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RESUMO

Vieira MHC. Efeito da terapia celular com células-tronco mesenquimais
no tratamento da ruptura aguda do tenddo de Aquiles em humanos. Campo
Grande; 2020. [Tese — Programa de Pds-graduacdo em Saude e Desenvolvimento
na Regido Centro-oeste].

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da terapia celular com células-tronco
mesenquimais (CTM) no tratamento da ruptura aguda do tenddo de Aquiles em
humanos. Tratou-se de um estudo do tipo transversal onde foram selecionados 15
pacientes com ruptura aguda do tenddo de Aquiles (até 72 horas do trauma). O
diagnéstico foi realizado por meio de exame clinico e ultrassonogréafico. Os pacientes
foram divididos aleatoriamente em grupos de 5 sendo: grupo 1 - ruptura; grupo 2 —
sutura; grupo 3 — ruptura + CTM. Houve diferenca significativa entre 0s grupos
experimentais em relacdo ao escore no AOFAS (teste ANOVA de uma via, p=0,008),
sendo que este escore foi maior nos participantes do grupo ruptura + CTM, quando
comparado com aquele entre os participantes do grupo ruptura (pos-teste de Tukey,
p<0,05). No entanto, o escore no AOFAS observado entre os participantes do grupo
ruptura + sutura nao foi significativamente diferente daquele dos participantes do grupo
ruptura apenas e nem daquele dos participantes do grupo ruptura + CTM (p0Os-teste de
Tukey, p>0,05). Em relacéo ao escore ATRS, também houve diferenca significativa entre
0S grupos experimentais (teste ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que este escore foi
maior nos participantes dos grupos ruptura + sutura e ruptura + CTM, quando comparado
com aguele dos participantes do grupo ruptura (pos-teste de Tukey, p<0,05), porém, sem
diferenca significativa entre eles (p>0,05). Quanto ao escore na ultrassonografia, houve
diferenca significativa entre os grupos experimentais em relacdo a este escore (teste
ANOVA de uma via, p=0,042), todavia, no teste de multiplas comparacdes, comparando
dois grupos de cada vez, ndo foi possivel observar diferenca significativa entre eles (pos-
teste de Tukey, p>0,05). Pode-se concluir que a utilizacdo de CTM nas rupturas agudas
do tendédo de Aquiles em humanos possa ser opgcao de tratamento pela regeneracao

tecidual e recuperacéao significativa da funcdo sendo atletas os principais beneficiados.

Palavras-chave: tenddo, tenddo de Aquiles, lesdo, terapia celular, células-tronco,

regeneracao.



ABSTRACT

Vieira MHC. Effect of cell therapy with mesenchymal stem cells in the
treatment of acute Achilles tendon rupture in humans. Campo Grande; 2020.
[Tese — Programa de Pdés-graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido
Centro-oeste].

The objective of this study was to evaluate the effect of cell therapy with
mesenchymal stem cells (MSC) in the treatment of acute Achilles tendon rupture in
humans. It was a cross-sectional study in which 15 patients with acute Achilles tendon
rupture (up to 72 hours after the trauma) were selected. The diagnosis was made
through clinical and ultrasound examination. The patients were randomly divided into
groups of 5, being: group 1 - rupture; group 2 - suture; group 3 - rupture + MSC. There
was a significant difference between the experimental groups in relation to the AOFAS
score (one-way ANOVA test, p = 0.008), and this score was higher in the participants
in the rupture + CTM group, when compared with that among the participants in the
rupture group (Tukey post-test, p <0.05). However, the AOFAS score observed
among the participants in the rupture + suture group was not significantly different
from that of the participants in the rupture group only, nor that of the participants in
the rupture + CTM group (Tukey's post-test, p> 0.05) . Regarding the ATRS score,
there was also a significant difference between the experimental groups (one-way
ANOVA test, p <0.001), and this score was higher in the participants in the rupture +
suture and rupture + MSC groups, when compared with that of the participants in the
rupture group (Tukey's post-test, p <0.05), however, with no significant difference
between them (p> 0.05). As for the score on ultrasound, there was a significant
difference between the experimental groups in relation to this score (one-way ANOVA
test, p = 0.042), however, in the multiple comparison test, comparing two groups at a
time, it was not possible to observe a difference significant among them (Tukey's post-
test, p> 0.05). It can be concluded that the use of MSCs in acute Achilles tendon
ruptures in humans may be a treatment option for tissue regeneration and significant
recovery of function, with athletes being the main beneficiaries.

Key-words: tendon, Achilles tendon, injury, cell therapy, stem cells, regeneration.
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1 INTRODUCAO

A ruptura tendinea € uma injuria aguda de etiologia desconhecida apesar do
conhecimento aprimorado sobre sua estrutura e a fungcdo. Tendinopatia degenerativa é
0 achado histoldégico mais comum nas rupturas espontaneas com o surgimento de
células lipidicas, degeneracdo mucadide, calcificacdo tendinea ou a combinagéo destes
fatores. (VAILAS et al, 1978; ROSENBAUN et al, 2010). Em alguns casos, o tenddo nao
pode ser reparado 0 que requer restituicdo parcial ou total. Se ndo tratadas, as lesdes
podem levar a perda da funcdo muscular e incapacidade laborativa significativa, o que
pode afetar a qualidade de vida do paciente.(THEIN et al, 2004).

Desde sua primeira descricdo por Ambroise Paré em 1575 e reportado na
literatura em 1633, a ruptura do tendédo de Aquiles tem recebido cada vez mais atencao
com relacdo ao seu tratamento. Essa atencdo € baseada no fato de que sua ruptura é
uma leséo grave e uma das mais comuns afetando cerca de 6 a 18 por 100.000
habitantes por ano. (SMITH, 1965)

As rupturas do tenddo de Aquiles sdo lesGes comuns em pacientes jovens e
responde por 35% de todas as lesdes tendineas. Mais de 75% das lesdes ocorrem
durante a participacdo em atividades esportivas (BESKIN et al, 1987; JJOZSA el al, 1989)
e apenas 50-60% dos esportistas de elite retornam aos niveis anteriores a lesao apés a
ruptura (LEPPILAHTI et al, 1998).

Geralmente resultam de lesGes indiretas ocasionadas por mecanismos que
incluem tracdo forcada do pé com o joelho em extensao, dorsiflexdo subita e inesperada
do tornozelo, ou dorsiflexdo violenta com o pé em flexdo plantar. O mecanismo de
aceleragdo/ desaceleracéo é relatado em mais de 90% das lesGes no esporte. Os fatores
adicionais implicados nas rupturas incluem microtraumas de repeticdo, hipoxia e
degeneracdo mucoide, diminuicdo da perfusdo resultante de mudancas degenerativas e
administracao sistematica ou infiltracéo local de corticosteroides. (SOLDATIS et al, 1997;
FOX et al, 1975; KANNUS; JJOZSA, 1991; LAGERGREN; LINDHOLM, 1959; MAHLER;
FRITSCHY, 1992). Apesar da atencdo para o tratamento cirdrgico das rupturas, a
decisdo em tratar essas lesdes cirurgicamente ou ndo permanece controversa. (ASSAL
et al, 2002; BHANDARI et al, 2002; JAAKKOLA et al, 2001; KHAN et al, 2005)

O tratamento ndo cirdrgico historicamente esta associado a um alto risco de
reruptura, variando de 13 a 30%, atrofia da musculatura da perna, mas com a vantagem

de ndo apresentar complica¢cdes da ferida cirargica. O tratamento cirdrgico das rupturas
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do tendédo de Aquiles resulta em menor porcentagem de reruptura (0 a 6%), mobilizagéao
precoce e melhor retorno ao esporte, mas com o risco das complicacdes da ferida (0 a
21%). (AMLANG et al, 2005; BESKIN et al, 1987; CRETNIK et al, 2004; HAJI et al, 2004;
MORTENSEN; PEDERSEN, 1990; RICHARDSON et al, 2003) Entretanto, na
metanalise de Soroceanu et al (2012) conclui-se que o tratamento conservador deve ser
considerado em centros que dispde de reabilitagédo funcional precoce.

Estudos mostram que o tecido tendineo cicatrizado apresenta uma densidade
celular alta e diminuicdo da organizacdo do coldgeno em comparacédo ao tecido pré-
lesionado. Esta organizacéo celular alterada serve como uma base para resultados ruins
como reruptura, aderéncias restritivas e baixa funcéo apds o tratamento de laceracdes
tendineas. ( KLEINERT et al, 1973; MORBERG et al, 1997; JOZSA; KANNUS, 1997)
Portanto, as opcfes de tratamento inovadoras para melhorar a cicatrizacdo do tendéo
sao de grande interesse.

Pesquisas atuais tém se concentrado em novas técnicas de terapia celular,
incluindo o uso de células-tronco mesenquimais (CTM) e fatores de crescimento como
métodos alternativos para reparo de diversos tecidos. (ZAIDI; NIXON, 2007; BRUDER
et al, 1998; SMITH et al, 2003; DI et al, 2006; STREM et al, 2005; BOSNAKOVSKI et al,
2005; BAKSH et al, 2004; CAPLAN, 2005; GROVE et al, 2004; ZUK et al, 2004)

Ha na literatura trabalhos em animais e humanos que avaliaram o efeito do uso
de CTM no tratamento de patologias tendineas (rupturas e tendinopatias) com
resultados significativos ( AHMAD et al, 2012; VIEIRA et al, 2014) mas nenhum deles
avaliou a utilizacdo das mesmas em rupturas do tendéo de Aquiles em humanos sendo
o0 objetivo deste trabalho. O que se espera é gue pacientes ndo necessitem de
procedimento cirargico ao sofrer ruptura do tenddo e ainda sim apresentem forca e

capacidade laborativa similar a individuos sem leséao.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Os tenddes

Os tenddes sao tecidos conjuntivos moles que consistem em fibras colagenas
paralelas mergulhadas em uma matriz extracelular. Apresentam estrutura organizada e

possibilitam a transmissao de forgas entre os musculos e ossos. ( LIN et al, 2004) Eles
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surgem no mesénquima do broto do membro entre 6 e 8 semanas da vida fetal e se
juntam aos musculos originados dos somitos. Contém inicialmente um grande numero
de células mas, com o desenvolvimento para vida adulta, estas diminuem e déo lugar
aos elementos da matrix extracelular. Suas fibras colagenas tornam-se mais largas
durante a maturacdo aumentando a espessura do tendao. Durante sua maturacao, as
organelas intracelulares responsaveis pela sintese proteica diminuem. (DAHNERS,
2005; IPPOLITO et al, 1980).

Dentro do tend&o existe uma hierarquia estrutural em que o mesmo € subdividido
em fasciculos, fibrilas, miofibrilas e tropocolageno(Fig. 1), contém relativamente poucas
células, com o tipo predominante sendo os fibroblastos em bastonete ou fuso. E
composto por 20% de células e 80% de matrix extracelular (MEC). A estrutura celular
apresenta 60-85% de colageno, 0,2% de proteoglicanos, 2% de elastina e 4,5% de
outras proteinas enquanto que a MEC é composta por 55-70% de agua e o restante por
proteoglicanos. ( NAKAMURA et al, 2000; O’'BRIEN, 2005) Os tenddes deslizam sobre
0S 0SS0S e geralmente se movem atraves de canais e bainhas que ajudam a direcionar
seu caminho e limitam a quantidade de atrito que precisam superar. As bainhas
consistem em duas camadas, entre as quais contém liquido sinovial que melhora a
lubrificacdo. Os tenddes que ndo possuem essa bainha de duas camadas sdo cercados
por um tecido conjuntivo areolar frouxo chamado paratend&o que atua para fornecer uma
divisdo e permitir o movimento livre do tenddo em relacéo ao tecido circundante (J'OZSA,
KANNUS, 1997).

