidenciada, como esperado para este tempo tao precoce.
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GC2: O grupo apresentou um escores padrao de intensidade moderada, para
este tempo é previsto uma inflamacéo aguda, o que foi acompanhado em resposta a
lesdo, a maioria dos animais apresentaram um quadro de transicdo para um perfil
mais regenerativo precocemente, entretanto o rato 1 demonstrou uma necrose grave
e o0 rato 2 apresentou uma inflamagdo intensa, dominada por neutrofilos
(caracteristica de inflamagdo aguda), com necrose acentuada e fragmentagao
nuclear.

A fragmentacao nuclear € um processo tipico de morte celular avangada,
tanto por necrose quanto por apoptose em condigdes patologicas severas. Isso
representa um estagio irreversivel de destruicdo da célula, em que o DNA e o nucleo
se fragmentam por perda de integridade nuclear. Além disso, a inflamagao invadiu o
tecido adiposo adjacente, o que mostra que a lesdo extrapolou o musculo e
comegou a comprometer estruturas vizinhas.

GC3: Apesar da intervengcdo com exercicio fisico, o grupo GC3 apresentou
padrdao histolégico semelhante ao controle (GC1), com necrose extensa e
hemorragia intensa. O infiltrado inflamatério, majoritariamente neutrofilico, foi
abundante, e n&o se observaram sinais relevantes de regeneragao. Aparentemente,
0 exercicio precoce contribuiu para a intensificacdo da lesdo, exacerbando o dano
inicial ao tecido muscular e nao promovendo uma resposta regenerativa adequada.
Nao se observaram indicios de fibrose ou reorganizagao tecidual nesse estagio.

GC4: A fase inflamatéria aguda esta presente, tipica dos primeiros 3 dias
apos a lesdo muscular. A necrose observada resulta da degeneragao das fibras
musculares danificadas, o que é esperado apds lesdo ou trauma induzido (e
potencializado pelo exercicio). A hemorragia indica rompimento de vasos locais,
enquanto o infiltrado celular (provavelmente rico em neutroéfilos) é caracteristico da
tentativa de limpeza dos tecidos necrosados. A presenca precoce de fibrose focal no
Rato 3 pode indicar que a resposta inflamatoéria foi mais intensa ou desorganizada
nesse animal, o que é um ponto de alerta, mesmo com CTMs. A presencga de
necrose e inflamacédo confirma o inicio do processo regenerativo. A hemorragia

relaciona-se com o estresse do exercicio sobre um tecido ja fragilizado (Figura 5).

Fonte: Acervo pessoal, 2025.
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Figura 5: A) GC2 - 3 dias - 10X; B) GC2 - 3 dias - 20X;; C) GC2 - 3 dias - 40X. Grupo sem
exercicio e com tratamento de CTMs.

Diferentes dos outros animais do grupo GC2, esse animal (figura 5) apresenta
uma desorganizagao estrutural da fibras musculares que pode ser observada de
maneira mais ampla na imagem A com a objetiva 10X. A partir disso € possivel
constatar a presengca de necrose hialina (imagem D) - um tipo de degeneracéao
celular caracterizada pela deposi¢cao de material homogéneo e eosindfilo, a objetiva
de 40X nos permite observar esse processo que € caracterizada por fibras
hiperosinofilicas, perda de estriagbes (na imagem B pode-se ver a perda de

estriacoes e a necrose) e infiltrado inflamatoério misto, além de hemorragia focal.
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5.1.2 INTERVALO DE 7 DIAS

GC1: Em ambos os animais foi possivel observar o processo de congestéo,
em alguns casos como nos ratos: 5, 3 e 2, essa congestao extravasou causando
uma hemorragia. De modo que ela vai esta associada a uma necrose multifocal,
essa combinagdo € um indicador de necrose hemorragica, relatada por Pereira et al.
(2022), é uma condicao grave que ocorre quando a morte de tecido (necrose), com
perda de estriagdes e fibras hiperosinofilicas.

Entretanto, nesses animais também foi possivel observar nucleo tentando
centralizar e uma inflamagao discreta mostrando que o musculo estriado esquelético
ainda esta na fase de transicdo entre uma inflamag&o aguda ou crénica, a depender
do seu processo de regeneragao.

