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RESUMO: Disturbios tendineos sdo comuns na pratica clinica e geram grande impacto
socio-econémico devido ao tempo de afastamento de atividades laborais e recreacionais,
pois os tratamentos atuais, conservadores (fisioterapia, medica¢Ges) ou cirurgicos
(tenoplastias), tem alta taxa de insucesso, fazendo com que essas patologias sejam
crénicas e recorrentes. Neste contexto, avancam os estudos relacionados a regeneracao
tecidual, como o uso de células-tronco, plasma rico em plaquetas e membranas sintéticas
ou naturais, alternativas que tém se mostrado promissoras em levar tendGes acometidos a
uma estrutura mais proxima do tenddo normal. Este estudo avalia a resposta do uso de
células-tronco mononucleares de medula 6ssea em associacdo ao uso de membrana
amniética humana descelularizada no tratamento de lesdo de tenddo de Aquiles de ratos.
MATERIAIS E METODOS: Foram utilizados 40 ratos wistar machos, acomodados em
biotério e submetidos aos procedimentos e analgesia de acordo e com aprovagdo do
comité local de Etica no uso de animais. Os ratos permaneceram com agua e ragio ad
libitum, exceto nas 8 horas antecedentes ao procedimento cirargico, em ambiente com
Umidade e temperatura controlados e jornadas de 12 hs de luz e 12 hs de escuro. Os
animais foram randomizamos em quatro grupos de tratamento: CT (células-tronco), MA
(membrana amnidtica), CT + MA (célula-tronco + membrana amnidtica) e C (controle,
solucédo salina a 0,9%). Foram submetidos a anestesia com xilazina e quetamina, e a
hemisseccdo de seu tendao de Aquiles direito e sua tenorrafia com fio prolene 4,0. Para
os animais do grupo MA e CT + MA, ap06s sutura do tenddo, foi suturada membrana
amniotica sobre a lesdo, também com fio prolene 4,0. Para os animais dos grupos CT e
CT + MA ainda foram aplicados ao redor da lesdo 2 ml de preparado de sangue aut6logo,
retirado de suas cristas iliacas, contendo células-tronco, preparado conforme técnica
descrita por Boyum. Os animais do grupo C receberam ao redor da leséo 2 ml de solucéo
salina 0,9%. Todos os animais foram submetidos a rafia de pele, analgesia pos-operatoria.
Trés animais foram a ébito logo ap6s o proedimento e ap6s quatro semanas 0s demais
foram eutanasiados, resultando em 37 tenddes disponiveis para analise. Os tenddes foram
ressecados e encaminhados para analise histologica por hematoxilina-eosina e sirius-red
e analise imunohistoquimica de IL-6, IFN-g, IL-4 e IL-13. A analise histologica por
hematoxilina-eosina foi feita por patologista cego aos grupos de tratamento através de
pontuacdo de um (maximo desarranjo) a quatro (normal) a cada um destes fatores: forma
do tendcito, densidade de tendcitos, espessura de epitenddo, presenca de infiltrado
inflamatorio, presenga de infiltrado hemorragico e linearidade da fibra colagena. A
avaliacdo de percentual de colageno tipo | e Ill e avaliacdo imunohistoquimica foram
feitas por método semiautomatizado por cores. A analise estatistica foi feita pelo IBM
SPSS Statistics v.29.9. As variaveis quantitativas foram avaliadas por Kruskal-Wallis e 0
teste post-hoc de Dunn. A correlagdo entre duas variaveis quantitativas foi analisada pelo
coeficiente de correlacdo de Spearman e a condicdo de normalidade das variaveis
continuas foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Para as comparacdes multiplas os valores de p foram corrigidos
por Bonferroni. RESULTADOS: N&o houve diferencas entre os grupos para a analise
histologica e de fibras colagenas tipo I e I1I, porém os grupos tratados com CT + MA
apresentaram melhor perfil imunohistoquimico, com maior presenga de IL-4 e 1L-13,
citocinas relacionadas a reparo e organizacdo tecidual. CONCLUSAO: Animais tratados
com membrana amnidtica e células-tronco em associacdo apresentam melhor perfil
imunohistoquimico em relacdo ao grupo controle, com tendéncia a melhor organizacao
tecidual.

PALAVRAS-CHAVES: Tenddo de Aquiles, membrana amnioética, células tronco,
tendinite
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ABSTRACT: Tendon disordes are commom in medical practice and cause large
socioeconomical impact due to long period of treatment and suspension of labour and
recreational activities. Actual treatmentes (medications, phisiotherapy, surgery) fail in
promote permanent relief, leading these patologies to cronicity and recurrency. In this
context, studies related to tissue regeneration as steem cells, platelet rich plasma and
natural and synthetic membranes, have shown promising results in the treatment of
tendinopathies. The current study analises tissue response to the use of mononuclear bone
marrow steem cells in association to human decelularized amniotic membrane in the
treatment of Achilles tendon lesion in rats. METHODS: This study was autorized by the
local comitee of ethics in animal use. Forty male wistar rats were used, accomodated in
umidity and temperature controled environment, with cicles of 12 hours of light and 12
hours of darkness. The animals were randomized in four treatment groups: ST (Steem
cells), AM (amniotic membrane), ST + AM (steem cells + amniotic membrane) and C
(control, 0,9% saline solution). They were anesthetized with xilazin and chetamin and the
right Achilles hemitendon sectioned and sutured. To the animals of groups AM and ST +
MA, human descelularized amniotic membranes was sutured to the tendon and for the
animals of ST and ST + MA 2 ml of autologous blood from their iliac crests, containing
ST, prepared as described by Boyum were aplied peritendon. Group C animals received
peritendon 2 ml of 0,9% saline solution. All animals had their skin sutured and received
pos-operatory analgesics. Three animals died justa after procedure. After four weeks the
remaining animals were euthanized, resulting in 37 tendos avaiable for analysis. The
tendons were removed to histological assesment with hematoxilin-eosin and sirius red
and imunohistochemical asay for IL-6, IFN-g, IL-4 and IL-13. Hematosilin-eosin analisys
was made by a pathologist blind to the groups of treatment by pontuating each of these
factors from one (maximum derangement) to four (normal): linearity of the fiber
structure, shape of the tendon cells, density of the tendon cells, inflammation, hemorrhage
and thickeness of the epitenon. Evaluation of collagen typo I and 1ll, by sirius red, and
imunohistochemical analysis were made by semiautomatizes method by colours. Statical
analysis was runned by IBM SPomSS Statistics v.29.9. Quantitaive variables were
analised by Kruskal-Wallis and Dunn post-hoc test. Correlation beetwen variabels was
analised by Spearman and normality assessed by Shapiro-Wilk test. P values < 0,05
demosntrated estatistical significancy. For multiples comparisons p values were correct
by Bonferroni. RESULTS: Althoug there weren’t differences between groups in the
histological and collagen types | and 111 analysis, groups treated with ST + MA showed
higher levels of IL-4 and IL-13 in comparison to the control group. CONCLUSION: As
IL-4 and IL-13 cytokines are related to damage control and tissue organiztion, animals
threated with ST + AM in association perform a better imunohistochemical pannel in
relation to the control group, tending to better tissue organization.

KEY-WORDS: Achilles tendom, amniotic membram, stem cells, tendinitis
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RESUMO POPULAR: As tendinites, conhecidas como doengas por movimentos
repepetitivos, sdo muito comuns e dificeis de tratar. Atualmente, o tratamento é baseado
em medicagOes anti-inflamatorias e fisioterapia, mas sdo comuns as recorréncias ou
auséncia de melhora total. Por isso, estdo sendo estudados os mecanimos celulares e
moleculares envolvidos nesta inflamacéo, para buscar uma alternativa de tratamento mais
eficiente. Neste estudo, subtemos 40 ratos a lesdo de tenddo de Aquiles e os dividimos
em quatro grupos de tratamento: os que receberam somente células-tronco, os que
receberam membrana amnidtica, 0s que recebram células-tronco + membrana amniética
e 0 grupo controle, ratos que nédo receberam tratamento algum. Depois de quatro semanas
os ratos foram mortos, e seus tenddes de Aquiles removidos para analises microscopicas,
que demostraram que 0s ratos que receberam a associacao de células-tronco e membrana
amnidtica apresentaram menos inflamacdo que os demais.
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1 INTRODUCAO

Disturbios tendineos sdo comuns na pratica clinica e podem desencadear
morbidade significativa devido a reducdo da mobilidade e da pratica de atividades fisicas
ocasionadas pelos sintomas dolorosos®.

Anatomicamente, os tenddes sdo estruturas que conectam os musculos aos 0ssos,
transmitindo forcas para produzir o movimento articular, sendo assim particularmente
susceptiveis a lesbes por estresse. Por serem pouco vascularizados tém baixo potencial de
cicatrizacao tanto em lesbes agudas quanto em cronicas, e neste contexto as tendinopatias
de Aquiles sdo especialmente prevalentes e sintomaticas’2.

TendBes de Aquiles normais tém grande resisténcia ténsil por serem compostos
de 90% de fibras de colageno tipo | dispostas linearmente. Porém, quando ha uma lesao,
0 processo cicatricial do tenddo, que dura em média 10 semanas, repara o tecido através
da formacao de cicatriz fibrosa, sendo seu principal componente o colageno tipo Ill. Este
é caracterizado por maior fragilidade e fibras aleatoriamente dispostas, fazendo com que
propriedades mecanicas e bioguimicas como elasticidade e resisténcia ndo sejam iguais
as do tendéo intacto, resultando em um processo patoldgico com repercussio clinical.

O tratamento da tendinopatia de Aquiles pode ser conservador ou cirdrgico. As
medidas conservadoras mais adotadas na pratica clinica incluem fisioterapia, uso de anti-
inflamatorios, repouso, Orteses, aplicagdo local de corticoides ou derivados do
hialuronato. Porém, existem evidéncias de que inje¢des de betametasona em tenddes de
Aquiles de ratos aumentam sua fragilidade e predisposicao a ruptura. Tanto o tratamento
conservador quanto o cirdrgico apresentam resultados insatisfatorios e altas taxas de

complicagdes, incluindo recidiva®®.
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Devido a estes resultados insatisfatorios, sdo utilizados modelos animais para um
melhor entendimento da fisiopatologia e tratamento das tendinopatias. Neste contexto,
coelhos e ratos sdo os modelos preferidos, uma vez que ja foi demonstrado que sua
anatomia e fisiologia sdo semelhantes a humana. Nestas pesquisas a tendinopatia de
Aquiles pode ser induzida através de contracdes repetitivas do triceps sural, citocinas
inflamatorias, corticosterdides intratendineos ou trauma penetrante ou contuso’.