Musculo

Entese S

Jungao
Osso miotendinea

Peritendzio
Epitenddo  Paratendao

Endotendio

Tripla hélice de
tropocolégeno

Fibrila Fibra Fasciculo Tenddo

50-200nm 50-100pm 20-200pm 100-500pum

Figura 1. Repretentagédo grafica da organizacédo da estrutura tendinea. (NOURISSAT, 2015)
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2.2 O tendao de Aquiles

E formado por fibras coalescentes dos musculos gastrocnémio e séleo. Este
complexo fixa-se nas articulagdes do joelho e tornozelo, tornando-se mais susceptivel a
lesdes do que musculos que se fixam em apenas uma articulacéo. E o tenddo mais longo
e forte do corpo, variando entre 12 e 15 cm de comprimento e é submetido a forgas
superiores a 10 vezes o0 peso corporal durante a corrida, experimentando mais de 7000N
de forca. (BURDETT, 1982; SCOTT; WINTER, 1990; CLAIN;BAXTER, 1992).

Seu suprimento sanguineo é segmentar e derivado das artérias tibial posterior e
fibular. Trés territérios vasculares foram identificados, sendo a porcdo média suprida
pela artéria fibular ( 4-7cm da insercao no calcaneo) e os segmentos proximal ( 7cm da
insercao até a juncdo musculotendinea) e distal (4cm acima da insercédo no calcaneo)
supridos pela artéria tibial posterior (figura 2). A porcdo média € marcadamente mais
hipovascular do que o restante do tenddo e essa area, entre 4 a 7 cm da sua insercao
calcanea, corresponde ao local de maior ocorréncia das rupturas e tendinites.
(LANGERGREN; LINDHOLM, 1959; CARR; NORRIS,1989; CHEN et al, 2009)

AUIS o from the insertion
Average Width = 4.0 cm SD =082
~Average Length = 14.8 cm SD=1.20

At6 m from the insertion
Average Width = 1.1 cm $D =0.17

A2 cmfrom the insestian
Average Width = 2.2 cm SD =029

a

Figura 2 — (a) Dimensdes e (b) Suprimento sanguineo do tendao de Aquiles (CHEN et al, 2009)

O tendao de Aquiles é suprido principalmente pelas artérias de sua superficie
anterior e profunda, com ramos que circundam ou passam transversalmente pelo tendéo
para obter acesso a sua superficie posterior. As artérias na superficie anterior do tendao
de Aquiles sdo maiores e mais numerosas do que as artérias posteriores, o que contribui
menos para 0 suprimento sanguineo do tenddo em todas as regifes, exceto para a

insercao do tendéo (figura 3).
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Figura 3. Esquema do suprimento sanguineo do tenddo de Aquiles. (1): A inser¢éo (1 cm) é
fornecida pelos vasos posteriores da artéria medial (artéria tibial posterior). A secdo mediana (4 cm) é
pouco suprida pelos vasos anteriores da artéria lateral (artéria peroneal). A secdo proximal (7 a 10 cm) é
suprida por grandes vasos anteriores da artéria medial (artéria tibial posterior). A aponeurose (13 cm) é
suprida por grandes vasos anteriores da artéria medial (artéria tibial posterior). (2): suprimento sanguineo
da juncdo osteotendinea (A) do mesotenddo (B), e da juncdo musculotendinea (C). (CARR;
NORRIS,1989; CHEN et al, 2009)

Uma camada de fascia profunda cobrindo o tenddo de Aquiles age como um
canal para a entrada de vasos sanguineos. Esses vasos entdo se espalham como uma
fina rede de artérias para cobrir a superficie do tendao dentro da camada de paratendao.
Este mostrou-se uma bainha do tend&o vascular, envolvendo o tend&o de tal maneira
gue a remoc¢ao do mesmo remove todo o suprimento vascular do tendéo.

As artérias do tenddo de Aquiles e do paratenddo estdo orientadas em trés
direcbes: longitudinal, transversal e profunda. Na maioria dos casos, 0s grandes ramos
arteriais correm na superficie do tenddo transversalmente, em uma direcao
perpendicular a direcdo das fibras do tenddo. Esses grandes vasos transversais

distribuem numerosos ramos que correm longitudinalmente ao longo das estrias
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interfibrilares. Os vasos longitudinais também penetram profundamente no tend&o entre
suas fibras.

O padréo de suprimento arterial para o tenddo de Aquiles € um padréo fractal
progressivo, com cada artéria ramificada reproduzindo o padrdo do vaso parental. As
artérias se espalharam perpendicularmente uma a outra e se tornam progressivamente
menores, com grandes artérias transversais ramificando-se em numerosos vasos
longitudinais menores, que se dividem ainda mais em artérias transversais ainda
menores. Esse padrao de ramificacdo permite que os vasos atingissem todas as areas
do tenddo. (CHEN et al, 2009)

Fatores como microtraumas de repeticdo foram propostos para a patogénese da
ruptura do tenddo assim com o uso de fluorquinolonas, classe de antibiético utilizada
para tratamento de diversos tipos de infec¢cdes mas, o0 Unico estabelecido mecanismo
que contribui para a degeneracao do tendao € sua pobre vascularizacao (SMITH 1965;
PUFE et al, 2005; FOROUTAN, 2019)

Devido ao suprimento sanguineo descrito, diversos autores observaram maiores
complicacBes como infeccdo profunda e necrose incisional nos pacientes submetidos a
tratamento cirargico com grandes incisdbes comparados aos pacientes submetidos a
procedimento por técnica minimamente invasiva (as extremidades do tendao podem ser
vistas em oposicao através da pequena incisdo, embora as proprias suturas possam ser
passadas por incisdes em ambos os lados do tendao) ou percutanea (as extremidades
do tenddo podem ndo ser vistas diretamente, mas podem ser visualizadas por meio de
ultrassom e endoscopia) apesar de ndao observarem diferenca funcional. (DEL BUONO
et al, 2014; BAUMFELD et al, 2018).

Uma série de configuracdes diferentes de sutura tém sido usadas para realizar
reparos percutaneos e minimamente invasivos (figura 4).

A primeira técnica percutanea foi descrita por Ma & Griffith em 1977 (MA;
GRIFFITH; 1977). O reparo consiste em uma sutura de Bunnel aplicada ao tend&o
proximal e uma sutura em caixa distalmente no coto inserida através de 6 incisdes para-
tendinosas. Esta técnica desenvolveu uma reputagdo para lesdes iatrogénicas do nervo
sural, com uma taxa de 13% de envolvimento do nervo, embora ainda seja comumente
usada (KLEIN et al; 1991). Webb e Bannister (1999) desenvolveram uma técnica
percutédnea, colocando as suturas na linha média ao invés do lado proximo ao nervo para
evitar o risco de lesao iatrogénica. Dois pontos caixa de fio de nylon séo inseridos através

de trés incisdes transversas. Pela técnica com o gabarito Achillon (Integra Lifesciences
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Corporation, EUA) suturas transtendineas sdo colocadas através de orificios
direcionados em um gabarito entre as duas camadas da pele, paratendao e o tendao de
Aquiles. Quando o gabarito € removido, as suturas de atravessamento do tendao
permanecem dentro do paratendao e, portanto, podem ser amarradas dentro dele.
(ASSAL et al; 2002). Claramente, ha também o risco de lesdo do nervo sural. (figura 4 e
5).

Ma & Griffiths Webb & Bannister Carmont & Maffulli Assal & Achillon

Figura 4 - Configuracdes de sutura durante o reparo do tendao de Aquiles:
Ma & Griffiths, Webb & Bannister, Carmont & Maffulli e a caixa de sutura produzida
'
i

com o gabarito de Achillon jig. (CARMONT et al, 2011).
/ ’ / # |
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Figura 5 — Gabarito Achillon®. (Integra LifeSciences Corporation)
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2.3 Cicatrizacao tendinea

Os tenddes séo propensos a lesbes agudas e cronicas por serem submetidos a
movimentos repetitivos. Apds a lesdo, o corpo inicia um processo de cicatrizacdo que
pode ser dividido em fases as quais se sobrepbem e sua duracdo pode variar bastante
devido a localizacéo da lesdo ou doenca (GOMEZ, 1995; MONTGOMERY, 1989).

O processo de cicatrizacdo resulta na formacédo de uma cicatriz fibrética. As
propriedades estruturais, organizacionais e mecanicas deste tecido cicatrizado sao
inferiores ao tendao normal e, independente do tempo, elas ndo retornam aos niveis
normais de funcédo (FRANK et al, 1983, 1992, 1997).

2.3.1 Fases da cicatrizacdo tendinea

2.3.1.1 Fase inflamatoria

Essa fase ocorre quase imediatamente ap0s a lesédo do tendao e se mantém por
aproximadamente sete dias. Primeiro, a lesédo nos vasos vasculares circundantes causa
a formacédo de um hematoma. Em seguida, o coagulo e a hemostasia resultantes ativam
uma cascata de vasodilatadores e plaquetas, bem como a liberacdo de substancias
qguimicas pré-inflamatérias dos mastocitos. As células inflamatorias sédo atraidas para o
local da leséo e se envolvem agressivamente na fagocitose do tecido necrotico e detritos,
além de quebrar o coagulo sanguineo. Os macrofagos auxiliam no recrutamento de
novos fibroblastos e na liberacdo de fatores promotores da angiogénese para iniciar o
crescimento de redes capilares dentro da ferida (FENWICK et al, 2002; GELBERMAN et
al, 1992). Durante essa fase, hA& um aumento no conteiddo de DNA, fibronectina,
glicosaminoglicano, agua e colageno tipo lll, que estabiliza coletivamente a matriz
extracelular recém-formada (WOO et al, 2000a, b; JOZSA; KANNUS, 1997; GOMEZ ,
1995; MONTGOMERY, 1989; GRINNELL, 1984).

2.3.1.2 Fase de proliferacéao

Durante esta fase, a qual ocorre entre sete a 15 dias apés a lesdo, uma matriz

desorganizada de tecido de granulacdo esta presente no local da leséo.
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Histologicamente, os tipos celulares predominantes séo fibroblastos, juntamente com
um numero menor de macréfagos e mastocitos. As concentracdes de &cido
desoxirrubonucleico (DNA) e colageno do tipo Il atingem seus valores maximos durante
todo o processo reparador. Acredita-se que essas alteracdes ajudem na otimizacéo da
sintese de colageno e na conversao gradual do coladgeno tipo Ill em colageno tipo |
(GOMEZ, 1995; WOO; BUCKWALTER,1988).

2.3.1.3 Fase de remodelacéo

Apbs 21 dias, as alteracdes no tecido cicatrizante podem ser vistas a olho nu,
pois a cicatriz vermelha anterior agora fica rosada e transltcida, formando uma conexao
entre as duas extremidades. Histologicamente, os fibroblastos diminuiram de tamanho
e retardaram sua sintese matricial, e as fibras de colageno comegaram a se orientar
longitudinalmente ao longo do longo eixo do tend&o. A medida que a cicatriz entra em
maturacdo, ha um retorno notavel da proporcdo de colageno tipo Il para tipo I,
reticulacdo de colageno e concentracbes de glicosaminoglicano, agua e DNA.
(BUCKWALTER; HUNZIKER, 1996; GOMEZ, 1995; WOO; BUCKWALTER, 1988)

2.3.2 Controle da cicatrizacdo dos tenddes

Muitos fatores fisicos e mediadores quimicos iniciam, sustentam e até finalizam
0 complexo processo de cicatrizacao dos tenddes. O processo inflamatorio € iniciado
pelo insulto ao tecido e resulta na ativacdo de cascatas vasculares e celulares
interligadas. A vasoconstricdo imediata é seguida por um periodo de vasodilatacdo que
persiste pela fase inflamatoria. A vasopermeabilidade aumentada causa a formacéo de
edema tecidual e permite a liberacdo de exsudato para a formacdo de um coagulo de
fibrina. O aumento da permeabilidade € mediado pela liberacdo de histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas.