GC2: Foi identificado um quadro classico de necrose muscular, com perda de
fibras e uma coloragédo nuclear bem intensa (nucleos roxos), que sugere um estado
de picnose quando o nucleo celular encolhe e condensa durante a morte celular. A
presenga de macrofagos e fibrose indica que o tecido ja iniciou um processo de
remodelagao cicatricial, embora precocemente.

A tentativa de regeneragao é demonstrada pelas células satélites ativadas,
que comegam a proliferar para formar miotubos e regenerar as fibras. A lesdo foi
focalmente extensa, ou seja, afetando um territério relativamente amplo dentro do
tecido, e ao redor havia fibras hiperosinofilicas, tipicas de necrose recente.

GC3: Ambos os animais mantiveram um padrao de inflamagéo aguda leve,
com presenca de neutroéfilos, entretanto no rato 6 houveram nucleos ja centralizados
que confirmaram que o musculo iniciou a regeneragdo. A auséncia de inflamagao
nesse animal ou necrose visivel mostra que o processo agudo passou e o tecido
comega a se reorganizar estruturalmente. Apesar da auséncia de tratamento, o
exercicio pode ter contribuido com estimulos mecanicos que favorecem a
regeneragao.

GC4: Neste estagio identificou-se duas fases importantes relacionadas a
inflamacéao, a fase inflamatdria e a proliferativa devido a transicdo da fase aguda
para a fase de proliferagcdo. A necrose persistente em dois animais indica que a
limpeza tecidual ainda nao foi completada. Porém, a presenca de nucleos
centralizados no Rato 3 demonstra que a regeneragao ja comegou. O cenario mostra

um processo regenerativo em curso, com sinais de resposta das CTMs.
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5.1.3 INTERVALO DE 14 DIAS

GC1: Neste intervalo o grupo teve uma inflamag¢do considerada focal com
predominancia de neutrofilos e macréfagos, ambos os animais apresentavam
necrose em andamento com perda de estriacbes e fibrose. Conclui-se que esse
grupo apdés 14 dias apresentou necrose e fibrose persistentes e tentativas
desordenadas de regeneragéo.

GC2: Houve uma variagao consideravel nos resultados desse grupos, tendo a
presenca de infiltrado celular: neutrdéfilo, macréfago e linfocito na grande maioria
(figura 4), mas nos ratos 1 e 2 ndo havia a presenga de neutrofilos. O rato 1 teve um
infiltrado classificado como leve, composto apenas por linfécitos em area focal, entre
os feixes musculares. A perda de estriagdes e a formagao de miotubos organizados
em feixes demonstraram que o tecido estava em regeneragao ativa, embora lenta.
Foi possivel observar o processo de angiogénese, sendo ela um marcador positivo.

GC3: Apds duas semanas, o tecido muscular apresentou caracteristicas
normais, sem sinais de inflamacdo ou fibrose. A auséncia de tratamento foi
compensada, neste caso, pela propria fisiologia muscular e talvez por estimulos do
exercicio.

GC4: Ha dois extremos nesses resultados. No Rato 2, possivelmente ha
resolugao total da inflamagéo e regeneragado adequada, mostrando um efeito positivo
das CTMs associadas ao exercicio. No entanto, o Rato 6 exibe um quadro oposto,
com persisténcia da necrose, inflamacao ativa e fibrose extensa, o que pode indicar
que o processo inflamatério foi mal resolvido ou que houve excesso de estimulo
mecanico. A resposta ao tratamento é heterogénea. Enquanto um animal apresenta
regeneracao eficaz, outro evidencia processo inflamatério crénico e fibrose

consolidada.

5.1.4 INTERVALO DE 21 DIAS

GC1: No rato 2 foi visto uma inflamagdo aguda, nos demais animais isso
também pode ser notado juntamente com a presenca de espagamento entre os
feixes musculares com substituicdo de tecido adiposo, um sinal de degeneragao
cronica quando o tecido muscular ndo se regenera. A congestao estava presente em

ambos os animais, ela € comum em areas inflamadas e estio associadas a
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hemorragia. Uma vez que ha o extravasamento sanguineo, a hemorragia observada
foi multifocal e acentuada, com necrose presente em todos os animais deste tempo,
porém ela variou entre leve a severa.