Em tais modelos, aparece como uma nova opcao de tratamento a aplicacdo de
células-tronco (CTs) oriundas de tecido adiposo ou da medula Ossea. Elas estdo
naturalmente presentes nos tenddes intactos e ja foi demonstrado que seu uso no
tratamento de tenddes patelares lesados, em associa¢do a compostos de colageno, resultou
em maior resisténcia ténsil 0.

Estudos pré-clinicos em coelhos também demonstraram recuperacdo histoldgica
e biomecénica acelerada em tenddes lacerados e suturados submetidos a injecbes
intratendineas de células-tronco, inclusive com alteracBes morfoldgicas das células-
tronco semelhantes as caracteristicas nucleares e citoplasmaticas de tendcitos™.

As células-tronco sdo células adultas e indiferenciadas, que podem ser usadas de
forma autoldga, apresentam capacidade de autorenovacéo, reproducéo e diferenciagdo e
sdo facilmente obtidas por puncdo 6ssea na crista iliaca. Além disso, estas células tém
oferta abundante, ndo causam reac¢Ges imunoldgicas, ndo necessitam de isolamento
celular, selecdo ou cultivo, e ja foi demonstrada recuperacdo histolégica e biomecanica
em tend@es de Aquiles lesionados de ratos inclusive em trabalho de nossa autoria®?.

O &mnio ou membrana amniética (MA) também tem sido estudado na regeneracao
de diversos tecidos. Caracteriza-se como uma membrana conjuntiva associada a placenta,
sendo facilmente obtido ap6s o parto, e possui propriedades anti-inflamatorias,

antimicrobianas e baixa antigenicidade, quando decelularaizada®®*3,
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Fragmentos de membrana amnidtica utilizados em tend@es lesionados também
demonstraram melhor organizacdo de colageno tipo | em relagdo ao grupo controle. A
membrana amniotica possui diversos fatores de crescimento, que estimulam gquimiotaxia,
proliferacdo e diferenciacdo celular, além da sintese de colageno, neovascularizacdo e

deposicdo de matriz extracelular'416,

2 JUSTIFICATIVA

As tendinites sdo doencas cronicas e recorrentes com alto impacto econdmico e
social, devido a ineficacia dos tratamentos atuais em promover alivio efetivo e duradouro.

Com relacdo as novas terapias que vém sendo estudadas na area de regeneracao
tecidual, células tronco mononucleares da medula 6ssea e membrana amnidtica mostram-
se efetivos na diferenciacdo e organizacdo tecidual, portanto estes tratamentos,
isoladamente, apresentam resultados favoraveis no tratamento de lesdes tendineas.

Desta maneira, o uso simultdneo de células-tronco e membrana amniotica no
tratamento de lesdo tendinea de membro posterior de ratos poderia apresentar resultados
melhores aos do tratamento atual, aumentando a chance de sucesso do tratamento destas

lesdes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Os tendGes sdo estruturas fundamentais do sistema esquelético, formados por
tecido conjuntivo denso e proporcionando a ligagdo entre musculos e 0ssos, transmitindo
a forca gerada pela contracdo muscular e criando o movimento. Auxiliam também na
manutencdo do equilibrio corporal e sdo constituidos principalmente por colageno tipo I,
sendo o colageno 11 visivel nas fases iniciais de cicatrizacdo, onde sua funcao € dar forca
mecanica a matriz recém-formada?’.

Justamente pela sua funcdo de proporcionar movimento e resistir a movimentos

antianatdmicos, os tenddes sdo susceptiveis facilmente a lesdes*®.

3.1 TENDINITE DE AQUILES

A tendinite de Aquiles é caracterizada por uma alteracéo estrutural da anatomia tendinea,
em que suas fibras de colageno tipo | sdo substituidas por tecido fibroso em resposta a sobrecarga
cronica da estrutura. Estdo também associados a sua etiopatogenia, além da sobrecarga,
hipovascularizacéo, falta de flexibilidade, genética, género, alteracdes enddcrino-metabdlicas,
uso de antibidticos quinolonas, sobrepeso, deformidades como pés cavos, instabilidade lateral do
tornozelo ou anterior do retropé™8,

Esta doenca afeta 2% da populacdo adulta em geral, variando de 9-40%
dependendo do tipo e grau de atividade considerando os individuos fisicamente ativos®.

Estima-se que esta incidéncia esteja aumentando devido a maior participagdo em
atividades recreacionais e competitivas, embora 31% dos pacientes com dores no
calcanhar ndo relatem participacdo em atividade fisica rigorosa®.

As lesBes ocorrem mais frequentemente entre a terceira e quinta décadas da vida,

com predominancia no sexo masculino?.
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O diagnostico é dado facilmente pelo quadro clinico, de dor na face posterior do
calcanhar aos esforcos, normalmente a 2-6 centimetros da insercdo do Tend&o de Aquiles
no calcaneo. Deve ser observado o alinhamento global dos membros inferiores e avaliar
presenca de espessamentos ou sinais flogisticos. Estes achados sdo confirmados
facilmente por exames de radiografias (alinhamento), ultrassonografia e ressonancia
nuclear magnética’.

O tratamento habitual baseia-se em medidas conservadoras e cirdrgicas que
alterem a neovascularizacdo local, retirando o tecido fibrosado e estimulando a
neoformacéo tecidual, porém ndo ha consenso terapéutico ou modalidade considerada
gold standard?®.

O tratamento conservador consiste em repouso, utilizacdo de drogas e Orteses,
fisioterapia, terapia por ondas de choque, eletrocoagulacdo, uso de plasma rico em
plagquetas e ultrassom terapéutico®.

A terapéutica de resultados mais consistentes na literatura é o treinamento
excéntrico desenvolvido por Alfredson. A continua carga excéntrica ao Aquiles, através
de exercicios de dorsiflexdo do tornozelo com joelho fletido e extendido, alternadamente,
em séries de 15 repeti¢des duas vezes ao dia, ao longo de 12 semanas, alonga a unidade
tendinea e aumenta a capacidade de suportar sobrecarga®®.

O tratamento cirdrgico costuma ser indicado apds seis meses de tratamento
conservador sem melhora. Existem inUmeras técnicas, como tenotomia percutanea,
desbridamento endoscépico, multiplas incisdes longitudinais ao longo do tendéo
(tenotomia aberta) com ou sem transferéncia do ventre muscular do corpo do
gastrocnémio, retirada da porcdo acometida e reconstrugdo com retalhos do proprio

Aquiles®, transferéncias de outros tenddes ou uso de enxertos autélogos®.
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O uso do plasma rico em plaquetas &€ uma modalidade difundida de tratamento em
tendinopatias cronicas, porém, tem resutados conflitantes na literatura.

O uso de células-tronco tem validagcdo em estudos pré-clinicos e clinicos

veterinarios mas existem poucos estudos clinicos de qualidade em humanos?'22,

3.2  TERAPIA CELULAR - CELULAS-TRONCO

As células-tronco sdo células ndo especializadas que possuem capacidade de
proliferacdo indefinida, auto renovacdo e diferenciacdo em tecidos especializados,
propriedades que vém sendo estudadas na cicatrizacdo e regeneracao tecidual®.

A terapia celular busca aproveitar-se destas propriedades para produzir matriz
extracelular especifica e assim promover a regeneracdo tecidual em substituicdo a
formacao de cicatriz fibrotica® 2.

Células-tronco embrionérias sdo encontradas em estagios iniciais pos-fertilizacéo,
por volta do 4° ao 5° dia, derivadas da camada interna do blastocisto, e apesar de terem
mostrado capacidade de diferenciacdo em varios tipos celulares, ainda permanecem
grandes limitacdes, principalmente éticas, para seu uso®’.

Células-tronco mesenquimais constituem uma linhagem de células-tronco
adultas, somaticas, que podem ser encontradas na medula 6ssea e no sangue periférico,
entre outros tecidos, e que apresentam grande plasticidade e podem se diferenciar em
varios tipos celulares, como células musculares, hepaticas, 0ssseas, adiposas e
cartilagineas. S&o responsaveis pela manutencdo e reparo tecidual e facilmente
expandidas in vitro e diferenciadas quando cultivadas em meios de cultura apropriados?.

As células da medula dssea, por exemplo, sdo facilmente extraidas e isoladas, mas

ainda ha necessidade de estudos adicionais para melhorar a compreensao dos fatores de
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crescimento e suas interacdes com as CT, entre eles, 0 fendmeno de migracao das células
ao ambiente de cicatrizagio?2°,

Assim, dentre os diversos meios de terapia celular, o tratamento regenerativo a
partir do transplante de células tronco de medula dssea € uma promissora alternativa aos
métodos regenerativos convencionais na tendinopatias®®-3t,

Em relacdo as tendinopatias, ja foi demonstrado o potencial que células tronco de
medula 6ssea tem em diferenciar-se em tendcitos e também de induzir a formacéo de
colageno tipo | linearmente disposto, aumentando também a resisténcia ao modulo de

estresse, tensio e deformagdo, melhorando as caracteristicas biomecanicas®>%,

3.3 MEMBRANA AMNIOTICA

O amnio, parte componente da placenta, é facilmente obtido apds parto cesareo,
onde é descartado, e possui propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas e baixa
antigenicidade®*35,

Davis, em 1910, usou pela primeira vez a membrana fetal como substituto de pele
para tratamento de feridas abertas, porém, sem 0s meios praticos de separacdo,
esterilizacdo e armazenamento, o uso da membrana foi muito limitado®®.

Em 1965, foi demonstrado pela primeira vez que a membrana amnidtica poderia
ser separada, esterilizada e utilizada posteriormente de forma segura, iniciando uma série
de pesquisas para avaliar o potencial regenerativo da membrana®.

Atualmente, varias patologias estdo sendo tratadas com a membrana amnidtica, e
no site do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos, em 2015, existiam 95 ensaios
clinicos relevantes relacionados com ceélulas derivadas da placenta ou membrana

amnidtica nas areas de oftalmologia, dermatologia, odontologia, ortopedia, cirurgia,
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lesdes de coluna vertebral e outras, como no acidente vascular cerebral, encefalopatia
hipdxica, hipertensdo pulmonar, fibrose pulmonar idiopatica, doenca de Crohn, artrite
reumatoide e disfuncao erétil 373,

Quanto a sua composi¢do, a membrana amniética possui 2 camadas: o cérion, que
é vascularizado e estd em contato com a parede uterina; e a membrana amniética (MA)
gue nao é vascularizada e estd em contato com o liquido amnidtico, envolve o feto e é
altamente flexivel®®,

Na espécie humana, a MA surge sete a oito dias ap0s a concepc¢do. Apresenta dois
tipos de células com diferentes origens embrioldgicas: as células epiteliais amnioticas,
derivadas da ectoderme embrionaria, e as células mesenquimais amnioticas, derivadas da
mesoderme embrionaria. Do ponto de vista ultraestrutural, ela é fina (espessura de 0,02 —
0,05 mm), resistente, transparente, ndo vascularizada e composta por 3 camadas
principais: o epitélio, a membrana basal e o estroma¢=8,

Sua membrana basal é muito similar & membrana basal encontrada em outras
partes do corpo, sendo composta por colageno do tipo IV, V e VII, lamininale 5 e
fibronectina®%°.