A resposta celular é controlada por fatores que podem induzir quimiotaxia e
fatores que regulam a proliferacéo celular e a movimentacéo de proteinas. Um desses
mediadores € o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), que € liberado pelas
plaguetas danificadas. Demonstrou-se que o PDGF regula positivamente o &cido
ribonucleico (RNA) mensageiro que codifica uma subunidade de integrin, a proteina de
ligacdo celular (HARDWOOD et al, 1999). A fase proliferativa é caracterizada por
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alteracdes celulares que resultam em fibroplasia e angiogénese. A fibroplasia é
parcialmente controlada por fatores de crescimento e parcialmente influenciada pelos
niveis de oxigénio e acido latico. Os fatores de crescimento, como o fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1) e o fator de crescimento transformador-B (TGF-), sdo
liberados durante a fase inflamatéria dos macréfagos, mas atuam durante a fase
proliferativa. O processo de angiogénese € similarmente regulado por fatores de
crescimento (PDGF, fator de cresimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
crescimento de fibroblastos basico (FCFb)). Foi demonstrado que a concentracdo de
RNA mensageiro para o VEGF nas células no local da leséo € seis vezes a encontrada
no epitendao normal. (BIDDER et al, 2000)

No entanto, em muitos estudos foi demonstrado que o tend&o cicatrizado leva
mais de um ano para aproximar mais de perto a forca funcional do tecido nédo lesionado
(BUCKWALTER; HUNZIKE, 1996; GOMES, 1995; WOO; BUCKWALTER, 1988). No
trabalho realizado por Bruns et al (2000) observou-se que a for¢ca necessaria para causar
ruptura em 1 ano era apenas 57% da forca necessaria para romper um tendao normal.

Como os tenddes nao se recuperam bem os mecanismos de lesdo e reparo dos
mesmos foram estudados extensivamente tanto no cenario clinico quanto no
experimental. Existem varias técnicas diferentes de sutura utilizadas clinicamente. Foi
demonstrado que a forca do reparo é diretamente proporcional ao numero de fios que
cruzam um local de reparo. Como resultado, muitas vezes € dificil restabelecer a
continuidade das fibras de colageno e restaurar a superficie deslizante do tendéo.
Portanto, uma combinac&o de muitos fatores deve ser equilibrada simultaneamente para
obter um tendéo funcionalmente curado.

Altos indices de reruptura estimularam a investigagdo de métodos para modular
a cicatrizacdo tendinea promovendo melhor reparo com mais consisténcia com a
arquitetura original do tendao.

Em uma tentativa de entender melhor os mecanismos de cicatrizacdo dos
tendbdes e melhorar essas propriedades inferiores, pesquisadores investigaram uma
ampla gama de fatores que afetam a lesé@o e o reparo do tenddo, como nivel de atividade,
movimento apods lesdo, varias modalidades de lesdes e diferentes localizagdes das
mesmas. Além disso, muitos pesquisadores aplicaram conceitos de engenharia de

tecidos para resolver esse problema, desde a criacdo de estruturas a partir de



24

biomateriais e células relevantes no tecido lesionado ou usando terapia genética e
celular. (LIN et al, 2004).

2.4 Células-tronco (CT)

As células-tronco sdo as células-base de todos os 6rgéos e tecidos do corpo.
Uma célula-tronco tem duas caracteristicas definidoras: (i) a capacidade da auto-
renovacao indefinida de gerar mais células-tronco; e (ii) a capacidade de se diferenciar
em um numero de células filhas especializadas para desempenhar funcdes especificas
(NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2001; SMITH, 2006). Uma CT pode se dividir
assimetricamente, caso em que uma das duas células-filhas mantém as caracteristicas
das CT, enquanto a outra € destinada a especializacdo em condi¢cdes especificas
(MORRISSON; KIMBLE, 2006). Pode se diferenciar em todos os tipos de células do
corpo, enquanto uma CT multipotente pode se diferenciar ao longo de vérias linhagens
em muitos tipos diferentes de células (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, 2001). O
potencial de autorenovacao versus diferenciacéo € governado por sinais extracelulares
acoplados a cascatas de sinalizagdo intracelular (WATT; HOGAN, 2000). As
informacgdes que especificam o destino das CT s&do codificadas pela presenca ou
auséncia de sinais, e também pelas combinacfes, localizacdo, nivel e tempo desses
sinais.

Existem dois tipos principais de CT — embrionarias (CTE) e adultas (CTA) - que
sao classificados de acordo com sua origem e potencial de diferenciagéo.

As CTE sao células totipotentes que pode ser derivadas da massa celular interna
do blastocisto durante a gastrulacdo. CTE representam uma fonte potencial de células
com capacidade de autorenovacdo e diferenciagdo praticamente ilimitada. A CTE é
definida por sua capacidade de se expandir indefinidamente, se autorenovar e dar
origem a células descendentes mais especializadas. (DONOVAN; GEARTHART, 2001)

O uso de CTE humanas para terapia clinica tem sido dificultado por
preocupacodes éticas (WOOD, 2005). Em 2006, células com propriedades semelhantes
as das CTE, denominadas células-tronco pluripotentes (CTP), foram criadas a partir de
células somaticas especializadas (TAKAHASHI et al, 2007; TAKAHASHI; YAMANAKA,
2006).
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CTA (ou tecido-especificas) podem participar na regeneracdo de danos
teciduais por meio da contribuicdo direta por diferenciagdo em fendtipos de células
tecido-especificas, producdo de matriz extracelular (MEC) e pela sua acéo
imunomodulatoria.

Potencialmente, pela mesma importancia, CTA derivadas de tecidos contribuem
indiretamente para a cicatrizacdo por meio da producdo de proteinas bioativas como
fatores de crescimento, fatores antiapoptoticos e agentes quimiotaxicos. Estas proteinas
secretadas tém o efeito na dindmica celular, estimulacéo vascular e recrutamento de CT
adicionais capazes de promover maior estimulo cicatricial. (NATHAN et al, 2003;
BOSNAKOVSKI et al, 2005; Bl et al, 2005; VISHNUBALAGI et al, 2004; JUNCOSA-
MELVIN et al, 2006; STARNES et al, 2007)

A fonte mais comum de CTA é a medula 6ssea (MO) , que contém células-tronco
hematopoiéticas (CTH) e células estromais da MO ou células-tronco mesenquimais
(CTM) do estroma (TILL; McCULLOCH, 1961; HORWITZ et al, 2005; DOMINICI et al,
2006).

As CTH foram as primeiras CT a serem usadas com sucesso em terapias,
particularmente no tratamento de doencas malignas do sangue e sindromes de
imunodeficiéncia, mas ndo séo capazes de dar origem a tecidos conjuntivos de suporte
As CTM, por outro lado, sédo um tipo de célula de interesse com potencial terapéutico
para o tratamento de uma variedade de anormalidades musculoesqueléticas, doencas
cardiacas e anormalidades imunoldgicas ((KORBLING; ESTROV, 2003).

As CTM da MO sédo as CTM mais amplamente estudadas porque Sao
facilmente acessiveis em quantidades apropriadas para aplicagdes clinicas (CASTRO-
MALASPINA et al, 1980; CAPLAN 1991; GRONTHOS et al, 2003). Essas células séo
clogénicas e demonstraram a capacidade de formar osso e cartilagem in vivo
(PITTENGER et al, 1999; POUNTOS et al, 2006). Devido ao seu potencial de
diferenciacdo, as CTM da MO tém sido utilizadas em varias fases da aplicacéo clinica,
principalmente em ortopedia (HORWITZ et al, 2002; CHAMBERLAIN et al, 2004). Além
da MO, também foram identificadas células semelhantes a CTM em muitos outros
tecidos, incluindo tecido adiposo (TA), musculo, sangue periférico, pancreas fetal e
figado (PROCKOP, 1997; BEYER; DA SILVA MEIRELLES, 2006; SETHE, 2006;DING
et al, 2011). As CTM derivadas do TA exibem uma cinética de crescimento estavel in

vitro e exibem uma capacidade de diferenciagdo de varias linhagens (incluindo
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osteogénese, condrogénese e adipogénese), semelhante a das CTM da MO
(GRONTHOS et al, 2001; ZUK et al, 2001; IZADPANAH et al, 2006; LIU et al, 2007).

As CTM derivadas do TA sdo multipotentes, possuem alta resposta a estimulos
ambientais distintos e sdo de facil isolamento. (RICKERT et al, 2001; UYSAL; MIZUNO,
2009) Tipicamente sdo abundantes em ambos, no ser humano e animais e pode ser
facilmente obtidas do subcutaneo de forma percutanea ou com técnicas de incisao
limitadas ( KATZ et al, 2005) o que as difere e as tornam vantajosas com relacado aos
procedimentos para coleta de MO o quais s&o muito invasivos, dolorosos com altas taxas
de complicacéo (acima de 30%) e fornecem menor nimero de células. (STARNES et al,
2007)

Vishnubalaji et al.(2012) comparou a capacidade de diferenciagcdo de CT
derivadas da MO e do TA de humanos e concluiu que a colénia de células adiposas foi
capaz de produzir um maior nimero de células em um mesmo espago de tempo, mas
gque ambas as colbnias teriam a mesma capacidade de diferenciacdo celular

dependendo do local para onde sao transportadas.

2.4.1 Células-tronco e idade

Um fator que deve ser levado em consideracdo quando se fala em terapia celular
€ a capacidade de regeneracdo da célula com a idade. Células-tronco tendineas foram
recentemente identificadas em tendBes de varias espécies (Bl et al, 2007; RUI et al,
2010). As CT isoladas de substancias intermediarias de tenddes de varias espécies,
chamadas células-tronco derivadas de tendbes (TDSCs), mostraram caracteristicas
padrdao de CTM, com expressdo de antigenos tipicos da superficie da CTM, auto-
renovacao, formacdo de colbnias, e potencial de diferenciacdo (RUI et al, 2010; LUI;
CHAN, 2011; LUI, 2015). O microambiente em que as CT residem in vivo fornece sinais
(receptores e fatores sollUveis secretados para comunicacdo célula-célula, matriz
extracelular, estresse oxidativo e vascularizagdo) que as direcionam para metabolizar,
auto-renovar, diferenciar ou permanecerem inativas. Tanto os déficits celulares
intrinsecos quanto o microambiente envelhecido, juntamente com as alteracoes
sistémicas associadas aos sinais hormonais e metabdlicos associados a idade, podem

inibir ou alterar as fungdes das CT tendineas, resultando em menor condicionamento
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fisico dessas células primitivas e, portanto, leses mais frequentes e maus resultados
do reparo tendineo. (LUI; WONG, 2020)

Segundo Dressler et al. (2005), as CTM néo perdem sua capacidade necessaria
para terapia celular de reparo com aumento da idade e, quando estocadas por um
periodo de até 3 anos, continuam a promover reparo efetivo. Seu trabalho demonstra
que, o microambiente é fator essencial para a funcédo celular pois, mesmo sendo
extraidas células de animais mais velhos, o0 meio de cultura influenciou seu potencial de

replicagéo e fungao.