Nos ratos 4 e 5 foi possivel observar uma fibrose muscular intensa, o que
impede o tecido de se regenerar (SANTOS et al., 2023). Foi visto em um unico
animal (rato 3) uma limitada tentativa de regeneracdo evidenciada por nucleos
centralizados, mostrando a formagao de miotubos. Neste caso, o musculo apresenta
degeneracao persistente com fibrose e regeneracao ineficaz.

GC2: Nesse intervalo de eutanasia tem-se uma regeneragcdo mais
estabeliecida ou resolugdo parcial. A maioria dos animais apresenta sinais de
regeneracao eficaz, com limpeza celular e remodelagdo tecidual. O infiltrado
inflamatdrio € controlado ou ausente.

GC3: A combinacdo de necrose, perda de fibras musculares e fibrose
multifocal indica uma inflamagéo crénica persistente. O infiltrado inflamatério, ainda
presente, revela um ambiente de dano continuo. O exercicio, sem suporte
regenerativo, pode ter perpetuado o estresse mecanico e mantido a ativagao dos
mecanismos inflamatorios. A auséncia de resolugdo, mesmo apos 21 dias, confirma
falha no processo regenerativo.

GC4: Embora o tratamento tenha promovido regeneragdo em alguns
individuos, a persisténcia da fibrose e da inflamacgao cronica indica que as CTMs
com o exercicio fisico aerdbico de intensidade moderada, nao foram suficientes para
inibir completamente a formacdo de tecido cicatricial. Fatores como a resposta

imune individual ou a intensidade do exercicio ainda interferem significativamente.

5.1.5 INTERVALO DE 30 DIAS

GC1: Verificou-se inflamacéo crénica marcada por macrofagos e linfocitos,
além de hemorragia intersticial em ambos os animais. Além da presenga de necrose
plurifasica (varias fases de morte celular) e fibrose intensa, com tentativas de
regeneragcao demonstradas pela centralizagdo dos nucleos. Segundo Tu & Li (2023),
apo6s 30 dias o processo inflamatoério deveria estar resolvido. Contudo, a persisténcia
de inflamacéo, necrose residual e fibrose indica que o tecido ndao completou o ciclo

regenerativo.
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GC2: O tecido muscular apresentou sinais evidentes de regeneragao tecidual
como : presenga de miotubos, organizagédo das fibras e a arquitetura parcialmente
restaurada. A fibrose muscular foi limitada e circunscrita, indicando que o processo
de deposicdo de colageno nao ultrapassou os limites da reparagao funcional. A
auséncia ou leve grau de infiltrado inflamatdério nos animais reforgca a eficacia das
CTMs na modulagdo da resposta imune e estimulo a regeneragdo estrutural e
vascular.

GC3: Em ambos os animais a avaliagao neste intervalo de eutanasia seguiu o
padrdao de necrose e infiltrado leve. Entretanto, no rato 1 houve a auséncia de
infiltrado inflamatério, mesmo diante de necrose evidente, tal achado pode
representar exaustdo da resposta imune local ou faléncia da fase inflamatéria,
resultando em regeneragao incompleta e cronica. O exercicio isolado, sem suporte
celular, ndo foi capaz de conter a progressao da lesao descrita por Ma et al., (2025).
Essa falha pode ser atribuida a intensificacdo da agressdo mecanica induzida por
sobrecarga muscular em tecido previamente lesado.

GC4: Observou-se necrose e inflamacdo ativa em niveis moderados,
composta principalmente por macrofagos e linfocitos (figura 5). A hemorragia intensa
pode ter sido agravada pelo exercicio em fase ainda vulneravel do tecido (MA et al.,
2025). A angiogénese foi detectada em algumas areas, mas insuficiente para

sustentar a regeneragao.

Fonte: Acervo pessoal, 2025.