A MA tem ac¢do anti-inflamatoria devido a diminuigcdo de secregdo de citocinas
pro-inflamatérias como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-«) e Interferon (IFN) e
aumento da producdo de citocinas anti-inflamatérias, como interleucina 10 e interleucina
4, e regulacio da apoptose®>*°

As células epiteliais e mesenquimais da MA tem uma expressdo limitada de
antigenos do complexo principal de histocompatibilidade humano, caracterizando sua

baixa antigenicidade e atividade imunomoduladora e antiviral*®43,
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A MA também contém um grande ndimero de fatores de crescimento pro-
angiogénicos e sua composi¢cdo colagena fornece rigidez e elasticidade mantendo o
arcabougco local*+4®,

Quando submetida ao processo de descelularizacdo, a MA mantém seus maiores
componentes estruturais, que s@o o colageno e a elastina, ficando livre de residuos de
DNA no tecido. A presenca de colageno 1V, fibronectina e laminina observadas na
membrana basal apos a descelularizacdo confirmam que a membrana basal permanece
intacta ap0s o processo. Esta caracteristica € importante, pois a matriz extracelular contém
componentes essenciais para a fixacao, proliferacdo celular e para o remodelamento do
tecido®.

A descelularizacéo ndo tem efeito sobre a resisténcia, nem sobre a extensibilidade
do tecido e contribui para eliminar a rejeicdo imunoldgica. A MA descelularizada é
biocompativel e ndo tem efeitos adversos na proliferacdo ou morfologia celular sendo,
portanto, uma matriz de grande potencial como sistema de entrega de células. Também é
biodegradavel, bioabsorvivel e pode ser bem incorporada ao tecido bioldgico,
aumentando, por exemplo, a espessura do pericardio*®4°,

A MA descelularizada foi utilizada em varios estudos como veiculo para
diferentes tipos de células como, por exemplo, as células estaminais da cornea, liberando-

as diretamente no sitio do defeito corneano®.

3.4  CITOCINAS E TENDINOPATIA

As citocinas sdo moléculas sinalizadoras produzidas por diferentes tipos celulares

e que controlam fungdes bésicas como proliferagdo celular, diferenciagdo, apoptose,

imunomodulagdo e comunicacéo celular®t,
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Discutiremos abaixo as interleucinas relacionadas ao nosso estudo atual.

3.4.1 INTERLEUCINA-6 (IL-6)

E uma citocina pro-inflamatéria de fase aguda, porém pode permanecer
tardiamente nos processos inflamatorios, até a fase crénica, assumindo funcao
imunomoduladora e relacionada a cicatrizacdo tendinea®.

Dentre as citocinas estudadas na variacdo com atividade fisica, é a IL-6 que
demonstra as maiores variagdes. Sua producdo aumenta em tenddes submetidos a
alongamentos ciclicos e outros exercicios agudos e esta associada a sintese de colageno
quando infiltrada em humanos de maneira peritendinea®>*,

E comprovado em modelos caninos e murinos que a expressdo génica da citocina
IL-6 estd aumentada em animais submetidos a lesdo tendinea, da mesma maneira que a
infiltrac&o pertitendinea de I1L-6 estimula sintese colagena em humanos®.

Em modelos in vitro, a aplicacdo da IL-6 em células tronco tendineas derivadas
de tenddes de Aquiles de ratos, resultou em sua prolifercéo e diferenciacédo fenotipica em
tendcito maduro, com diminuicdo de produgéo de colageno tipos | e 111, tenomodulina e
escleromodulina apos 5 dias®®.

Também ¢é sabido que o mecanismo de cicarizacdo tendinea estd comprometido
em ratos knock-out para IL-6, além de estar comprovado que ela é capaz de degradar
metaloproteinases de matriz extracelular®’.

Porém, ela depende de uma delicada homeostase, e em doencas inflamatorias
crénicas auto-imunes como a Artrite Reumatoide e a Esclerose Sistémica, ocorrem niveis
persistentemente altos de IL-6 nos tecidos tendineos, gerando uma desorganizagdo
celular, colédgena e da matriz extracelular, o que pode estar associado a incidéncia mais

elevada de tendinopatias nessas doengas®®
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3.4.2 INTERLEUCINA-4 (IL-4)

E uma citocina Th2 presente em processos inflamatorios alérgicos e parasitarias,
mas também envolvida na producdo de colageno pelos fibroblastos. Faz feedback
negativo com a IL-6 e interferon-gama, antagonizando sua acao pro-inflamatdria inicial,
aparecendo em processos inflamatérios mais tardios, gerando controle do processo i

nflamatdrio inicial para reparo tecidual efetivo®®.

3.4.3 INTERLEUCINA-13 (IL-13)

Citocina Th2, intimamente relacionada a IL-4, também esta presente em processos
inflamatorios alérgicos e parasitarias, além de incentivar producdo de colageno pelos
fibroblastos e promover remodelamento tecidual®®.

A quebra do colageno pela IL-13 é essencial no processo de remodelamento
tecidual, através da quebra de colageno tipo Il (desorganizado, inicial) e deposi¢cdo de
colageno tipo | (maduro, linear). A IL-4 ndo atua diretamente neste processo, mas é
essencial para a sinalizagdo ativadora da IL-13, que por sua vez, ativa as
metaloproteinases de matriz (MMPs — matrix metalloproteases) — MMP-2, -9,-12,-13 e -
14, capazes de degradar todos os contituintes da matriz extracelular (MEC) .

Esse controle regional é essencial no processo adequado de cicatrizacdo. Por
exemplo, no coracdo infartado, mantém integridade estrutural no tecido acometido,
impedindo fibrose em é&rea cardiaca normal, perilesional, que possa prejudicar a

contratilidade cardiaca®.
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As MMPs induzidas pela IL-13 também atuam na sinalizacdo celular pois
apresentam capacidade de degradar moléculas bioativas. A MMP-12 modifica a acdo de
moléculas pro-inflamatorias e suprime inflamagao®.

Portanto, a IL-13, através das MMPs, suprime vias inflamatorias e promove
quebra do colageno em estagios iniciais de reparacdo, e na continuidade do processo, a
IL-13 € a principal responsavel pela deposicdo de colageno, sendo entdo este processo
dependente de tempo, celularidade e localizag&o®.

Um dos principais meios pelos quais a IL-13 promove a sintese colagena € atraves
da ativacdo e amplificacdo da sinalizacdo do TGF-B (fator de crescimento tumoral beta),
que estimula fibroblastos. A MMP-9, mediada pela IL-13, cliva TGF-b latente em ativo
e estimula sua express&o®.

Mas os fibroblastos também respondem a acdo direta da IL-13 e IL-4,

indepedentemente da acdo do TGF-B®.

3.4.4 METALOPROTEINASES (MMPS)

Estdo envolvidas no dano tendineo, particularmente as MMP1, -2, -3, -8, -9, -13,
-14,19,38. Tem papel central na degradacéo da matriz e regulacéo dolorosa. As MMP-1,
-8 and -13 estdo envolvidas na degradacdo do colageno tipo 1 e 3 e a MMP-18 na
degradacéo do colageno tipo 4.,

Existem 23 metaloproteinases humanas identificadas, direcionadas a diversos
substratos e sdo dividadas em quatro grupos principais: colagenases (degradam colagenos
tipo 1, 2 e 3); gelatinases (degradam colagenos desnaturados e colageno tipo 4),
estromelisinas (degradam proteoglicanos, fibronectina, caseina, colagenos tipo Ill, 4 e 5)

e MMps de membrana®23,
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A MMP3 é necessaria para o adequado remodelamento tendineo e prevencédo de
mudancas patologicas e o inicio de sua producéo é critico neste processo, estando inibida
em processos patoldgicos®,

Ja a MMP-2 esta elevada nas tendinites, eleva-se consideravelmente apos
atividade fisica e desencadeia uma resposta inflamatoria potente e juntamente com a
MMP-9 tém atividade colagenolitica®®’.

As colagenases 9 e 13 aparentemente sé participam da degradacdo da MEC,
enguanto as MMP-2, MMP-3, and MMP-14 participam tanto na degradacao quanto no
remodelamento e a MMP-9 esté significativamente aumentada em tenddes de manguito

rotador rompidos em humanos®’.

3.4.5 INTERFERON GAMA

Esta elevado em amostras de tenddo de Aquiles de humanos com tendinite cronica
e/ ou ruptura. Caracteriza uma resposta imune tipo Th1, com neutréfilos e macrofagos
M1, em associacdo com as outras citocinas classicas associadas ao sinais inflamatorios
cardinais (calor, rubor, aumento de volume e dor) e dano tecidual. Em consequéncia, gera
um feedback de ativacdo de resposta TH2 na tentativa de reequilibrar a homeostase
tecidual®®.

Normalmente esta relacionado a resposta a patégenos, mas esta significativamente
aumentado nos estagios iniciais de tendinite, mas esta mais relacionado ao recrutamento

de células inflamatorias e imunes do que a atuagio direta em tendcitos®,

3.5 REPARO TECIDUAL
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E 0 meio pelo qual os organismos reparam seus tecidos lesados apds proccessos
inflamatdrios, infecciosos, tumorais ou lesdes mecanicas®.

E um mecanismo fundamentalmente processado pela citocinas de fase tardia ou
TH2, mas que normalmente néo leva a recuperacgéo plena do tecido devido a formacéo de
cicatriz conjuntiva coladgena e ndo integralmente do tecido sadio. Essa nova matriz é
suboOtima, e dependendo da extensdo em que estiver presente, levara as condicoes

debilitantes crénicas devido a fibrose local e consequente falha funcional do orgao ou

tecido’.
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4 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo é avaliar sinergia na resposta da utilizacdo de
celulas-tronco associadas a MA no tratamento da tendinopatia de Aquiles induzida em

ratos em relacdo ao grupo controle (solucgéo salina).

41  OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito histologico do uso das células tronco mononucleares (CT) e da

membrana amniética (MA) isolados ou em conjunto na cicatrizacdo de lesdes tendineas

em membros posteriores de ratos.