2.5 Sistemas de classificacao

O uso de questionérios relatados pelo paciente para estimar a capacidade
funcional, dor e limitacdo nas atividades da vida diaria € um importante desfecho para
monitorar o progresso do tratamento em contextos clinicos e de pesquisa (NORONHA
et al, 2008).

Varios sdo os métodos de avaliacdo apds tratamento de lesbes
musculoesqueléticas. Alguns destes incorporam variaveis clinicas subjetivas e objetivas
em uma escala numérica. Outros incorporam apenas fatores subjetivos em escala nao
numeérica, e alguns incluem fatores radiol6gicos e clinicos. Em alguns casos, pede-se
aos pacientes que classifiguem seu préprio resultado do tratamento selecionando uma
nota ndo numérica.

Um sistema de classificacdo padrdo idealmente permite a comparacdo de
resultados de diferentes métodos de tratamento em pacientes com o mesmo distarbio.
Ele também permite que o cirurgido acompanhe o progresso do paciente antes e em
varios intervalos ap6s um tratamento especifico.(KITAOKA et al, 1994)

Com esse objetivo, para avaliacdo e acompanhamento do tratamento das
patologias tornozelo e pé e, especificamente do tenddo de Aquiles, foram desenvolvidas
a escala AOFAS (American Orthopaedic Foot and Ankle Sociey), o ATRS BrP (Brazilian
Portuguese version of the Achilles Tendon Total Rupture Score) e a Pontuacdo de
Reparo do Tendéo de Aquiles. Esta ultima sendo avaliacdo ultrassonografica.

A escala AOFAS (anexo |) é um questionario € composto por nove itens,
distribuidos em trés categorias: dor ( 40 pontos), aspectos funcionais ( 50 pontos), e

alinhamento ( 10 pontos) totalizando 100 pontos. A pontuacéao total varia de 0 a 100,
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com pontuagbes mais altas iguais a menos sintomas e limitagdes. Nenhum fator
radiolégico esta incluso, sendo uma escala estritamente clinica. Ambos os fatores
clinicos, subjetivos e objetivos a constituem. E dividida em quatro, sendo elas: (1) Escala
do Tornozelo-Retropé (2) Escala do Mediopé (3) Escala da Metatarsofalangica-Inter-
falangica do héllux e (4) Escala da Metatarsofalangica-Interfalangica dos dedos
menores. (KITAOKA et al, 1994)

O escore ATRS BrP (anexo 1), € um questionario valido com alta
reprodutibilidade e sensibilidade para medir o resultado apos o tratamento em pacientes
com ruptura total do tenddo de Aquiles (HOPKINS, 2000). E autorreferido e composto
por dez itens que refletem a opinido dos pacientes sobre seus sintomas, limitacdes nas
atividades diarias e atividades fisicas apds uma ruptura completa do tenddo de Aquiles.
Ao final de cada pergunta, o paciente recebe uma escala de 0 a 10, onde 0 corresponde
a mais sintomas e maiores limitagcbes de atividade fisica, e 10 indica auséncia de
sintomas e limitagcdes. A pontuacao final € obtida pela soma das respostas para cada
item variando de 0 a 100, com pontuacdes mais altas iguais a menos sintomas e
limitacdes. (ZAMBELLI et al, 2016)

Na Pontuacdo de Reparo do Tenddo de Aquiles (anexo Ill) os achados da
ultrassonografia sdo avaliados com base na area de seccdo transversa (AST) e
morfologia interna do tenddo reparado. Esta Ultima € avaliada mediante uso do sistema
de classificacdo com referéncia ao sistema de classificacdo de Moller modificado.
(MOLLER et al, 2002) S&o mensuradas areas anecoicas de defeitos do tenddo como
textura de eco fibrilar descontinua, areas hiperecoicas intratendineas exibindo tecido
cicatricial do reparo, continuidade de uma aparéncia fibrilar intratendinosa com
alinhamento das fibras de colageno ao longo do eixo longo do tendéo reparado e reacdes
peritendinosas. Os defeitos residuais do tenddo anecéico séo registrados da seguinte
forma: 0% a <1%, 1% a <50% e 50% a 100%. A area hiperecodica intratendinea no local
da ruptura € classificada em 0% a <25%, 25% a <50%, 50% a <75% e 75% a 100%. A
continuidade de uma ecografia fibrilar interna do tendéo é categorizada como completa,
incompleta ou ausente. As reacdes peritendinosas, como edema e / ou derrame local,
sdo categorizadas como presentes ou ausentes. Sdo atribuidos pontos para cada
parametro, com um maximo de 10 pontos indicando um tendéo reparado. (HIRAMATSU
et al, 2018)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial terapéutico das CTM no reparo da ruptura aguda do tendao

de Aquiles em humanos.

3.2 Objetivos especificos

a) Estudar o efeito do uso de CTM no reparo da ruptura aguda do tenddo de
Aquiles em humanos mediante avaliacdo por meio de exame clinico (utilizacao da escala
AOFAS e ATRS BrP)

b) Estudar o efeito do uso de CTM no reparo da ruptura aguda do tendéao de

Aquiles em humanos mediante utilizacdo de imagem por ultrassonografia do tornozelo.

4 METODOLOGIA

4.1 Preceitos éticos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
seres humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEP) parecer
2.257.789 (ANEXO 1V), pela Comisséo Nacional e Etica em Pesquisa (CONEP) parecer
2.296.516 CAAE 73178417.5.0000.0021 (ANEXO V), pelo Colegiado de Curso dos
Cursos de Mestrado e Doutorado em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste
codigo verificador 0734406 e codigo CRC 54D260C1 (ANEXO VI) e pelo Colegiado
Executivo do Hospital Universitario “Maria Aparecida Pedrossian” da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (ANEXO VII)

4.2 Amostra

Foram avaliados 15 pacientes adultos, de ambos 0s sexos, com idade superior
a 18 anos, com histodria de ruptura aguda do tend&o de Aquiles (maximo 72 horas do
trauma) atendidos no pronto-atendimento do Hospital Universitario Maria Aparecida
Pedrossian (HUMAP). Os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE — ANEXO VIII).
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Os critérios de exclusdo foram pacientes com histéria de ruptura prévia do

tendao ou tempo de ruptura maior do que 72 horas.

4.2.1 Grupos de estudo

Os pacientes foram divididos aleatoriamente em trés grupos de cinco,

sendo:

Grupo 3

Grupo 1
Ruptura Ruptura + CTM Ruptura + Sutura

Grupo 2

n=5 n=5

n=5

Grupo 1 - pacientes com ruptura aguda do tenddo submetidos a
imobilizacdo com bota imobilizadora longa (figura 4) com pé em flexdo plantar de
20 graus (uso de calco no retrop€) por seis semanas com apoio parcial (uso de
muletas) e mais 4 semanas com bota imobilizadora longa com pé em posicdo neutra

com apoio total.

Grupo 2 - pacientes com ruptura aguda do tenddo de Aquiles submetidos a
imobilizagdo com bota imobilizadora longa com o pé em flexdo plantar de 20 graus
(uso de cal¢co no retropé) por seis semanas com apoio parcial (uso de muletas) e
injecao local de CTM em aproximadamente trés semanas (tempo médio de cultivo
celular). ApGs esse periodo o0 paciente permaneceu por mais 4 semanas com bota

imobilizadora longa com pé em posi¢cao neutra com apoio total.

Grupo 3 - pacientes com ruptura aguda do tenddo de Aquiles submetidos a
sutura por técnica minimamente invasiva (WEBB; BANNISTER, 1999) e

imobilizagdo com bota imobilizadora longa com pé em equino de 20 graus (uso de



31

calco no retrop€) por seis semanas com apoio parcial (uso de muletas) e mais 4

semanas com bota imobilizadora longa com pé em posi¢céo neutra com apoio total.

Figura 6 — Bota imobilizadora longa e calgo

4.3 Procedimento anestésico
Para coleta do tecido adiposo foi realizada a sedacdo do paciente e para a tenorrafia do

tendao de Aquiles foi realizada sedac¢éo associada a raquianestesia.

4.4 Procedimento cirdrgico

4.4.1 Coleta do Tecido Adiposo

O paciente foi posicionado em decubito dorsal e, ap0s assepsia e antissepsia do
abdémen do mesmo, foi realizada incisdo de aproximadamente 1cm com lamina de
bisturi n°. 11 para introducéo das canula de lipoaspiracéo proxima da crista iliaca direita.
A gordura foi extraida com a utilizagdo de canula de 4 mm conectada a seringa de 60ml
(figura 5abc). A técnica utilizada para lipoaspiracao foi a tumescente em que se realiza
infiltracdo no subcutédneo com solucéo contendo 200ml de soro fisioldgico 0,9% e 20ml

de xilocaina 2% sem vasoconstrictor.

O material foi transportado em frasco estéril contendo solucéo de tampao fostato
(phosphate-buffered saline, PBS) e antibidtico (figura 5d) até o laboratério
imediatamente apds a coleta. A pele foi suturada com fio de poliamida 3-0 e realizado

curativo local compressivo com atadura de crepe de 30m circular.
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Figura 7 — Extragcdo da gordura

4.4.2 Procedimento tendineo

A técnica cirargica para tenorrafia do tendédo de Aquiles utilizada neste trabalho
foi uma modificacdo da técnica descrita por de Webb e Bannister (1999) na qual os
pacientes foram colocados em posi¢cao pronada em mesa cirargica e as incisées na pele
marcadas na face posterior do tendao de Aquiles. O primeira incisao foi feita no local da
ruptura, o segundo 5 cm proximal a este e o terceiro 5 cm distal (figura 6). A inciséo
proximal é realizada sobre a metade medial do tendédo de Aquiles para reduzir o risco de
leséo no nervo sural a medida que se aproxima da linha média em seu curso proximal.
O paratendéo € incisionado transversalmente e com uma pin¢ca hemostéatica os cotos do

tendao séo expostos.

Medial

Figura 8 — Incis8es pela técnica de Webb & Bannister (1999)
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A sutura do tendéo foi realizada pela técnica de Krackow (figura 7) com uso de
fio de vicryl 2 e o fechamento da pele com o uso de fio de poliamida 3-0. Foi realizado

curativo local e imobilizacdo do membro como descrito acima.