35

Figura 6: GC4, intervalo de 30 dias - 10X. As setas brancas destacam o processo de
angiogénese ativa no tecido muscular em regeneracao.

5.2 AVALIAGAO DOS TRATAMENTOS

De acordo com o estudo de Daliang et al., (2019) em modelos animais, eles
afirmaram que a associag¢ao das células-tronco mesenquimais com o exercicio fisico
aerobico de intensidade moderada é benéfico para a regeneragdo tecidual do
musculo estriado esquelético. Entretanto, Ma e colaboradores em 2025 publicaram
um estudo afirmando que exercicios de intensidade moderada e/ou de alta
intensidade como corrida em esteira (reta ou inclinada) e natacdo prejudicam a
cicatrizacdo muscular e liberam fatores que promovem a formacido de fibrose,
causando também hemorragia quando o animal € lesionado e € submetido ao
exercicio fisico.

Ademais, essas afirmacdes atuais podem ser comprovadas em alguns
grupos experimentais que fizeram o exercicio fisico: GC3 e GC4. Ao longo dos
diferentes intervalos de eutanasia, identificou-se que a resposta inflamatéria nos
grupos tratados com CTMs, especialmente quando associados ao exercicio fisico
(GC4), apresentou pontos mais favoraveis a regeneragao tecidual do que o GC3 que
fez apenas o exercicio fisico, mostrando o impacto do tratamento entre esses
grupos.

No GC4 foi visto em todos os animais hemorragia de moderada a grave. No
quesito inflamatoério, o GC4 teve um bom recrutamento dos infiltrados celulares,
maior organizagdo estrutural comparado aos demais grupos. Ja no GC2 (sem
exercicio e com tratamento CTM) foi apresentada infiltracdo neutrofilica igualmente
intensa, porém com discreta presenga de macréfagos, indo de encontro aos achados
de Liang et al. (2023). As células-tronco mesenquimais nao exibiram a sua
capacidade anti-fibrotica e atuaram precocemente na modulagdo da resposta
inflamatoria, o que foi positivo em intervalos como 21 e 30, pois promoveu um
ambiente favoravel a regeneragéao tecidual.

No GC3 (grupo sem tratamento com CTM e com exercicio), o infiltrado foi
intenso, recrutado de forma tardia, com necrose e hemorragia intensa. Esse
agravamento decorre da sobrecarga mecanica imposta a um tecido previamente

lesionado, tendo o seu resultado muito semelhante ao GC1 (sem exercicio e sem
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tratamento com CTM), exceto pelo agravamento da intensificagdo da lesao que nao

corrobora com o artigo de Gollie & Sen publicado no ano de 2022.

Aos 7 e 14 dias, os grupos mantinham sinais de proliferagao celular, no GC4
foi observado o processo de angiogénese, no GC1, o infitrado permanece
predominante e ha presenca de areas de necrose associadas a auséncia de
regeneragao visivel. O GC2 apresenta macréfagos em maior quantidade, além de
evidéncias discretas de regeneragcdo. No GC3, ainda se observa infiltrado misto com
presenca de necrose multifocal e inicio de fibrose resultado compativel com o
impacto do exercicio fisico isolado na lesdo muscular o que indica uma progressao
eficiente no processo regenerativo (figura 7) (WANG et al., 2012; LIANG et al.,
2023).

Fonte: Acervo pessoal, 2025.

Figura 7: A) GC1 - 14 dias - 20X: Les&o visivel com predominancia de neutréfilos e
macrofagos, marcado por perda de estriagdes (corte longitudinal); B) GC2 - 14 dias - 20X: Leséo
visivel, fibras hiperosinofilicas e infiltrado inflamatério presente; C) GC3 - 14 dias - 20X: Sem sinais
de necrose, inflamagao ou fibrose, funcionalmente integro; D) GC4 - 14 dias - 20X: Fibras
musculares de tamanhos variados indicando regeneracéo, fibrose com regeneragéo ativa.