4.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a concentracdo, disposicdo e tipo de colageno nas lesbes, por

método microscopico (histomorfométrico — coloracdo de sirius red);

. Comparar a composi¢cdo histologica entre os grupos atraves de score
histoldgico;
. Avaliar imuhistoquimicamente a presenca de interleucinas 4, 6, 13, e

interferon gama relacionadas ao processo de degradacdo e reparo tecidual nas

tendinopatias.
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5 HIPOTESE

A acdo conjunta das células-tronco da medula 6ssea e da MA podem melhorar o
perfil inflamatorio perilesional ao tendao afetado, direcionando para o processo de reparo
e cicatrizacdo e organizacao de colageno através da modulacédo de citocinas de fase tardia
esperando-se:

. Inicialmente maior concentracdo de colageno tipo | e tardiamente de
colageno tipo Il nos grupos submetidos ao tratamento com células-tronco e MA em
relacdo ao controle;

. Maiores scores histoldgicos (maior proximidade da normalidade) nos
grupos submetidos ao tratamento com células-tronco e MA em relagéo ao controle;

. Maior concentracdo de IL-4 e IL-13 nos grupos submetidos ao tratamento
com ceélulas-tronco e MA em relagéo ao controle;

. Menor concentracdo de IL-6 e IFN-g nos grupos submetidos ao tratamento

com células-tronco e MA em relagdo ao controle.
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6 MATERIAL E METODO

Esse é um estudo experimental, realizado seguindo as normas e principios éticos

do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

6.1 PREPARO E ISOLAMENTO DAS CELULAS-TRONCO

Para o preparo e isolamento das células-tronco foi utilizada a técnica descrita por
Boyum. Foram coletado 3 ml de sangue das cristas iliacas, de forma autéloga, dos ratos
randomizados a receber este tipo de tratamento. Este sangue foi coletado em tubo de
ensaio estéril de 15 ml e em camara de fluxo continuo de ar foi homogeneizado com meio
de cultura Iscove’s Modified Dulbecco’s Media (IMDM), solucdo tampdo 4% e
antibidtico 1% (penicilina e estreptomicina)’*.

A sequir, este homogeneizado foi acrescido de 3mL de solucio de separacdo por
gradiente densidade (d: 1,077) (Ficoll-Hypaque) e levado a centrifuga a 1400 rotacdes
por minuto (RPM) durante 40 minutos a 22°C e o material obtido foi a cdmara de fluxo
novamente para retirada do anel formado entre o0 meio de cultura e o gradiente de
densidade, onde encontram-se as células-tronco mononucleares.

Este material foi colocado em outro tubo de ensaio de 15mL, completado
novamente com meio IMDM e centrifugado por 1500 rota¢des por minuto (rpm) por 10
minutos a 22°C. Ap6s retirada da centrifuga foi realizado um descarte do sobrenadante,

e o precipitado no fundo constitui células-tronco mononucleares.

6.2 OBTENCAO DA MEMBRANA AMNIOTICA
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Esse projeto obteve duas placentas de pacientes da Maternidade Victor Ferreira
do Amaral, mediante termo de autorizacio aprovado pelo Comité de Etica do proprio
hospital e da Pontififica Universidade Catdlica do Parana, por meio de projeto intitulado
“REPARACAO TRAQUEAL DE COELHOS COM MATRIZ ACELULAR
CULTIVADAS COM CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS ASSOCIADO A
NANOPARTICULAS DE 15-DEOXY-12, 14 PROSTAGLANDINAJ2” (Registro
numero 01238) e termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) assinado pelas
parturientes (n=2, com 36 a 40 semanas de idade gestacional).

O termo de autorizacdo do hospital, os TCLES e o parecer de aprovacdo do comité

de ética do projeto supracitado estdo anexados ao final desse arquivo (ANEXO 1).

6.2.1 PREPARACAO DA MATRIZ AMNIOTICA HUMANA

DESCELULARIZADA (MAHD)

A membrana amniotica (MA) fresca foi obtida ap6s partos cesareanos.
Doadoras maternas apresentaram sorologias negativas para HIV, hepatite B, hepatite C
e sifilis e o preparo das membranas foi feito como proposto por Riau et al*®,

Apdbs o parto e dequitacdo placentaria completa, os codgulos de sangue foram
imediatamente removidos da placenta com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS),
pH 7.2 (Gibco®), contendo 100 u/ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina e apos
essa limpeza, descolou-se manualmente a membrana amniética, separando-a do cérion.

Para o processo de descelularizagdo (remocdo de células epiteliais amnidticas), as
membranas foram retiradas do meio PBS com técnica asséptica em uma cabine de
seguranca bioldgica classe 1l BioSAFE (Veco®) e tratadas com solucdo de duodecil

sulfato de sodio (SDS) a 0,01% e desoxicolato de sddio (SD) a 0,01% por 24 horas a
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37°C, com auxilio de agitador mecanico (mesa agitadora 109 M, Nova Etica Ltda.).
Depois, foram conservadas em PBS a 4° Celsius (freezer), de acordo com a metodologia

descrita por Hopper?2.

6.3 AMOSTRA

Em conformidade com aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da
Pontififia Universidade Catolica do Parana (CEUA-Pr) e do Instituto de Tecnoligia
do Parana (TecPar), anexos, foram utilizados ratos Wistar machos, pesando em média
350 g, em numero de 40 exemplares.

Os animais foram acomodados no biotério da TECPar, em numero de 4 animais
por gaiola, com agua e ra¢ao ad libitum e com jornadas de 12 horas de claro / 12 horas de

escuro, com controle local de temperatura e umidade.

Figura 1 Ratos acomodados no biotério
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Para o procedimento cirurgico, os animais foram foram randomizados em quatro
grupos de acordo com o tratamento a ser recebido, no mesmo procedimento:

- Grupo CT (células-tronco mononucleares de medula éssea), n=10 animais;

- Grupo MA (membrana amniética), n = 10 animais;

- Grupo CT + MA (células tronco + membrana amni6tica), n=10 animais;

- Grupo C (controle, solucgéo salina a 0,9%0, n=10 animais.

Os ratos foram anestesiados via intraperitoneal (IP) com cloridrato de Ketamina a
5% (Vetanarcola, Konig do Brasil Ltda.) na dose de 80mg/Kg associado ao cloridrato de
Xilazina a 2% (Rompunéa, Bayer S.A, Brasil) na dose de 10mg/Kg e apds a obtencéo do
plano anestésico, constatado através do reflexo pupilar e do relaxamento muscular, foi
realizada tricotomia e procedimento cirdrgico.

Para os ratos do grupo CT e CT + MA o procedimento iniciou com a coleta de 3
ml de sangue de suas cristas iliacas para preparo e isolamento das células-tronco conforme
descrito previamente.

Todos os ratos foram submetidos a incisdes cutaneas sobre os tenddes de Aquiles
e sua seccdo em seu terco médio, rafiada com fio prolene 4,0.

Para os animais do grupo MA e MA + CT, ap0s sutura da lesdo de aquiles com
prolene 5.0, foi adaptada membrana amniotica descelularizada humana (obtida conforme
técnica ja descrita) e suturada por seus bordos ao tendao através de quatro pontos em suas
extremidades também com fio prolene 5.0.

Todos os animais foram submetidos a sutura de pele com fio prolene 5.0, e apds
esse processo 0s animais dos grupos CT e CT + MA foram infiltrados percutaneamente
peritenddo de aquiles com as células-tronco e os animais do grupo C foram infiltrados

percutaneamente com 2 ml se solugéo salina a 0,9%.
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Figura 2 Animal anestesiado e preparado para o procedimento

Os animais foram submetidos a analgesia por 72 horas ap6s o procedimento, via
aplicacdo subcutéanea abdominal de carprofeno na dose de 5mg/kg/dia e no pds-operatorio
foram monitorados através de sinais clinicos e comportamentais que fossem indicativos

de complicacdes pos cirdrgicas atraves da ficha de avaliagdo de cada animal (Anexo 4).

Figura 3 Analgesia percutanea dos animais no biotério.

Apo6s quatro semanas da inducdo da lesdo os animais foram submetidos a
eutanasia, conforme protocolo de anestesia ja descrito, sendo ressecados os tenddes e

preparados para a histologia.
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Figura 4 Imagem per-operatéria do tendao Figura 5 Imagem do tendao apds sua ressec¢ao

6.4  AVALIACAO HISTOLOGICA

Os tendbes foram preservados em frascos contendo formol 10% e ap0Os
submetidos a banhos sucessivos em alcool 70%, 80%, 90% e trés banhos em alcool 100%,
durante uma hora e logo ap6s foi impregnada parafina liquida através de dois banhos a
65°C no mesmo aparelho no (Leica modelo TP1020). Apds o emblocamento em parafina
e resfriamento, os tenddes foram preparados no micrétomo (Leica modelo RM2145) em
cortes com espessura de 401m. Os cortes histolégicos foram montados em laminas e
corados com solucéo de hematoxilina-eosina (HE) e Sirius Red (SR).

Estes cortes histologicos foram montados em Iaminas e corados com solucdo de
hematoxilina-eosina (HE), para caracterizagdo nuclear e de matriz extracelular. Esta
avaliacdo foi feita sempre pelo mesmo avaliador, médico patologista, cego aos grupos do
trabalho e intervengdes, segundo o score abaixo, de seis parametros, variando de 1
(mudangas significativas) a 4 (normal), onde foram avaliadas linearidade da estrutura das
fibras colagenas, forma dos tendcitos, densidade de tendcitos, inflamacdo, hemorragia,

espessura do epitendio’®.
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Variaveis \
Linearidade Forma dos Densidade Infiltrado Hemorragia Espessura
daestruturada tendcitos de tendcitos  inflamatdrio do
fibra epitenddo

1 Sem dreas Predominante- Camadas de Grande Predominante  Fibose
lineares mente células aumento macica

arredondados

2 20-50% de Moderadamente Aumento Aumento Mudiltiplas areas 7-15
fibras lineares  arredondados moderado moderado por campo células

3 > 50 % Ligeiramente Aumento Aumento Esparsa 3-6 células
de fibras ovais leve leve
lineares

4 Linear Lineares (normal)  Esparsos Nenhum Nenhuma 1-2 células
(normal)

Tabela 1 Critérios para avaliacdo histologica dos tendbes. Fonte: URDZIKOVA LM,
SEDLACEK R, SUCHY T, AMEMORI T, RUZICKA J, LESNY P, HAVLAS V, SYKOVAE,
JENDELOVA P. Human multipotent mesenchymal stem cells improve healing after collagenase
tendon injury in the rat. BioMedical Engineering OnL.ine. 2014

Através do programa ZEN 2.3 ®, foram obtidas fotos digitalizadas de todas as
laminas em H-E através de scanner Axio Scan.Z1 (Zeiss) para as fotos ilustrativas do
trabalho.