Figura 9 — Técnica cirlirgica

4.5 Procedimento de coletadas CTM

Coletado o lipoaspirado o mesmo foi lavado extensivamente com tampéo fosfato
(phosphate-buffered saline, PBS), sendo centrifugado (200rpm/10 minutos) a cada
lavagem. Para o processamento do lipoaspirado utilizou-se colagenase do tipo 1 para
digestdo da amostra como descrito por Markarian et al (2014), com modificacdes em
gue, para cada 10ml de gordura obtidas, 30ml de colagenase tipo 1 (Gibco®; CAT n°
17100; 250U/mg) diluida em PBS, foram utilizadas a 37° C com agita¢do a cada 5
minutos por 30 minutos. A atividade enzimatica foi neutralizada na mesma propor¢ao de
HDMEM (Meio DMEM de baixa glicose (Sigma®) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF) (Gibco®), 2,59 de HEPES 4&cido livre (Sigma®) e 3,7g de bicarbonato de
sbédio). Foi realizada nova centrifugacdo (2000rpm/10 minutos) descartando-se
posteriormente o sobrenadante e adicionado ao pellet o volume adequado (~10 a 50
ml) de solucéo de lise,( 0,37g de EDTA; 8g de NH4Cl; 0,84g de NaHCOs; 100ml de agua
deionizada). Em seguida a solucao foi homogeneizada e permaneceu por 10 minutos a
temperatura ambiente com agitacdo a cada 5 minutos. Apds nova centrifugacédo
(1600rpm/5 minutos), o sobrenadante foi descartado e o pellet adquirido foi
ressuspendido em 3ml de meio de cultivo completo ( HDMEM + 10% SBF + antibidtico

e antimicotico) e semeado em um poco (placa de 6 pocos) ( figura 10).
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Ap6s a centrifugacdo € possivel
observar4 fases diferentes, sendo que
apenas a 12 e 2* camadas serdo
mantidas para a préxima etapa

Lipideos

Tecido adiposo

O material é separado em
varios tubos para lavagem

; : e centrifugacdo
Aparéncia do material L

biolégico logo apds a
lipoaspiracao

PBS com hemacias

Pellet de hemacias

Apos iss0 0
pellet desta
digestdo ira
permanecer na
lise de hemacias
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TN\ pellet ird ser
ressuspendido \ o
com HDMEM e Os 2/3 inferiores serdo
plaqueado para aspirados e a gordura sera
cultivo submetida a digestdo
enzimatica com colagenase

Ap6s 24h é possivel observara
aderéncia das CTM ao fundo do
frasco

Figura 10 — Fluxograma das etapas de cultivo das CTM

4.6 Procedimento de cultivo de CTM

Apbs 24 horas da extracdo foi possivel a confirmacdo da presenca de CTM nas
culturas. Nos 4 primeiros dias de cultivo as culturas eram lavadas 3x com 3 mL de PBS
para a eliminagédo de células ndo aderentes e debris e novamente recebiam HDMEM
suplementado a 10% SBF . No quinto dia as culturas foram tripsinizadas com 300 pL de
tripsina 0,25% sendo esta inativada com o0 mesmo volume de HDMEM. Em seguida, a
solucéo foi centrifugada (1200 rpm/5min) e o pellet foi transferido para o frasco de cultivo
celular de 25cm?. A taxa de repique (1:2, 1:3, 1:4, etc.) foi determinada pela cinética da
cultura; quanto mais rapidamente as células foram se expandindo, maior foi a taxa de
repique. Este processo de repique foi repetido até que fosse atingida a quantidade de
4x108 células (=21 dias). Entre os repiques uma aliquota de células foi reservada e
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expandida em separado, afim de que, fossem realizados os ensaios de identificagéo e
comprovacao de pluripoténcia das CTM extraidas.

4.6.1 Identificacdo das CTM

A imunofenotipagem das células foi caracterizada por citometria de fluxo.
Aproximadamente 2.0 x 10° CTM foram coletadas por tripsinizacdo (1ml tripsina 0,25%,
3 min.), centrifugadas e incubadas durante 30 min a 4°C, com anticorpos, para 0s
seguintes marcadores celulares: CD105, CD90, CD34 e CD133 (Pharmingen BD, San
Diego, CA. EUA). As células foram analisadas em um ACCURI C6 (Becton Dickinson,
EUA). Os graficos de caracterizacdo foram gerados com a captura de 10 eventos
utiizando o software padrdo do equipamento (software BD ACCURI C6; Becton
Dickinson, EUA).

4.6.1.1 Diferenciacao adipogénica

Para induzir a diferenciacdo adipogénica, 1 x 10° células foram cultivadas em
meio indutor de adipogénese. Para cada 1 mL HDMEM, suplementado com 20% de
SBF, utilizou-se 0,714 uL de insulina (0,35mg/mL); 100 uM de indometacina (0,0447g de
indometacina Sigma® em 5 mL de DMSO); 3,5 uM de rosiglitazona (0,0089g de
rosiglitazona em 5 mL de DMSO); 10° M de dexametasona (solugéo estoque - 1,2 mg
de dexametasona em 1223 pL de etanol sendo a solugéo final preparada a partir de 10
puL da solucédo estoque para cada 2,5 mL de HDMEM) ( Markarian, et al, 2014; De
Carvalho Schweich, et al. 2017), o meio diferenciador foi trocado a cada 3 dias e o

processo de diferenciagao se deu por duas semanas.

Apos descarte do meio diferenciador, as células foram fixadas por 60 min., em
temperatura ambiente, com formol a 10%. Em seguida, as células foram lavadas com
isopropanol a 60% e, posteriormente, incubadas com Oil Red O (Sigma®) por 20 min.
em temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido por lavagens com agua

destilada. A diferenciagéo foi confirmada pelo acumulo de lipideos intracelulares.
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4.6.1.2 Diferenciacdo condrogénica

Para induzir a diferenciacdo adipogénica, 1 x 10° células foram cultivadas com o
kit de diferenciagdo condrogénica STEMPRO (Gibco® Life Technologies) segundo
instrugdes do fabricante por 21 dias, sendo o meio de cultura trocado a cada 3 dias.

ApOs o descarte do meio diferenciador, as células foram fixadas por 30 min. a
temperatura ambiente com paraformaldeido 4%, depois foram lavadas 2 vezes com PBS
e coradas com Azul de Alcian (Neon®) por 5 min. a temperatura ambiente. O excesso
de corante foi removido por lavagens com agua destilada (Camassola, et al. 2012).
(CAMASSOLA et al., 2012). A diferenciagdo foi confirmada pela presenga de matriz

extracelular rica de glicosaminoglicanos no 21° dia.

4.7 Procedimento parainjecdo das CTM

Apbs atingir o nimero ideal de células (4x10°) a cultura foi tripsinizada novamente
conforme a descricdo do item 4.4.3. acima, o pellet adquirido foi ressupendido em 3mL
de PBS e homogeneizado, posteriormente centrifugou-se a amostra (1200 rpm/5min) e
0 sobrenadante foi descartado. Este processo foi repetido por 3 vezes para limpeza
deste pellet quanto aos reagentes aos quais 0 mesmo estava exposto. Ao final o pellet
foi ressuspendido em 1mL de solugéo fisioldgica e transferido para uma seringa (figura
9A). O paciente foi contactado um dia antes da realizagdo do procedimento para
comparecer ao ambulatério de Ortopedia do HUMAP-UFMS. O procedimento foi
realizado mediante assepsia local na topografia da area de ruptura e anestesia local com
0.5mL de Lidocaina 2% sem vasoconstritor. As CTM foram injetadas diretamente na

area de lesao (figura 9B).
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Figura 11 - A) Seringa com o a diluicdo de CTM + solucéo fisiologica pronta

para a aplicacdo B) Aplicacdo das CTM na area da ruptura do tendao.

4.8 Avaliacéo clinica e ultrassonografica

As AvaliagBes clinicas (escala AOFAS e ATRS BrP) bem como o exame de
ultrassonografia foram realizados com 12 semanas da ruptura sendo que os dois
primeiros efetuados por médico ortopedista e o ultimo por médico ultrassonografista.
Ambos de forma cega.

O aparelho de ultrassonografia utilizado foi o Sonoace R7 (Samsung®) com

transdutor linear .

4.9 Anédlise Estatistica

A comparagcdo entre 0S 0S grupos experimentais, em relacdo as variaveis
guantitativas avaliadas neste estudo (idade, escore AOFAS, ATRS BrP e escore
ultrassonografico), foi realizada por meio do teste ANOVA de uma via, seguido pelo pés-
teste de Tukey. Ja a avaliacdo da associacdo entre o grupo experimental e as variaveis
categoricas avaliadas neste estudo (sexo e lado), foi realizada por meio do teste do qui-
quadrado. Os demais resultados das varidveis avaliadas neste estudo foram
apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de tabela e gréaficos. A
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andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico SigmaPlot, versédo
12.5, considerando um nivel de significancia de 5%. (SHOTT, 1990)

5 RESULTADOS

Os resultados da comparacdo entre 0s grupos experimentais em relacdo a
idade, sexo, lado de leséo do tendao e avaliacdo do tenddo por meio dos escores
AOFAS, ATRS BrP e na ultrassonografia, estdo apresentados na Tabela 1.

N&o houve diferenca entre 0os grupos experimentais em relacdo a idade dos
participantes do estudo (teste ANOVA de uma via, p=0,295). A idade média foi de 49
anos. Também ndo houve associacdo entre o grupo experimental e as variaveis
categoricas sexo e lado da ruptura do tendao (teste do qui-quadrado, sexo: p=0,343;
lado: p=0,301).

Por outro lado, houve diferenca significativa entre os grupos experimentais em
relacdo ao escore AOFAS (teste ANOVA de uma via, p=0,008), sendo que este escore
foi maior nos participantes do grupo Ruptura + CTM, quando comparado com aquele
entre os participantes do grupo Ruptura (pés-teste de Tukey, p<0,05). No entanto, o
escore no AOFAS observado entre os participantes do grupo Ruptura + Sutura néo foi
significativamente diferente daquele dos participantes do grupo Ruptura apenas e nem
daquele dos participantes do grupo Ruptura + CTM (pés-teste de Tukey, p>0,05) (figura
10).

Em relacé@o ao escore ATRS BrP, também houve diferenca significativa entre os
grupos experimentais (teste ANOVA de uma via, p<0,001), sendo que este escore foi
maior nos participantes dos grupos Ruptura + Sutura e Ruptura + CTM, quando
comparado com aquele dos participantes do grupo Ruptura (pos-teste de Tukey,
p<0,05), porém, sem diferenca significativa entre eles (p>0,05) (figura 11).

Quanto ao escore na ultrassonografia, houve diferenca significativa entre os
grupos experimentais em relacéo a este escore (teste ANOVA de uma via, p=0,042),
todavia, no teste de multiplas comparacdes, comparando dois grupos de cada vez, nao
foi possivel observar diferenca significativa entre eles (pos-teste de Tukey, p>0,05)
(figura 12).
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Tabela 1: Resultados da comparacao entre 0s grupos experimentais em relagéo a idade, sexo,
lado de lesdo do tenddo e avaliacdo do tenddo por meio dos escores AOFAS, ATRS BrP e na

ultrassonografia.