Aos 21 dias, o GC1 ainda apresentava areas de inflamacao crénica e fibrose
acentuada, sendo pontuados nos escores como grave a maioria dos animais, néo

havia indicios de processo de resolugédo. Ja o GC2 manter as caracteristicas
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descritas em 2017 por Son e colaboradores que afirmaram a tendéncia das CTMs
em trabalhar para recuperar o tecido lesionado, nesse intervalo foi observado fibras
musculares organizadas, nucleos centralizados e infiltrado inflamatério de leve a
moderado, apontando assim, a efetividade das CTMs.

O GC3, por outro lado, mostrou fibrose e menor quantidade de fibras
regeneradas, sugerindo que o exercicio fisico ndo ajudou na modulagdo do
ambiente inflamatdrio e contribuiu para o aumento do depédsito de matriz extracelular
e para rigidez tecidual. Ja o GC4 mantém regeneragao robusta, com vascularizagao
consolidada e disposicdo alinhada das fibras musculares, com um escores de
normal (0) a leve (1) o que demonstra resolu¢cédo do quadro inflamatério, mesmo que
de forma lenta.

Aos 30 dias, o padrao se consolida. O GC1 apresenta fibrose extensa e
auséncia de regeneragao funcional, reflexo de um processo cronico e descontrolado.
O GC2 mostra tecido muscular parcialmente reorganizado, com areas regeneradas e
fibrose residual discreta. O GC3 permanece com fibrose significativa, e escasso
tecido muscular funcional, reafirmando o impacto negativo do exercicio fisico sem
modulagao inflamatéria. J& o GC4 apresenta arquitetura tecidual préxima a
normalidade, com fibras musculares maduras e vascularizagdo funcional. A
presenca de vasos neoformados e a auséncia de tecido cicatricial excessivo indicam
que o ambiente biolégico favoreceu a resolugao inflamatéria e a regeneracao
tecidual eficaz.

Os achados indicam que a associagao de microenxertos contendo CTMs ao
exercicio moderado (GC4) favorece a modulagdo inflamatéria e a regeneragao
muscular, embora apresente limitagdes. Apesar de estudos prévios apontarem
beneficios consistentes dessa estratégia (WOSCZYNAN et al., 2019), neste trabalho
observou-se hemorragia recorrente em todos os animais do GC4, possivelmente
decorrente do estresse mecanico precoce sobre um tecido em reorganizagéo
vascular. Ainda assim, os efeitos estruturais positivos, como formacao de miotubos,
angiogénese e alinhamento de fibras, superaram os danos inflamatérios e
fibrogénicos registrados nos demais grupos.

Por outro lado, o grupo submetido apenas ao exercicio (GC3) apresentou
aumento progressivo de fibrose, reforcando a hipotese de que o exercicio fisico sem
controle da inflamagao pode intensificar o depdsito de matriz extracelular. Estudos

prévios ja demonstraram que exercicios de alta intensidade aumentam
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significativamente os niveis de TGF-B1, um potente indutor da fibrose, e que a
ativagdo persistente e desregulada de células de reparagéo (como fibroblastos e
progenitores mesenquimais residentes) leva a formagao de tecido cicatricial rigido e

funcionalmente comprometido.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que as CTMs exercem papel fundamental na regeneracao
muscular e que sua associacdo ao exercicio fisico, quando controlada e bem
dosada, potencializa os efeitos terapéuticos. Os resultados também demonstraram
que a combinacdo de microenxertos e exercicio fisico modulou a intensidade da
resposta inflamatéria, promovendo uma transicdo mais eficiente de um infiltrado
predominantemente neutrofilico para um infiltrado rico em macréfagos, condigédo
essencial para a resolugdo da inflamagao e inicio da regeneracao. Isso evidencia
que a estratégia ndo apenas influencia a qualidade do reparo, mas também atua
diretamente no controle da dindmica inflamatéria durante o processo de cicatrizacao
do musculo esquelético.

O trabalho reforca o valor de abordagens terapéuticas combinadas e a
necessidade de considerar o momento da aplicacdo e o estado inflamatério local,
além de indicar a importancia de estudos futuros com anadlises quantitativas de
infiltrado celular, estresse oxidativo e citocinas pro-inflamatérias para aprofundar os

mecanismos envolvidos.
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