Da mesma maneira foram preparadas as ldminas para coloracdo por Sirius Red,

especifico para fibras colagenas tipo | (verde) e tipo 111 (vermelho).

De cada campo de grande aumento (CGA=40X), houve a mensuracao das areas
de fibras colagenas do tipo | e Il pelo software Image Pro-Plus versdo 4.5 (Media
Cybernetics, Rockville, MD), através do emprego de um método de segmentacao
semiautomatizada por cores, na qual a area de cada colageno, baseada pela coloracdo da
fibra, foi artificialmente delimitada e quantificada. Por fim, foram calculados os valores
de média aritmética dos dez campos de cada paciente, de maneira que seus resultados
foram organizados em planilhas de Excel e posteriormente submetidos a analise
estatistica.

A anélise imunhistoguimicas foi feita com anticorpos previamente validados
contra IL-4,6,13 e IFN-g, sendo a reacdo imunoldgica também realizada por método de

segmentacdo semiautomatizada por cores, na qual as areas coradas pelo marcador foram
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artificialmente delimitadas e quantificadas. Por fim, foram calculados os valores de média
aritmética das fotos das laminas de cada rato, de maneira que seus resultados foram

organizados em planilhas de Excel e posteriormente submetidos a analise estatistica.

6.5 AVALIACAO ESTATISTICA

Os dados foram organizados em planilha Excel® e analisados com o programa
computacional IBM SPSS Statistics v.29.0. Os resultados foram descritos por média,
desvio padrdo, mediana, minimo e maximo. Para a comparacao dos grupos em relacédo as
variaveis quantitativas, foi usado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e o teste post-
hoc de Dunn. A correlacdo entre duas variaveis quantitativas foi analisada estimando-se
coeficientes de correlacdo de Spearman e avaliando a sua significancia. A condicdo de
normalidade das variaveis continuas foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Valores de
p<0,05 indicaram significancia estatistica. Para as compara¢Ges multiplas os valores de p
foram corrigidos por Bonferroni

Para cada das variaveis estudadas (escore histoldgico, percentual de colagenos
tipo I e 11l e imunohistoquimica para interleucinas 4, 6, 13 e IFNg), testou-se a hipétese
nula de que os resultados sdo iguais nos 4 grupos, versus a hipotese alternativa de que 0s
resultados ndo sdo iguais nos grupos. No caso de rejeicdo da hipotese nula os grupos

foram comparados dois a dois.
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7 RESULTADOS

Dos 40 animais, trés foram a ébito apds o procedimento da tenotomia e tenorrafia,
sendo dois no grupo de MA + CT, e um no grupo controle, estando disponiveis para
analise final dados de 37 ratos, assim discriminados: grupo CT n =10, grupo MA n=10,
grupo MA + CT n =8 e grupo controle n=9.

Para cada uma das variaveis (escore histoldgico, percentual de colageno tipo I,
percentual de colageno tipo 111, avaliacdo imunohistoquimica de interleucina 4,6,13 e de
interferon gama), testou-se a hipotese nula de que os resultados sdo iguais nos 4 grupos,
versus a hipdtese alternativa de que os resultados ndo sao iguais nos grupos. No caso de
rejeicdo da hipdtese nula os grupos foram comparados dois a dois, conforme descrito nos
resultados a seguir.

Estes resultados também sdo apresentados no anexo 5, artigo que originou-se dos
dados levantados neste estudo e submetido a revista Cellular and Molecular Life Sciences

(printed ed.), Springer Nature.

71  AVALIACAO HISTOLOGICA POR HEMATOXILINA-EOSINA

Conforme descrito previamente, a avaliacdo histoldgica simples por coloragdo de
hematoxilina-eosina levou em conta linearidade da estrutura das fibras colagenas, forma
dos tendcitos, densidade de tendcitos, inflamag&o, hemorragia e espessura do epitend&o®

através da pontuagio de cada um destes”.
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Abaixo, as imagens das laminas do projeto exemplificam as variaveis avaliadas e

suas alteracdes.

R, _';\ ‘! ! : s
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Figura 6 Imagem de lamina demonstrando fibras colagenas lineares

= e o
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Figura 10 Fotos demonstrando a auséncia de neovascularizagdo e neovascularizagéo
predominante

‘zb-

N

Figura 11 Quadro com Laminas demonstrando o epitendao (seta), corado em eosina, em uma
camada de células (normal) até fibrose macica
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As tabelas geradas com os dados da aplicacdo aplicagdo de notas a cada um dos
fatores, por patologista cego aos grupos de estudo, estdo demonstradas no Anexo 5 e

geraram o resultado descrito pela tabela e graficos de box-plot abaixo:

Grupo N Média Desvio padrdo Mediana Minimo Méximo p*

CT 10 13,6 1,8 13,5 10,0 17,0
CT+MA 8 126 1,8 13,5 9,0 14,0
MA 10 13,6 0,7 14,0 12,0 14,0
C 9 1472 13 14,0 12,0 17,0 0,222

Tabela 2 Teste de Kruskall-Wallis para analise estatistica do score histoldgico nos grupos

==
!

Gréfico 7-1 Box-plot representando o somatdrio histoldgico entre os grupos

7.1 AVALIACAO HISTOLOGICA DE FIBRAS COLAGENAS POR SIRIUS-RED

Para a avaliacdo histoldgica de fibras colagenas tipo | e 111, foi realizada coloracéo

por Sirius Red, conforme demonstram figuras abaixo.
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Figura 12 Laminas coradas por Sirius Red, demonstrando fibrs colagenas tipo | (verde) e IlI

(vermelho)

Os dados da analise estatistica para os colagenos tipo | e 11l estdo demostrados

no anexo 6 e geraram a tabela e graficos abaixo.

Variavel Grupo  n Meédia Desvio padrdo Mediana Minimo Maximo P*
Col.1 (%) CT 10 84,3 18,2 90,2 372 978

CT+MA 8 820 84 83,1 66,3 95,3

MA 10 80,3 12,0 83,2 55,6 93,7

C 9 884 121 93,6 68,0 98,0 0,147
Col. Il (%) CT 10 15,7 182 9,8 2,2 62,8

CT+MA 8 180 84 16,9 4,7 33,7

MA 10 19,7 12,0 16,8 6,3 444

C 9 116 121 6,4 2,0 32,0 0,147

Tabela 3 Teste de Kruskall-Wallis para anélise estatistica percentual de colageno tipo I e Il nos

grupos.
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Figura 13 Distribuicéo de col. Tipo | entre os grupos
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Figura 14 Distribuicdo de Col. Tipo Il entre os grupos
Observacao: os resultados de colageno | e 111 sdo simétricos e tém o mesmo valor de p no teste da

comparacao dos grupos, pois sdo duas variaveis complementares (somam 100%).

7.1 AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA DE IL 4, 6, 13 E IFN-G

Para a avaliacdo imunohistoquimica da presenca de 1L-4,6,13 e IFNg entre os
grupos, as laminas foram coradas com os anticorpos anti IL-4 (policlonal/coelho,
PAS25165, AB 2542665, Thermo Fisher Scientific 1:200), anti-1L-13 policlonal/coelho,

PI30E, AB 223471, Thermo Fisher Scientific 1:600), anti IL-6 e anti-IFNg.
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Abaixo, fotos ilustrativas da leitura das laminas e a forca da reagdo tecidual

causada pelos anticorpos.

Figura 17 Lamina com fraca reacdo para IL-13 e com forte reacd

A partir de cada lamina, foram geradas fotos cuja leitura foi feita de maneira
automatizada, gerando a média de area corada pela reacdo imunohistoquimica e
resultando nos valores tabelados e demonstrados no anexo 7, que geraram a analise

estatistica para a presenca de 1L-4,6,13 e IFNg, a seguir.
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Varidvel Grupo n Média Desvio padrdo Mediana Minimo Méaximo p*
IL-6 CT 6 0,18 0,11 0,17 0,06 0,38

CT+MA 4 0,93 0,83 0,77 0,24 1,94

MA 8 0,22 0,15 0,15 0,08 0,53

C 4 044 0,26 0,46 0,15 0,70 0,084
IFNg CT 9 0,04 0,03 0,03 0,01 0,10

CT+MA 7 0,17 0,09 0,17 0,06 0,32

MA 8 0,09 0,07 0,08 0,01 0,20

C 7 0,05 0,05 0,04 0,02 0,15 0,014
IL-13 CT 8 39 2,9 3,2 1,3 10,5

CT+MA 6 1356 9,0 11,4 5,6 27,8

MA 9 6,8 4,2 6,0 2,0 16,4

C 7 27 2,5 1,5 0,5 7,3 0,004
IL-4 CT 10 9,8 2,7 8,6 7,0 13,0

CT+MA 7 149 7,2 13,0 9,6 30,6

MA 9 99 5,8 9,8 3,0 23,0

C 7 6,6 2,5 6,0 2,9 10,5 0,011

Tabela 4 *Teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis (p<0,05) para analise estatistica do

percentual de IL-4,6,13 e IFNg nos grupos
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Gréfico 7-2 Distribuicdo do percentual de IL-4 entre 0s grupos
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Gréfico 7-3 Distribuicdo do percentual de IL-6 entre 0s grupos
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Grafico 7-4 Distribuicdo do percentual de IL-13 entre 0s grupo
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Grafico 7-5 Distribuicdo do percentual de IFN-g entre os grupos
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Para IFNg, IL-13 e IL-4 foram encontradas diferencas significativas entre 0s
grupos. Sendo assim, foram feitas as comparacdes dos grupos dois a dois, conforme

tabelas abaixo, que apresentam os valores de p dessas comparagdes.

P*
Grupos comparados IFNg 1L.13 IL.4
Cel tronco x Controle 1 1 0,489
Cel tronco x Membrana 1 0,733 1
Cel tronco x Cel tronco + membrana 0,011 0,060 0,381
Controle x Membrana 1 0,101 0,985

Controle x Cel tronco + membrana 0,081 0,005 0,005
Membrana x Cel tronco + membrana 0,451 1 0,200
*Tabela 5 *Teste de Dunn, p<0,05

IIFNg

==

Bcr ECcT+MA

1

Gréfico 7-6 Comparagdo demostrando diferenca estatistica na presenca de IFN-g entre 0s grupos
de CTeCT + MA

IL-13
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Gréfico 7-7 Comparagdo demostrando diferenca estatistica na presenca de I1L-13 entre 0s grupos
deCT+MAeC
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Gréfico 7-8 Comparagdo demostrando diferenca estatistica na presenca de IL-4 entre 0s grupos
deCT+MAeC

7.2 AVALIACAO DE CORRELACAO ENTRE VARIAVEIS

Para cada duas variaveis analisadas, testou-se a hipotese nula de que o coeficiente
de correlacdo entre elas é igual a 0 (ndo ha correlagédo), versus a hipotese alternativa de
que o coeficiente de correlacdo € diferente de 0 (ha correlacdo). Esta analise foi feita
estratificando pelos grupos e também no geral.