Grupo experimental

Variavel Ruptura+ Ruptura+ Valor
Ruptura uptura ] uptura dep
(n=5) sutura Células tronco
(n=5) (n=5)
Idade 56,60+4,14 44,80+6,09 46,40+6,04 0,295
Sexo
Masculino 80,0 (4) 100,0 (5) 100,0 (5)
0,343
Feminino 20,0 (1) 0,0 (0) 0,0 (0)
Lado
Direito 60,0 (3) 20,0 (1) 20,0 (1)
0,301
Esquerdo 40,0 (2) 80,0 (4) 80,0 (4)
Avaliacéo do tendao
Escore no AOFAS 83,60+4,23b 92,00+1,87ab 98,40+0,75a 0,008
Escore no ATRS BrP 52,40+2,71b 70,20+2,91a 82,60+5,03a <0,001
Escore no ultrassom 4,80+0,86a 8,40+0,98a 8,20+1,11a 0,042

Os resultados estdo apresentados em meédia + erro padrdao da média ou em
frequéncia relativa (frequéncia absoluta). Os valores de p apresentados sédo no teste
ANOVA de uma via (variaveis quantitativas) ou no teste do qui-quadrado (variaveis
categoricas). Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa entre os grupos
experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05). AOFAS: American Ortophaedic Foot And
Ankle Society; ATRS BrP: Brazilian Version of the Achilles Tendon Total Rupture Score.
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Figura 12: Gréfico apresentando o escore na escala AOFAS em cada grupo experimental. A
coluna representa a média e a barra o erro padrdo da média. Letras diferentes entre as colunas

representa diferenca significativa entre os grupos experimentais (pds-teste de Tukey, p<0,05).
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Figura 13: Grafico apresentando o escore na escala ATRS BrP em cada grupo experimental. A
coluna representa a média e a barra o erro padréo da média. Letras diferentes entre as colunas

representa diferenca significativa entre os grupos experimentais (pds-teste de Tukey, p<0,05).
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Figura 14: Grafico apresentando o escore na ultrassonografia em cada grupo experimental. A
coluna representa a média e a barra o erro padrdo da média. Letras iguais entre as colunas
indica que nao houve diferenca significativa entre os grupos experimentais (pés-teste de Tukey,
p>0,05).
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6 DISCUSSAO

Segundo Soroceanu et al (2012) as taxas de reruptura apO0s o tratamento
conservador nas rupturas agudas do tendao de Aquiles (menos de 72 horas do trauma)
séo similares ao grupo de pacientes submetidos ao tratamento cirargico com a vantagem
de ndo apresentar complicacdes da ferida cirdrgica. Porém, como o tecido tendineo
apresenta baixa capacidade de regeneracdo por sua baixa vascularizagao, oxigenagao
e nutricako (ENWEMEKA, 1989) o0 que se observa é a formacdo de tecido fibroso
cicatricial seja com o tratamento conservador ou cirdrgico.

Mesmo que seja similar a taxa de reruptura, o que de fato importa para o
paciente é a sua capacidade laborativa e no presente trabalho, com a utilizacdo de CTM
no reparo do tenddo sem a realizacao de procedimento cirlrgico obteve-se diferenca
significativa nos escores AOFAS e ATRS BrP entre os grupos Ruptura e Ruptura +
CTM, pois as CT tém a capacidade de diferenciacdo em fendétipos de células tecido-
especificas e a producao de matrix extracelular(NATHAN et al, 2003; BOSNAKOVSKI et
al, 2005; Bl et al, 2005; VISHNUBALAGI et al, 2004; JUNCOSA-MELVIN et al, 2006;
STARNES et al, 2007). Juncosa-Melvin et al. (2006) utilizou CTM derivadas da medula
O0ssea de coelhos na lesdo do tenddo patelar e observou melhora biomecéanica e
histol6gica do tecido apds doze semanas. O tecido adiposo promove um tipo alternativo
de células multipotentes para cultura de expansédo e pode ainda promover beneficio na
forma da populacdo do concentrado de células mononucleadas, entre as quais
encontramos as CTM. (ZUK et al, 2002; FRASER et al, 2006). Okamoto et al (2010)
utilizou CTM derivadas da medula éssea e células hematopoiéticas frescas retiradas do
iliaco de ratos e injetou em tenddes lesionados e imobilizados e observou regeneracao
precoce do tenddo. Segundo Vieira et al (2014), o uso de CTM derivadas do TA mostrou-
se método eficaz no tratamento das rupturas agudas do tenddo de Aquiles em coelhos
pois manteve a arquitetura original do tendao pela disposi¢do das fibras do colageno na
analise histologica.

N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos Ruptura + Sutura e
Ruptura + CTM em nenhum dos escores utilizados. As técnicas cirdrgicas percutaneas
para reparo das rupturas agudas do tenddo de Aquiles apresentam baixa taxa de
complicagbes e melhora da aparéncia estética com menor agressdo ao tecido
possibilitando reabilitacio em menor tempo (WEBB; BANNISTER, 1999) sendo o
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mesmo método utilizado neste trabalho o que pode ser o fator responsével pela auséncia
de diferenca entre 0s grupos.

A reabilitacdo apos leséo tendinea e reparo € um processo que geralmente leva
semanas. Durante este periodo, imobilizacéo e protecdo do movimento sdo hecessarios.
(KVIST, 1994) Essa restricao pde o tenddo em risco de complicagdes como adesoes e
pobre qualidade de reparo além do que as propriedades biomecéanicas e mecanicas dos
tendbes cicatrizados nunca atingem aquelas de tenddes intactos (WINTER et al, 1994)
por isso atualmente preconiza-se, mesmo no tratamento conservador, a mobilidade
precoce com protecdo do membro lesionado. Essa metodologia foi utilizada neste
trabalho mediante utilizac&o de bota imobilizadora longa com descarga de peso precoce
em todos os grupos. O uso de CTM favorece a producao celular tecido especifica mas,
assim como no trabalho de Chong et al (2007), a melhora biomecanica com uso da
terapia celular ndo se mostrou significativa nas fases tardias de cicatrizagdo (12
semanas) o mesmo observado neste trabalho em que n&o houve diferenga significativa
entre 0s grupos Ruptura + Sutura e Ruptura + CTM. Ja entre os grupos Ruptura e
Ruptura + CTM houve diferenca. Parece entdo poder-se indicar a utilizacdo de CTM em
pacientes que nao puderem ser submetidos a procedimento cirdrgico em hospital que
nao forneca reabilitacdo precoce para o paciente.

Vieira et al (2014) ao realizar andlise histolégica com duas e quatro semanas de
tendBes de coelhos de trés grupos submetidos a procedimentos iguais ao do presente
trabalho observou que a desorganizagao estrutural foi maior no grupo ruptura com 14
dias e entre os periodos houve maior desorganiza¢cdo nos grupos ruptura e ruptura +
CTM. Daher et al ( 2011) ao realizar analise histologica do tenddo de Aquiles de ratos
submetidos a ruptura, sutura e inje¢cdo de CTM nos periodos de 2, 4 e 6 semanas,
quando comparados ao grupo ruptura e sutura, observou que, com 2 semanas houve
maior organizacgao celular no grupo experimento, ja com 4 e 6 semanas a organizacao
foi similar ao grupo controle. A sutura do tecido facilita a orientacdo das fibras de
coldgeno para cicatrizacdo o que esta de acordo com trabalhos na literatura nos quais
enfatizam inclusive a mobilizacdo precoce. ( SMITH; EVANS, 2001; LAWRENCE et al,
2005; GROTH; 2005) Correlacionando-se a histologia com a imagem ultrassonografica
(utilizada no presente trabalho) observa-se que, com 12 semanas, o tenddo ja se
encontra na fase de remodelamento do processo cicatricial apesar de apresentar ainda

alta celularidade e aparéncia fibrosa. Caracteristicas estas que dardo lugar a fibras de
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coldgeno alinhadas e diminuicdo do numero de células por volta de um a dois anos da
ruptura. Talvez por esse motivo, quanto ao escore na ultrassonografia, houve diferenca
significativa entre 0os grupos experimentais pois no grupo Ruptura as células estavam
iniciando sua organizacdo sem outros fatores como o fio de sutura (que atua como tutor
para o direcionamento das fibras do colageno) e as CTM as quais participam do reparo
tendineo por contribuicdo direta por diferenciacdo em fendtipos de células tecido-
especificas e a producdo de matriz extracelular.

Mas, apesar de haver diferenca significativa entre os grupos estudados com
relacdo ao exame de ultrassonografia, Méller et al (2002) observou em seu trabalho com
uso de exame de Ressonancia Nuclear Magnética e Ultrassonografia apds tratamento
conservador ou cirdrgico da ruptura aguda do tenddo de Aquiles, que ndo houve
correlacéo entre os achados dos exames e 0s parametros clinicos encontrados, ou seja,
0S pacientes apresentavam alteragcdes nos exames mas clinicamente estavam sem
sintomatologia 0 mesmo sendo observado neste trabalho mediante os resultados
encontrados nos escores AOFAS e ATRS BrP.

O microambiente em que as CT residem in vivo fornece sinais (receptores e
fatores sollveis secretados para comunicacdo célula-célula, matriz extracelular,
estresse oxidativo e vascularizagao) que as direcionam para metabolizar, auto-renovar,
diferenciar ou permanecerem inativas. Tanto os déficits celulares intrinsecos quanto o
microambiente envelhecido, juntamente com as alteracdes sistémicas associadas aos
sinais hormonais e metabdlicos associados a idade, podem inibir ou alterar as funcdes
das CT tendineas, resultando em menor condicionamento fisico dessas células
primitivas e, portanto, lesbes mais frequentes e maus resultados do reparo tendineo.
(LUI; WONG, 2020).

A idade média dos pacientes do presente trabalho foi de 49 anos, o que condiz
com o trabalho acima mas segundo Dressler et al. (2005), as CTM nao perdem sua
capacidade necessaria para terapia celular de reparo com aumento da idade e, quando
estocadas por um periodo de até 3 anos, continuam a promover reparo efetivo. Seu
trabalho demonstra que, 0 microambiente é fator essencial para a funcdo celular pois,
mesmo sendo extraidas células de animais mais velhos, o meio de cultura influenciou
seu potencial de replicacdo e funcdo, o mesmo sendo observado neste trabalho pois,
mesmo sendo retirada células-tronco de pacientes com idade superior a sessenta anos,

capacidade de regeneracao foi similar aos pacientes mais jovens.
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7 CONCLUSAO

Como discutido, apesar de em metanalises ter sido demonstrado que o
tratamento conservador das rupturas agudas do tenddo de Aquiles em humanos
apresenta resultados similares ao tratamento cirdrgico em centros que disponham de
reabilitacdo precoce, o tecido cicatricial é de qualidade inferior ao tecido nao lesionado.
A utilizacdo de CTM pode ser opcédo de tratamento, principalmente para atletas, pela

regeneracao tecidual e recuperacéo significativa da funcao.
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ESCALA AOFAS (AMERICAN ORTHOPAEDIC FOOT AND ANKLE SOCIETY)

! Pardmetro Pontos
1. Dor (40 pontos)
Menhuma 40
Leve, ocasional 30
Moderada, diaria 20
Intensa, qUASE SAMPre presante 0
2. Fungao (S0pontos)
2.1 Limitagho das atividades e necessidade de suporte
Sem limitago, sem supores 10
Sem limitagtes as atividades didrias, limitacdo recreacional, sem suportes 7
LimitagAo das alividades didrias & recreacionais, bangala 4
Limitagho importanie das atividades diarias, muleta, andador, cadeira 0
2.2 Distdncia maxima de marcha (quarteirfes)
Maior do que & 5
Dedab 4
De1a3l 2
Menor do que 1 0
2 3 Superficie da marcha
Sem dificuldade em qualquer superiicie 5
Alguma dificuldade em terrenos iregulares, escadas ou ladeiras 3
Dificuldade inlensa em terrenos irmegulares, escadas ou ladeiras 0
2 4 Anormalidade da marcha
Menhuma ou leve 8
Obvia 4
Marcante 1]
2.5 Mobilidade sagital (flexdo + extensaa)
Mormal ou resfricio minima (30° ou mais) B
Restricio moderada (15" a 297 i
. Resticdointensa(menorqueis®) | 0
2.6 Mobilidade do relro-pé (inversao e eversio)
Mormal ou restricio leve (75 a 100%) [
Restricio moderada (25 a T4%) 3
Restricao intensa (menor do que 25%) 0
2.7 Estabilidade do tomozelo @ retro-pd (antero-posierior + varo-valgo)
Estavel 8
Instavel 0
3. AMlinhamento (10 pontos)
Bom - pé plantigrado com lornozelo e retro-pé alinhados 10

Regular - pé plantigrado, algum desalinhamento, sem dor

Mau - pé nio plantigrado. desalinhamento importante & sintomdtico
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ANEXO Il