Na tabela do anexo 8 sdo apresentados os coeficientes de correlacdo de Spearman
estimados e os valores de p dos testes estatisticos. Ndo foram estimados os coeficientes
para variaveis com menos de 5 casos com dados validos.

Como o coeficiente de correlacdo entre IFNg e Colageno | é negativo (-0,42), a
correlacdo entre estas duas variaveis € inversa, ou seja, valores baixos (altos) de uma delas
correspondem a valores altos (baixos) da outra, como demostrado no grafico de dispersdo

abaixo, em que os pontos estdo alinhados em torno de uma reta com inclinagéo para baixo.
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Grafico 7-9 Gréfico de dispersdo demonstrando correlagcdo inversa entre Col. tipo | e
IFNg

O mesmo ocorre para a correlacdo entre colageno tipo | e IL-4 (-0,65) e colageno

tipo I e IL-13 (-0,35).
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Grafico 7-10Gréafico de dispersao demonstrando correlacdo inversa entre Col. tipo | e IL-4
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Grafico 7-11 Gréfico de dispersdo demonstrando correlagdo inversa entre Col. tipo | e IL-13

J& para a correlacdo entre IFN-g e IL-13 o coeficiente de correlacdo é positivo
(0,51), portanto a correlacdo entre estas duas variaveis é direta, ou seja, valores baixos
(altos) de uma delas correspondem a valores altos (baixos) da outra. O mesmo ocorre para
a correlacdo entre colageno tipo tipo 111 e IL-13 (0,35) e colageno tipo 11l e IL-4 (0,65),
fazendo com que no diagrama de dispersdo abaixo que os pontos fiquem alinhados em

torno de uma reta com insinuag&o superior.
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Grafico 7-12Gréfico de dispersdo demonstrando correlagdo inversa entre IFNg e IL-13
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Gréfico 7-13 Grafico de dispersdo demonstrando correlagdo inversa entre Col. tipo Il e IL-4

Colageno tipo Il x IL-13

70
60 e
_ 50
3 °
2 40
o
5] ® ®
Ep 30 Y
S
20 o ° . o 4
° o 8
10 [ § o o ®
°
LY X e
0 5 10 15 20 25 30

IL-13

Grafico 7-14 Grafico de dispersdo demonstrando correlagdo inversa entre Col. tipo 111 e IL-13
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8 DISCUSSAO

Na avaliacdo final de nossos dados, apresentados acima, ndo verificamos
diferencas entres 0s grupos quanto a analise histologica por hematoxilina-eosina e quanto
a porcentagem e disposicao de fibras colagenas tipo | e 111, avaliadas por Sirius-red.

Portanto, para as caracteristicas morfoldgicas de nimero e formato de tendcitos,
espessura do epitenddo, presenca de infiltrado hemorragico e linearidade da fibra
colagena ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos.

De fato, o valor da média e mediana do escore histoldgico foi semelhante entre os
grupos, aquela variando de 12,6 a 14,2 e esta de 13,5 a 14. O escore poderia variar de 6
(desorganizacéo estruturas completa) a 24 (tecido normal), portanto, valores entre 12,6 a
14 indicam uma organizacdo tecidual intermediaria para todos os grupos.

Para a avaliacdo histoldgica de fibras colagenas tipo | e I1l, o valor médio por
grupo para colageno tipo | variou de 80,3 a 88,4 de colageno tipo Il de 11,6 a 19,7. Desta
maneira, todos 0s grupos apresentaram uma estrutura de matriz celular com mais de 80%
de disposicdo de fibras colagenas tipo I.

Com relacéo a avaliagdo do painel inflamatorio entre os grupos, para as citocinas
de fase aguda, IFN-g e IL-6, houve diferencas significativas entre os grupos com relacéo
ao percentual de IFN-g. A presenca de interferon-gama, proteina inflamatéria de fase
aguda e com relagdo com dano tecidual, apresentou menor percentual no grupo controle,
provavelmente porque a presenga da membrana amnidtica, mesmo descelularizada, e das
células-tronco, fortam fatores que atuaram mantendo o estimulo inflamatorio mais
cronicamente.

A auséncia de diferencas estatisticas para a presenca de IL-6 nos grupos ao final

de quatro semanas pode estar relacionada ao fato de ser uma citocina de fase aguda, entéo
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sua correlacdo a formacdo de colageno e atividade de tendcitos estaria presente nos
primeiros dias da lesdo?!,

Em termos de tempo, parece que 0s picos de IL-6 sdo vistos nas lesbes tendineas
entre 3 dias apos lesdo até duas semanas. Sua permanéncia elevada por periodos mais
prolongados esta associada a disfuncdo de matriz extracellular por gerar cronicamente
uma alca de feedback positivo com o IFN-g, interleucina degradadora de matriz
extracelular?®?,

Com relacdo as citocinas de fase tardia, IL-4 e IL-13, ambas apresentaram
diferencas significativas entre 0s grupos e estiveram presentes em maior concentracao no
grupo CT + MA em relac&o ao controle?,

A IL-4 é uma citocina tardia que faz feedback negativo com a IL-6 e gera controle
do processo inflamatdrio inicial direcionando a reparo tecidual efetivo. O fato de IL-4
estar aumentada significativamente no grupo CT + MA infere que neste grupo o reparo
esta facilitado?.

A 1L-13 também ¢é uma citocina tardia e intimamente relacionada a IL-4, uma vez
que é ativada por ela. Ela promove remodelamento tecidual e producdo de colageno pelos
fibroblastos, tendéncia confirmada neste trabalho. Seguindo a IL-4, a IL-13 também
esteve aumentada significativamente no grupo CT + MA, inferindo também reparo
facilitado, tanto que ambas as interleucinas correlacionam-se positivamente a presenca de
colageno tipo 111 (o primeiro a formar-se no processo de reparo tecidual)®.

O fato de ndo demostrarmos diferenca histoldgica entre 0s grupos ndo representa
necessariamente homogeneidade, mas provavelmente, um recorte de um momento em

que o processo de reparo ainda ndo evoluiu o suficiente para demonstrar diferengas

visiveis morfologicamente. No momento em que foi feito o estudo, houve diferencas entre
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os marcadores inflamatorios, e provavelmente, se continudssemos o estudo e tivéssemos
avaliacdo histologica apds um tempo maior, encontrariamos diferencas.

Isso é corroborado inclusive por um estudo prévio de nosso grupo, em que
avaliamos a Resisténcia biomecanica e histologia de tendBes de Aquiles de ratos
submetidos a tratamento de tendinopatia com células-tronco e plasma rico em plaquetas,
e mesmo ndo encontrando alteragdes histologicas e de presenca de colageno tipo | e 11l
entre 0s grupos, o grupo tratado com plasma rico em plaquetas apresentou melhor
parametro biomecanico, indicando a existéncia de mecanismos moleculares envolvidos
no processol.

No processo de cicatrizacdo tendinea a IL-4 atua como sinalizadora para a 1L-13,
citocina efetora que estimula a producdo dos fibroblastos, inicialmente aumentando a
producdo de colageno tipo I1, que com o decorrer do tempo pode sofre maturacdo em
colageno tipo I, organizando ainda mais a matriz extracelular, correlacdo comprovada
neste estudo.

No processo de reparo tecidual a membrana amnidtica por si mesma fornece
arcabouco coldgeno de sustentacdo e facilita adesdo de fatores de crescimento,
promovendo cicatrizacdo em diversos tipos de lesdes, como lesdes corneanas, Ulceras
venosas, queimaduras cutdneas e a membrana associada ao uso de células-tronco
mesenquimais ja mostrou-se efetiva em curar defeitos de pele total em ratos, fato que nos
incentivou a buscar essa associagio no tratamento de lesGes tendineas®?-34,

A continuidade de estudos de vias inflamat6rias consiste em uma potencial
alternativa de tratamento especifico e eficaz para patologias inflamatorias e crénicas.
Esperamos que a elucidacdo dessas vias possa definer alvos especificos de tratamento

assim como o bloqueio da IL-21 se demonstrou eficaz para controle de AR,
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Os mecanismos moleculares envolvidos na patogénese das tendinopatias
demostram alteracdes precoces em relacdo a alteragdes histologicas ou morfologicas, mas
sdo um alvo promissor de tratamento destas patologias, a exemplo do que j& ocorre para
outras doengas como a Artrite reumatoide.

Nas tendinites cronicas, presenca baixa de IL-4 e IL-13 demonstram processo
inflamatorio ndo controlado, e portanto, auséncia de reparo em direcéo ao tecido normal,
mas ratos tratados com Celulas-tronco e membrana amniotica apresentam maiores niveis
de IL-4 e 1L-13, demosntrando um perfil imunohistoquimico favoravel a recuperacdo e

demosntrando possiveis estratégias de tratamento.
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9 CONCLUSAO

Neste estudo ndo observamos sinergia na resposta da utilizagdo de células-tronco
associadas a MA no tratamento da tendinopatia de Aquiles induzida em ratos em relagéo
ao grupo controle (solucdo salina) para as variaveis histolégicas de concentracéo,
disposicdo e tipo de colageno nas lesdes (avaliado por coloracdo de Sirius Red) e de
composicdo histolégica (avaliada por coloracdo de hematoxilina-eosina).

Com relacdo a avaliacdo imunohistoquimica, ndo houve diferencas significativas
entre 0s grupos para a interleucina 6, porém, os niveis de IFN-g foram significativamente
menores no grupo controle.

Com relacdo as citocinas de fase tardia, IL-4 e IL-13, ambas apresentaram
diferencas significativas entre 0s grupos e estiveram presentes em maior concentracao no
grupo CT + MA em relacéo ao controle.

Neste estudo, apesar de ndo termos obtido a resposta esperada para a avaliagdo
histologica e de colageno, o perfil inflamatoério encontrado no grupo de células-tronco e
e membrana amniotica sugere que a associacdo destas técnicas relaciona-se a melhor
cicatriz tendinea, provavelmente pela membrana fonecer um aracabouco de sustentacdo
e orientacdo ao trabalho das células-tronco.

Portanto, a associacdo de técnicas que fornecam arcabouco coldgeno, como a
membrana amnidtica, a terapias celulares, pode fornecer base para novos tratamentos

eficientes para as lesdes tendineas.
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11 ANEXOS

111 TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRES E ESCLARIDOS DAS
PARTURIENTES, AUTORIZANDO DOACAO DE MATERIAL PLACENTARIO /

CORDAO UMBILICAL.

Anexo 1 TCLE para doacdo placentaria, Paciente 1



Anexo 2 TCLE para doacdo placentéria, Paciente 2
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SEXO Variado ATIVIDADES N&o se aplica
iSomente animais de vida livrey
IDADE / PESO 4 meses / 350 gramas ESPECIE - GRUPO | Nao se aplica
TAXONOMICOS e vida lvre;
ORIGEM DO ANIMAL Sera necessario realizar | LOCAL (1S) Nao se aplica
demandas em Universidades que | {Somente animals de vida livre)
disponibilizem os animais no
momento do inicio da pesquisa:
UEL, UEM, Universidade Estadual
de Ponta Grossa, TECPAR e

PUCRS
O Colegiado da CEUA-PUCPR certifica que esta emenda que envolve a produgéo, manutencdo efou utilizacio de
animais pertencentes zo filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se
de acordo com 0s preceitos da Lei n° 11.784/2018 & Decreto n° 8.899/2009, & com as normas editadas pelo CONCEA e
foi APROVADO pela CEUA — PUGPR. Se houver mudanga do protoceolo o pesquisador deve enviar um relatéric a CEUA

descrevendo de forma clara e sucinta, a parte do protocelo a ser modificado & as suas justificativas. O documento que
autoriza ¢ inicic da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsdvel da instituicio e deve ser mantido em
poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por esta CEUA em quaiquer tempo. Lembramos, ao
pesquisador que & obrigatério encaminhar o relatério anual/parcial e relatério final da pesquisa a esta GEUA.

Alencicsamente,
Prof. Dr. Sérgio Lz R
Coordenador

Comissic de E

Anexo 3 Aprovacao do CEUA da Pontificia Universidade Catolica do Parana



11.3 FICHA DE AVALIACAO INDIVIDUAL DE BEM ESTAR ANIMAL APOS

PROCEDIMENTO CIRURGICO

GRUPO: [L)CT ( JCONTROLE ( YCT+MA [ WA DATADACIRURGIA: 7

PRE-OPERATORIO:

PESO. ___ _Kg  TEMPODEJEJUM __ hs(12hs) FREQ CARDIACA __ bpm

PER-OPERATORIO:
INICIO Anestesia. .. bs. Ciowgila . bs
TERMINO:  Apestesia. .. bs. Gl . bs

ANESTESICOS, ANALGESICOS E ANTIBIOTICOS:

65

KETAMINA m(20mgKa-iM).. XILAZINA mg (1.0mg/Kg - IM)

FREQUENCIA CARDIACA:

T00min__ TO05min__ T-10min__ T-15min__ T-20min__ T-25min__

S (hemoragia, Ghite, etc )

RECUPERACAO POS-OPERATORIA: (acordado, (esoonsivo. e W sem lomot)

FINAL DAANESTESIA° .. bs. FINAL DA RECUPE

POS.OPERATORIO:

'%TNTA HORA [ ATIVO | HIDRATAGAO | ALMENTAGAD | M&ﬁ\

- (S/N) (S/N) (S/'N) (S/N) (S/N) |

Lomportamentos _Sim ____ Nao

*ATIVIDADADE: mavimenta-se bem a0, estinule Vocalizacdo | () ()

wm%o Perdadepeso ( ) ( )

* HIDRAT. - pesda de byilho. dos olhgs e Hipotermia () ()

letagia. Alteragdes nasfezese ( ) ( )

* ALIMENTACAO: ingesta da rac3o e qua. unna

nNFECCAOmmwem Atode lamber-seffalta | ( ) ()

* ANALGESIA: Tramadol SC. de higiene pessoal)
Recusaemse | ( ) ()
meag; () )

EUTANASIA:

DATA __/__/__ HORA: __

PESO: kg FENOBARBITAL: ma{100mg/Kq - IM)

RETIRADA DAPECA: INICIO: __- __ bs, TERMINO: __: _ hs,

Anexo 4 Ficha de avaliacdo de bem estar animal
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11.4 RESULTADOS

11.4.1 DADOS DA ANALISE HISTOLOGICA POR HEMATOXILINA-EOSINA

Nota atribuida aos pardmetros histolégicos

Grupo Animal Linear. Morfol. Celular. Inflam. Hemor. Epit. Soma
1 14
13
13
14
14
10
13
17
13
15
11
12
14
14
13
9
14
14

N
w
N

o

MA +
CT

MA 13
14
14
13
12
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
14
12
17

wWoNouhwNRr BB oovouohrwnmRrBoovouobrwNnRrRESOONOORWN R

WNWWWWWWWWWWWWWWWWWWWE T WWT WNNWWWLWWNWWLWWWW
BN WWWWWWWWWWWWNRNWWNWWRNT WW!T WNNWWRWNWWWWW
WNRNPNRNONNONNONNONNRNONNNONNNNOMNNONMNONNRNDRNODRNNDNONE T DD T ONNERPNNNONRERERNNDNN
WWWWWWowWwWWwWOowWOwWwowWwwWNWWOWOWWWRNT RNWI WWWWNWNRNWWNN
NN NONNONNONNRNONNNRNONNONNONNONNNNRNODRNODRNDNONOND T DR T RONNNNNONNWONRNDNRNDNN
NRPRPNRPRPRRPRPRPRRPRPRPRPRPRPRPREPRPRRPRPREPI PRI RPRPRPNRPRPRPRRERRLRRER

10 -

Anexo 5 Resultado da analise histologica por HE



11.4.2 DADOS DA ANALISE HISTOLOGICA POR SIRIUS-RED

| Grupo Animal % Col. tipo | % Col. tipo Il
CT 1 88,67228 11,32772
2 94,68957 5,310428
3 94,67009 5,329908
4 71,99287 28,00713
5 96,78912 3,210885
6 97,76461 2,235387
7 85,19644 14,80356
8 91,76752 8,232476
9 83,73942 16,26058
10 37,24898 62,75102
MA +CT 1 95,25195 4,748048
2 7568604  24,31396
3 83,30736 16,69264
4 ] ]
5 85,80346 14,19654
6 66,34731 33,65269
7 - -
8 82,80798 17,19202
9 81,30873 18,69127
10 85,55754 14,44246
MA 1 93,74026 6,259735
2 84,39343 15,60657
3 82,02189 17,97811
4 80,07587 19,92413
5 90,08762 9,91238
6 87,41478 12,58522
7 73,04669 26,95331
8 66,41677 33,58323
9 55,63869 44,36131
10 89,67368 10,32632
C (Controle) 1 68,02493 31,97508
2 97,72878 2,271217
3 68,59478 31,40522
4 97,01947 2,980529
5 90,97798 9,022016
6 96,26597 3,734033
7 93,64437 6,355624
8 97,96367 2,036329
9 85,24229

10

Anexo 6 Dados da analise histologica por SR

14,75771
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11.4.3 DADOS DA ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Grupo  Animal IL-4 IL-6  IL-13 IFNg

CT 12,6851 0,09289 1,26152  0,03834
7,08174 0,37515 0,06742
7,71709 2,55785  0,00552
8,97251 0,05649 2,39723  0,01324
6,95885 3,93043  0,09864
12,5989 0,22803 2,54793  0,03316
7,68494
12,9734 3,78649 0,0388

8,27816 0,14316 10,5361  0,03374
12,9734 0,19234 4,18266  0,02266

CT+ MA 13,9265 27,8312  0,05555
13,0249 1,93656 0,19392
11,5018 19,8547  0,32015
30,5643 0,25865 7,75376  0,11303
0,09043
10,2099 15,0871  0,24008
9,64392 0,24008 5,59404  0,17075
15,1371 1,28579 5,70805
MA 0,01389
10,0641 0,53462 7,75376
6,86066 6,01953  0,15422
22,988 0,30739 8,3792 0,05841
7,11552 0,1392 4,30523  0,02553
5,60763 0,07892 3,03288  0,00795
13,5096 0,16221 1,98716  0,16279
9,81983 0,11303 7,86464 0,096
10,1212 0,1319 5,00698 0,1986
2,97585 0,32952 16,3635
C

2,8693 0,15288 0,51087  0,07175
7,73207 5,13824 0,145829558
10,5307 0,28865 1,49216  0,01712
8,21829 0,69733 1,19455  0,01934

6,01073 0,63131 7,3027 0,03915
4,08184 1,2504 0,02477
5,5838 2,10399  0,04748
Anexo 7 Resultado da analise imunohistoquimica entre 0s grupos - % marcado pelo anticorpo




11.4.4 DADOS DA ANALISE DO COEFICIENTE DE RELACAO ENTRE VARIAVEIS
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Coeficiente de

Grupo Variaveis analisadas n correlacdo de *P
Spearman

CT Escore histologico x IL-6 6 -0,50 0,312
Escore histologico x IFNg 9 0,17 0,657
Escore histoldgico x 1L-13 8 0,12 0,772
Escore histologico x IL-4 10 0,50 0,145
Escore histoldgico x Colageno | (%) 10 -0,44 0,206
Escore histoldgico x Colageno 11 (%) 10 0,44 0,206
IL-6 x IFNg 6 0,49 0,329
IL-6 x Colageno I (%) 6 0,54 0,266
IFNg x Colageno | (%) 9 0,43 0,244
IL-6 x IL-13 5 0,50 0,391
IL-6 x IL-4 6 -0,26 0,623
IFNg x IL-13 8 0,19 0,651
IFNg x IL-4 9 -0,27 0,486
IL-13 x IL-4 8 -0,12 0,778
IL-13 x Colageno | (%) 8 -0,19 0,651
IL-13 x Colageno 111 (%) 8 0,19 0,651
IL-4 x Colégeno | (%) 10 -0,41 0,235
IL-4 x Colageno Il (%) 10 0,41 0,235

CT + MA Escore histologico x IL-6 4
Escore histoldgico x IFNg 7 0,11 0,812
Escore histoldgico x 1L-13 6 -0,54 0,268
Escore histologico x IL-4 7 0,22 0,641
Escore histoldgico x Colageno | (%) 8 0,11 0,788
Escore histoldgico x Colageno I11 (%) 8 -0,11 0,788
IL-6 x IFNg 4
IL-6 x Colageno I (%) 5 -0,20 0,747
IFNg x Colageno | (%) 7 -0,14 0,760
IL-6 x IL-13 3
IL-6 x IL-4 4
IFNg x IL-13 5 -0,10 0,873
IFNg x IL-4 6 -0,54 0,266
IL-13 x IL-4 6 0,14 0,787
IL-13 x Colageno | (%) 6 0,54 0,266
IL-13 x Colageno 111 (%) 6 -0,54 0,266
IL-4 x Coléageno I (%) 7 0,68 0,094
IL-4 x Colageno 11 (%) 7 -0,68 0,094