ESCORE TOTAL DE RUPTURA DO TENDAO DE AQUILES (ATRS BrP)

Classifique suas limitacfes atuais; 0 € uma limitacéo grave, 10 € sem limitacao, circule sua
resposta para as seguintes perguntas

1. Vocé esta limitado por causa da diminuicdo da for¢a na panturilha/ tendéo de Aquiles / pé?

o | 1 [ 2 | 3 ] 4 ] 5 | 6 | 7 | 8 ] 9 | 10
2. Vocé estéd limitado por causa de fadiga na panturrilha / tendao de Aquiles / pé?

o | 1 [ 2 | 3 | 4 ] 5 | 6 | 7 | 8 ] 9 | 10
3. Vocé esta limitado devido a rigidez na panturilha / tenddo de Aquiles / pé?

o | 1 [ 2 | 3 ] 4 ] 5 | 6 | 7 | 8 ] 9 | 10
4. Vocé est4 limitado por causa de dor na panturrilha / tenddo de Aquiles / pé?

o | 1 [ 2 | 3 ] a4 ] 5 | 6 | 7 | 8 ] 9 | 10
5. Vocé esta limitado durante as atividades da vida diaria?

o | 1 [ 2 | 3 ] 4 ] 5 | 6 | 7 | 8 ] 9 | 10
6. Vocé esta limitado ao andar em superficies irregulares?

o | 1 [ 2 | 3 ] 4 ] 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10
7. Vocé esta limitado ao andar rapidamente uma escada ou inclinagéo ?

o | 1 [ 2 | 3 ] 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10
8. Vocé esté limitado durante atividades que incluem corrida?

o | 1 [ 2 | 3 | 4 ] 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10
9. Vocé esta limitado durante atividades que incluem saltar?

o | 1 [ 2 | 3 | 4 ] 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10

10. Vocé esta limitado na realizacao de trabalho fisico pesado?

o [ 12 [ 2 | 3 ] 4 1] 5 | 6 | 7 ] 8 [ 9 | 10




ANEXO Il

PONTUACAO DO REPARO DO TENDAO DE AQUILES

Parametro Pontos
Area anecoica de defeito do tend&o
Ausente 2
0% - < 50% 1
50% - 100% 0
Area intratendinea hiperecoica
0% - <25% 3
25% - < 50% 2
50% - < 75% 1
75% - 100% 0
Continuidade do padrao fibrilar intratendinoso
Completa 3
Incompleta 1
Ausente 0
Edema peritendineo
Ausente 2
Presente 0

10
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ANEXO IV

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MATO GROSSO DO SUL -

Caminuacdo oo Parecor. 35T T80

UFMS

Conclustes ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:

Sem adequegdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

0 presente projeto, seguiu nesta data para anélise da CONEP e 84 tem o seu inicio autorizedo apds a
aprovagio pela mesma.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abeixo relacionados:

: C‘QM
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Tipo Documanto Arguig Postegem Autor Situagao
Informagies Basicas|PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | osaz2my Aceio
oo Projato ROJETO 973964, pot 16:15:04
Projeio Detalhado ! | brochura.doc 0BA08/2017 |Maria Helena Coste | Aceilo
Brochura 181342 | Vieira
Lnyestiggoor
Cirgamento orcamento oo 0BA08/2017 |Maria Helena Coste | Aceilo
1B:12:18 | Vieira

Ciutros CETROGEM. pdt 0BA08/2017 |Maria Helena Coste | Aceito
161134 | Wigirs

Decleragao de GEP.goc 0BA08/2017 |Maria Helena Coste | Aceilo

Instituigéo & 16:03:28 | Vieira

Lnfreestruiure

Decleragao de responsabilidedeorcamentarie.docx 0BA08/2017 |Maria Helena Coste | Aceilo

| Pesquisagonas 160031 fVieirg

Ciutros prombuanss. docy 0BA08/2017 |Maria Helena Coste | Aceilo
174402 | Vieirs

Ciutros cheleservico.doox 0BA08/2017 |Maria Helena Coste | Aceio
154343 Wigirs

Ciutros bancodados.docx 0BA08/2017 |Maria Helena Coste | Aceilo
174021 | Vieira

TCLE/ Termos de | TCLE.oocx 0B/08/2017 |Maria Helena Coste | Aceilo

Asgsentimenio | 173858 | Vieira

Justificativa de

£

Decleragan de meterialbiologico.gocx 0B/08/2017 |Maria Helena Coste | Aceilo

Manussio Material 173758 |Vieira

Biolbgico /

Biorepositdeia

|BiobEnco

Cronograma fundectcronogrema.pat 0BA08/2017 |Maria Helena Coste | Aceilo
173738  |Vieirs

Falha ge Rosto folharosto doox oE0a2017 |Maria Helena Coste | Aceito
1730087 | Vieirs

Situagéo do Parecer:

Aprovado
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ANEXO V

COMISSAQ NACIONAL DE £ PlaboPorma
ETICA EM PESQUISA %M

PARECER CONSUBSTANCIADOD DA CONEP
DADDS DO PROJETO DE PESQUISA

Thtulo da Pesquisa: Efeito da terapia celuler com células tronco mesenguimais no tratameanto de lesdo do
tendéo de Agquiles em humanos

Pesguisador: Maria Helena Coste Vieira

Area Temética: Genética Humana:
(Havera afterepies de estrutura genética oe células humanas para utilizegéo in
Mowos pvr‘::rv:éjd'irnEﬂMB terapéuticos imasvos,
Versgo: 3
CAAE: T3173417.5.0000.0021
Instituigao Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFKS

Patrocinador Pringipal: FUND. DE ARPCIO E DE DESENY. DO ENSING.CIENCIA E TECH. 00 ESTADD
0O M5

DADOS DO PARECER
Mdmero do Parecer: 2 799335

Consideragdes Finais a critério da COMEP:
Diante do exposto, & Comissdo Macional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuigbes
definides na Resolugio CNS n® 466 o= 2012 & na Morma Operecional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela eprovagio do projeto 02 pesquise proposto.

Situacdo: Protocolo aprovaco.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relacionados:

Tipo Documenio Arquive Postegem Autor Situagao
ninrmagfes Bisicas|FE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 10/07/2016 Acaita
E paf 12-16:13

Projete Datafhado /  |brochursCOMNEP . doc 08072018 |Maria Helena Costa | Acsito
Brochura 143436 | Vieira

M =scttal=

Outros cartarespostaCONER doc 0807208 |Maria Helena Coste | Acaito

143357 |vieirg

Declarecdo ce declaracacbiorrepositono.doc 04/05/2018 |Maria Helena Costa | Aceito
Manuseso Material 225252 |Vieira

Biolbgico /

Bigrepasitdno /

TCLE f Termos de  |cleCOMEP cocx 04052018 |Maria Helena Coste | Aceito
Assertimento / 225203 | Vieire

Justificativa e

Orpamento orcamentosetalhadoCOMEP . docx 27H0320MB |Mana Helena Coste | Aceito

202502 | Vieire

Declarecio ca anuencaversaGER pof 26/03/20M8 |Maria Helena Coste | Aceito
nstituicio e 1150045 | Vieira

| inirpesintura

Declaregdo ce anuencafrenteGER pot 26/0320MB |Mara Helena Coste | Aceito
nstituicio & 115005 | Vieira

IniTeesiniurg

Declarecio ca materialbiologicoCONEP doc 26/0320M8 |Maria Helena Coste | Acaito




Manuseo Material | matenalbiologicoCOMEP cioc 11:48:45 | Vieira Acaitn

Bioldgico /

Biorapositino |

Biobanco

Orcamento orcamento.doc 0608/20N7 |Maria Helena Costa | Aceito

__ 18  \igirg

Outros CETROGEM paf 06/0820N7 |Maria Helena Costa | Aceito
18:11:34 | Vieira

Ceclaragdo ce GEP.doc 0608207 |Maria Helena Costa | Aceito

instituicio e 180326 | Vieira

 infreesinsurs

Declaracio oo responsabilidadeorcamantarna gocx 06/0820N7 |Maria Helena Costa | Aceito
18:00.31 |} Vigirs

Cuitros DrOMUSNCS. 00cE 0608207 |Maria Helena Costa | Aceito
174402  |'iairg

Ouiros chafeservico.doo 06/08/20N7 |Maria Helena Costa | Aceito
174343 | Vieira

Outros bancocscos. cock 06/08720N7 |Maria Helena Costa | Aceito
174021 1 \Vigirg

Cronograma fundecicronograma. poif 0608207 |Maria Helena Costa | Aceito
1F3736 | vieire

Folha de Rosto folhanmsto.doox 06087207 |Maria Helena Coste | Aceito
ITI02T | Visirg

Situagdo do Parecer:

Apravaoo

BAASILIA, 03 de Agosto de 2018

Assinado por

FRANCISCA VALDA DA SILVA

(Coordenador)
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ANEXO VI

; Minsténo da Coucacdo
., Fundagio Universidade Federal de Mato GrossodoSul " "
2 UFMS

LU

RESOLUGCAO N® 202, DE 04 DE SETEMBRO DE 2018.

A PRESIDENTE DO COLEGIADO DE CURSO DOS CURSOS DE MESTRADO E
DOUTORADO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA REGIAO CENTRO-OESTE da Faculdade de
Medicina da Fundagio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no uso de suas
atribuicBes legais, resolve, ad referendum:

Aprovar o Projeto de Pesquisa, vinculado ao Programa de Pos-Graduagdo em
Saude e Desenvolvimento na Regldo Centro-Oeste, intitulado: “EFEITO DA TERAPIA CELULAR
COM CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS NO TRATAMENTO DA LESAO DO TENDAO DE
AQUILES EM HUMANOS" sob a responsabilidade da aluna de Doutorado MARIA HELENA
COSTA VIEIRA, RGA 20161862, ¢ orientacdo da Prof?, Andreia Conceicao Milan Brochado
Antoniolli da Siiva.

ALEXANDRA MARIA ALMEIDA CARVALHO

Dt
L niada

Documento assinado eletronicamente por Alexandra Maria Almeida Carvalho,
Presidente de Colegiado, em 04/09/2018, 45 10:19, conforme hordrio oficial de Mato
Grosso do Sul, com fundamento no art. 6%, § 17, do Decreto n® 8.539. de 8 de outubro
ge 2015

s A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
v hiibe/fesi uime befsel/contenlador_externo oha?

¥ iR BA0_Acess0_externord, informanco o cddigo
1Y, verificador 0734406 ¢ o cddigo CRC 54D260C1.

DORDENAGAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO NA REGIAO
CENTRO-OESTE
Av Conta o Siva. o* - Cutade Urnverstina
Fore
CEP 790704800 « Campo Grande - MS

Referkacia: Processo n? 23104 000046/2018-01 $61 00 0738406
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ANEXO VII

N 182 Sepunda- Ferra, 20 de novembro de 2007 EB‘SER H

Resolugdio n® 68, de 16 de novembro de 2017,

. O Presidente do Colegiado Executive do Hospital Universitirio “Maria
Apﬂ'n:mda Pﬂl.l‘?’i&ilﬂ“ da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no uso de suas
atribuigdes legais ¢ regimentais, conforme a Lei n. 12.550 de 15 de dezembro de 2011,

artigo 6° do Regimento Interno da EBSERH, artigos 46 ¢ 47, em reuniiio do Colegiado
Executivo realizada no dia 14 de novembro de 2017,

CONSIDERANDO a Portaria Interministerial n® 2,400, de 02 de outubro de 2007,
qwmkccanuiﬁmmeaﬁfmdodemwuuesmﬂmphhde
Ensino;

Resolve:

Aprovar o Projeto de Pesquisa: Efeitos da terapia celular com células-
tronco mesenquimais no tratamento da lesdo do tendio de Aquiles.

Pesquisadora Responsivel: Maria Helena Costa Vicira.
Orientadora: Andreia C. M. Brochado Antoniolli Silva.
Prazo de Execugiio: novembro de 2017 a dezembro de 2019.

CLAUDIO CESAR DA SILVA
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ANEXO VIIi

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/TCLE

Prezado(a) Senhor(a)

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “Efeito da terapia celular
com células-tronco mesenquimais (CTM) no tratamento da leséo do tenddo de Aquiles
em Humanos. Vocé tem tempo para refletir, e a deciséo final se gostaria ou nao de
participar da pesquisa é sua. Lembre-se que, a medida que surgirem duvidas, vocé

podera perguntar ao pesquisador responsavel.

Este estudo sera conduzido pelos pesquisadores Maria Helena Costa Vieira,
Andréia Conceicdo Milan Brochado Antoniolli Silva e Rodrigo Juliano Oliveira e visa
conhecer os efeitos da aplicacdo das células-tronco na ruptura do tenddo de Aquiles em
Humanos. O tratamento nédo cirdrgico, segundo a histéria, esta associado a um alto risco
de nova ruptura do tendao, variando de 13 a 30%, atrofia da musculatura da perna, mas
com a vantagem de ndo apresentar complicacdes da ferida cirargica. O tratamento
cirdrgico das rupturas do tenddo de Aquiles resulta em menor porcentagem de nova
ruptura (0 a 6%), movimentacéo precoce e melhor retorno ao esporte, mas com 0 risco
das complicacbes da ferida (0 a 21%). Devido a grande possibilidade de nova ruptura
estimularam a investigacdo de métodos para melhorar a cicatrizagdo do tendédo que

promovesse melhor reparo, mais consistente com a formato original do tendéao.

Nesta pesquisa em especifico, serdo selecionados quinze pacientes com ruptura
do tenddo de Aquiles com menos de cinco dias da lesdo que ja tiverem realizados os
exames pré-operatérios (exames laboratoriais e ultrassonografia do tornozelo). Todos
0S pacientes responderdo a questionario de avaliacdo da dor, funcao e alinhamento do
membro lesionado. Cinco pacientes (grupo 2), com diagnostico de ruptura do tendéo de
Aquiles com alguma condicao clinica que contraindique o procedimento cirargico, serao
convidados, apos realizacéo do risco cirurgico, a coleta de pequena quantidade de tecido
adiposo (gordura) da regido do abddémen no Centro Cirtirgico (HUMAP/EBSERH). Esse

tecido sera coletado para extrair dele células que serdo cultivadas no CETROGEN
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(Centro de Estudos em Células Tronco, Terapia Celular e Genética Toxicolégica) do
Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP-UFMS) para se
transformarem em células formadoras de tendao. Apos 30 dias (tempo do cultivo celular),
essas células serdo injetadas no local do tendao lesionado. Essa injecdo sera realizada
no ambulatoério de Ortopedia do HUMAP/EBSERH com todos os cuidados de assepsia
e antissepsia.

Os outros dez pacientes serdo subdivididos em 2 grupos de cinco, néo aleatérios
(pois somente serdo incluidos no grupo 1 os pacientes que tiverem contraindicacéo
clinica para o procedimento) em que no grupo 1 serd realizada somente a imobilizacdo
do membro. J4 o grupo 3 sera realizado tratamento cirdrgico com sutura do tendao
conforme atualmente praticado em pacientes com indicacao cirurgica.

O tratamento especifico em cada grupo sera realizado como segue abaixo:

Grupo 1 - pacientes com ruptura aguda do tenddo submetidos a imobilizacao
com bota imobilizadora longa com o pé em posicéo de equino de 20 graus por 6 semanas
com elevacdo da parte posterior do pé de 2,5cm (uso de calco feito com algodédo
ortopédico e ataduras de crepe) e mais 4 semanas com 0 pé em posi¢cao neutra. O

paciente pode pisar neste periodo.

Grupo 2 - pacientes com ruptura aguda do tenddo submetidos a imobilizacao
com bota imobilizadora longa com o pé em posicao de equino de 20 graus por 6 semanas
com elevacdo da parte posterior do pé de 2,5cm (uso de calco feito com algodédo
ortopédico e ataduras de crepe) e mais 4 semanas com 0 pé em posi¢cdo neutra. Apos
aproximadamente trés semanas, ap0s a obtencdo da quantidade ideal de células, o
paciente serd chamado a comparecer no ambulatorio de ortopedia para realizacdo da
injecdo local de CTM (apds obtencdo da quantidade ideal de células). Estas serdo
aspiradas em seringa de 1ml para injecao intralesional nos tenddes. O paciente pode

pisar neste periodo.

Grupo 3 - pacientes com ruptura aguda do tenddo de Aquiles submetidos a
sutura e imobilizacdo com bota imobilizadora longa com o pé em posi¢cao de equino de
20 graus por 6 semanas com elevacao da parte posterior do pé de 2,5cm (uso de calgo
feito com algodéo ortopédico e ataduras de crepe) e mais 4 semanas com 0 pé em

posi¢ao neutra. O paciente pode pisar neste periodo.
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O paciente sera submetido a uma escala de avaliagao pré e pds-operatéria (apos
doze semanas do inicio do tratamento) na qual seréo verificados trés itens: dor, aspectos
funcionais e alinhamento do membro submetido ao procedimento. Além disso sera

realizado exame de imagem (ultrassonografia do tornozelo) no pds-operatorio.

O tempo de tratamento sera 0 mesmo em todos 0S grupos.

Os beneficios que se esperam encontrar nos paciente submetidos a injecao
local das Células Tronco Mesenquimais sao:

. Obter um tenddo com forga similar ou superior aos pacientes submetidos
a sutura do tenddo sem a necessidade de procedimento cirdrgico.

. Menor risco de reruptura pois sera formado novo tecido tendineo no local
lesionado, diferente do que ocorre quando ndo se opera, pois forma-se somente tecido
fibroso com forga inferior ao tendao.

Reforco a idéia de que vocé nao esta sendo convidado(a) a fazer o procedimento
cirdrgico completo de lipoaspiracdo abdominal, e sim, autorizando que algumas de suas
células de gordura sejam coletada de uma determinada regido abdominal para

posteriormente serem utilizadas no cultivo e no transplante.

Os riscos préprios a coleta dessas células poderdo ser pequenos sangramentos
gerando hematomas no pds-operatério, sendo que o pesquisador e equipe se
responsabilizam em prontamente atender qualquer situacdo que se fizer necessério. Ja
em relagdo ao uso das células tronco, a literatura consultada n&o apresenta nenhum
risco ou efeito adverso visto que o material é autdlogo, ou seja, do retirado e
transplantado para o proprio paciente. Os riscos quanto a injecdo das células tronco
podem estar relacionados a aplicacdo como infeccdo no local, alergias mas todos os
cuidados de assepsia e antissepsia bem como coleta de informacdes prévias do paciente
a respeito de alergias a medicacdes seréo realizados.

Quanto aos riscos relacionados ao procedimento cirlrgico propriamente dito a
cirurgia é de médio porte, sendo realizada por via aberta, por equipe competente e
experiente. Porém, como qualquer procedimento invasivo, podem haver possiveis
reacoes no pos-operatério tais como hematoma, calor persistente ou vermelhidao ao
redor da inciséo cirurgica, deiscéncia dos pontos, mas toda equipe € qualificada para a
realizacdo do procedimento e tratamento das possiveis complicacdes.
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A equipe estara prontamente a postos caso seja necessario, sendo direito do
participante receber assisténcia e acompanhamento especializado de forma integral,
pelo tempo que for necessario, caso esses eventos adversos acontecam. Ressaltando
gue toda e qualquer prestacdo de assisténcia acontecera sem 6nus de qualquer espécie
ao participante. E de responsabilidade do pesquisador e do HUMAP/EBSERH, a
realizacdo de todo e qualquer forma de suporte ao participante.

Sera garantido ao participante o atendimento no pdés-operatorio imediato e
tardio, os pacientes receberdo acompanhamento especializado e orientacfes primarias
quanto a realizacdo de suas atividades de vida diaria.

A reabilitacdo serd mantida pelo tempo que for necessaria, sem custos para 0s
participantes da pesquisa (reabilitacdo fisioterapica atualmente oferecida pelo SUS).
Lembrando que os profissionais participantes serdo suficientemente habilitados e
cientes das peculiaridades do histérico de cada paciente.

Qualquer despesa da pesquisa, referente ao participante e seu acompanhante,
tais como transporte e alimentacdo nos dias que forem necessarias sua presenca para
consultas e exames extras serdo ressarcidas. Ainda, fique sabendo que se vocé aceitar
participar, poderd desistir do estudo a qualquer momento sem prejuizos médicos ou
pessoais, informando esta decisdo a mim pessoalmente ou pelo telefone que encontra-
se mais abaixo. Lembrando também que tera direito a indenizac¢do caso ocorra qualquer
tipo de dano decorrente da participacédo desta pesquisa.

Qualquer intercorréncia decorrente do procedimento cirargico ou experimento
sera prontamente avaliada e corrigida conforme resolu¢cdo da CONEP no. 466/2012 e
ficara, sob responsabilidade do pesquisador, tratamento integral e continuo, sem 6nus

aos participante.

N&o participam da pesquisa pessoas menores de 18 anos. Nao havera qualquer
compensacao financeira para os que decidirem participar da pesquisa e os beneficios
serdo obtidos quando os resultados da pesquisa forem usados pelos médicos que
buscam novos tratamentos para a ruptura do tenddo de Aquiles por alternativas
inovadoras e mais eficientes. Os dados obtidos nesse estudo serdo armazenados e
publicados em revistas, jornais, eventos, teses, porem em nenhum momento serdo
divulgados nomes, ou seja, os dados da pesquisa sdo andnimos e apenas o0 pesquisador

e VOCé, terdo acesso a este documento em que consta 0 seu nome.
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Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para Maria Helena
Costa Vieira (67) 98165-1556. Para perguntas sobre seus direitos como participante no
estudo vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
UFMS (CEP), no telefone (67)3345-7187, endereco Cidade Universitaria, caixa postal
549, CEP 79070-900, Campo Grande — MS.

O Comité de FEtica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal
de Mato Grossodo Sulfoicriado no ambito desta Instituicdo pela Instrucéo de Servico
005, de 18 de fevereiro 1997, e reconhecido pela Reitoria através da Portaria 781, de 3
de dezembro de 1988, estando credenciado para exercer suas finalidades junto a
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Ministério da Satide desde o dia
18 de marco de 1997. O CEP é um orgao consultivo, educativo e fiscalizador.

Como ja informado, sua patrticipacdo no estudo € voluntaria. Caso néo queira
participar da pesquisa, vocé nao perdera qualquer beneficio ao qual vocé tem direito.

Declaro que li e entendi este formulario de consentimento e todas as minhas
duvidas foram esclarecidas e que sou voluntario a fazer parte deste estudo. Declaro que

estou recebendo uma via assinada deste termo de consentimento.

Nome do participante Assinatura do participante

Data I Telefone (opcional)

Assinatura do pesquisador responsavel

Maria Helena Costa Vieira


http://conselho.saude.gov.br/web_comissoes/conep/index.html