MA Escore histologico x IL-6 8 -0,09 0,826
Escore histoldgico x IFNg 8 0,49 0,212
Escore histoldgico x 1L-13 9 -0,05 0,907
Escore histologico x IL-4 9 -0,25 0,515
Escore histoldogico x Colageno I (%) 10 -0,52 0,126
Escore histologico x Colageno 11 (%) 10 0,52 0,126



Controle

Todos

IL-6 x IFNg

IL-6 x Colageno | (%)
IFNg x Colageno | (%)
IL-6 x IL-13

IL-6 x IL-4

IFNg xIL-13

IFNg xIL-4

IL-13 x IL-4

IL-13 x Colageno | (%)
IL-13 x Colageno 111 (%)
IL-4 x Colageno I (%)
IL-4 x Coléageno 111 (%)

Escore histologico x IL-6

Escore histoldgico x IFNg

Escore histoldgico x IL-13

Escore histologico x IL-4

Escore histologico x Colageno | (%)
Escore histoldgico x Colageno 11 (%)
IL-6 x IFNg

IL-6 x Colageno I (%)

IFNg x Colageno | (%)

IL-6 x IL-13

IL-6 x IL-4

IFNg x IL-13

IFNg x IL-4

IL-13 x IL-4

IL-13 x Colageno | (%)

IL-13 x Colageno 111 (%)

IL-4 x Colageno | (%)

IL-4 x Colageno Il (%)

Escore histologico x IL-6

Escore histologico x IFNg

Escore histoldgico x I1L-13

Escore histoldgico x IL-4

Escore histoldgico x Colageno | (%) 37
Escore histoldgico x Colageno 111 (%) 37

BYAN VNN NN AN NR PR IR PROONNN B ©©O©O©O©®ON0®O©®© N

IL-6 x IFNg 21
IL-6 x Colageno I (%) 23
IFNg x Colageno I (%) 32
IL-6 x IL-13 20
IL-6 x IL-4 22
IFNg x IL-13 27
IFNg x IL-4 29
IL-13 x IL-4 30
IL-13 x Colageno | (%) 30

IL-13 x Colageno 111 (%) 30

0,54
0,26
-0,62
0,45
0,19
0,00
0,45
-0,10
0,03
-0,03
-0,65
0,65

0,27
0,27
0,13
-0,39
0,39

-0,39

0,21
-0,54
0,29
-0,54
0,54
-0,43
0,43
-0,14
0,02
-0,23
-0,06
-0,18
0,18
0,39
0,21
-0,42
0,25
0,17
0,51
0,24
0,25
-0,35
0,35

0,215
0,531
0,077
0,260
0,651

0,260
0,798
0,932
0,932
0,058
0,058

0,562
0,562
0,775
0,305
0,305

0,383

0,645
0,215
0,535
0,215
0,215
0,337
0,337
0,530
0,920
0,222
0,741
0,296
0,296
0,082
0,335
0,018
0,280
0,450
0,007
0,217
0,174
0,057
0,057
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IL-4 x Colégeno | (%)
IL-4 x Colageno I11 (%)

33
33

-0,32
0,32

0,066
0,066
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Anexo 8 Coeficiente de relacdo de Spearman
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Introduction: The use of stem cells and amnictic membranes has shown structural and
functional improvements in injured tendons in animal models.

Objective: Evaluate the response to the use of bone marrow stem cells in association
with the use of a decellularised human amnictic membrane in the treatment of Achilles
tendon injuries in rats.

Methods: 40 Wistar rats were randomized into four treatment groups: SC (stem cells),
AM (amnictic membrane), SC + AM (stem cells + amniotic membrane), and C (control,
0.9% saline solution). They underwent sectioning of the Achilles tendon and
tenorrhaphy. For the animals in the AM and SC + AM groups, the amnictic membrane
was sutured over the lesion after suturing the tendon. For the animals in the SC and
SC + AM groups, 2 ml of autologous blood prepared from their iliac crests containing
stern cells was also applied around the lesion, according to the technigue described by
Boyum. The animals in group C received 2 ml of 0.9% saline solution around the
lesion. The animals were euthanized after four weeks and the tendons were sent for
histological analysis using Sirius-red and immunohistochemical analysis of IL-6, IL-4,
and IL-13.

Results: There were no differences between the groups for the analysis of type | and Ill
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SUMMARY

Introduction: The use of stem cells and amniotic membranes has shown structural and functional
improvements in injured tendons in animal models.

Objective: Evaluate the response to the use of bone marrow stem cells in association with the use of a
decellularised human amniotic membrane in the treatment of Achilles tendon injuries in rats.

Methods: 40 Wistar rats were randomized into four treatment groups: SC (stem cells), AM (amniotic
membrane), SC + AM (stem cells + amniotic membrane), and C (control, 0.9% saline solution). They
underwent sectioning of the Achilles tendon and tenorrhaphy. For the animals in the AM and SC + AM
groups, the amniotic membrane was sutured over the lesion after suturing the tendon. For the animals in
the SC and SC + AM groups, 2 ml of autologous blood prepared from their iliac crests containing stem
cells was also applied around the lesion, according to the technique described by Boyum. The animals in
group C received 2 ml of 0.9% saline solution around the lesion. The animals were euthanized after four
weeks and the tendons were sent for histological analysis using Sirius-red and immunohistochemical
analysis of I1L-6, IL-4, and IL-13.

Results: There were no differences between the groups for the analysis of type I and 111 collagen fibers,
but the groups treated with SC + AM showed a better immunohistochemical profile, with a greater
presence of IL-4 and IL-13.

Conclusion: Animals treated with amniotic membrane and stem cells in association have a better
immunohistochemical profile than the control group, as IL-4 and 13 are cytokines related to tissue repair
and organization.

KEYWORDS: Achilles tendon, amniotic membrane, stem cells, tendonitis

INTRODUCTION

Tendon disorders are common in clinical practice and have low healing potential
in both acute and chronic injuries [1-3]. Current treatments, based on anti-inflammatory
drugs, rehabilitation programs, and surgery, fail to provide lasting and significant relief,
but there is no therapeutic consensus or modality considered gold standard [4-9].

Concerning cell therapies, bone marrow mesenchymal stem cells (SC) can
differentiate into tenocytes and induce the formation of linearly arranged type | collagen,
also increasing resistance to stress modulus, tension, and deformation, improving the
biomechanical characteristics of tendons [10-12].
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Synthetic membranes, such as silk, or natural membranes, such as amnion, have
the primary function of providing a structural framework. Amnion, a connective
membrane associated with the placenta, has anti-inflammatory and antimicrobial
properties and low antigenicity when decellularised, and amniotic membrane fragments
used in injured tendons also showed better organization of type I collagen compared to
the control group [13-15].

The use of specific blockers of inflammatory interleukins and their receptors is
already a reality in the treatment of cancers such as some types of melanomas and the
treatment of autoimmune joint diseases such as rheumatoid arthritis [16].

In this way, CT and MA have complementary therapeutic characteristics,
influencing cell differentiation and the formation of a specialized matrix. Therefore, their
association could be an alternative for the treatment of chronic lesions with fibrotic
characteristics, such as tendinopathies, whose current treatment has a high failure rate.

Therefore, this study aimed to assess the occurrence of synergy in the response to
the use of CT associated with MA in the treatment of Achilles tendinopathy induced in
rats.

MATERIALS AND METHODS

Following the approval of the Ethics Committee of the Victor Ferreira do Amaral
Maternity Hospital (Registration 01238) and the Ethics Committee for the Use of Animals
of the Pontifical Catholic University of Parand (CEUA-Pr 01637), and under international
animal welfare standards (ARRIVE guidelines), placentas were collected from two
parturients and 40 male Wistar rats, weighing an average of 350 g, were used.

The animals were randomized into four groups according to the treatment to be
received in the same procedure:

- SC group (bone marrow mononuclear stem cells), n=10 animals;

- AM group (amniotic membrane), n = 10 animals;

- SC + AM group (stem cells + amniotic membrane), n=10 animals;

C group (control, 0.9% saline solution), n=10 animals.

The rats were anesthetized intraperitoneally with 5% ketamine hydrochloride
(Vetanarcola, Konig do Brasil Ltda.) at a dose of 80mg/Kg combined with 2% xylazine
hydrochloride (Rompuna, Bayer S.A, Brazil) at a dose of 10mg/Kg and after anesthesia
had been achieved, verified by pupillary reflex and muscle relaxation, trichotomy, and
surgery were performed.

For the rats in the SC and SC + AM groups, the procedure began with the
collection of 3 ml of blood from their iliac crests for the preparation and isolation of stem
cells according to the technique described by Boyum, of separation by density gradient
using Iscove's Modified Dulbecco's Media (IMDM), 4% buffer solution and 1% antibiotic
(penicillin and streptomycin) and density gradient separation solution (d: 1.077, Ficoll-
Hypaque) [17].

All the rats underwent skin incisions on the Achilles' tendons and tenotomy in
their middle third, threaded with polypropylene 5-0 suture wire (Polipropypoint Point
Suture, Brazil).

Figure 18 Achilles tendon after tenotomy and suturing

For the animals in the AM and AM + SC groups, after suturing the Achilles lesion
with polypropylene 5-0 suture wire, a decellularised amniotic membrane was adapted
and sutured along its edges to the tendon using four stitches at its ends, also with
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polypropylene 5-0 suture wire.

The fresh amniotic membrane (AM) was obtained after cesarean deliveries and
prepared as proposed by Riau et al, with the clots cleaned with phosphate-buffered saline
(PBS), pH 7. 2 (Gibco®), containing 100 u/ml penicillin and streptomycin and for the
decellularisation process (removal of amniotic epithelial cells), the membranes were
removed from the PBS medium using an aseptic technique in a BioSAFE class 1l
biological safety cabinet (Veco®) and treated with a 0.01% sodium duodecyl sulfate
(SDS) solution and 0.01% sodium deoxycholate (SD) for 24 hours at 37°C, using a
mechanical stirrer (shaker table 109 M, Nova Etica Ltda.). They were then preserved in
PBS at 4° Celsius, according to the methodology described by Hopper [18,19].

Figure 19 Aspect of the amniotic membrane at the time of the experiment

All the animals underwent skin suturing with polypropylene 5-0 suture wire, after
which the animals in the CT and CT + MA groups were percutaneously infiltrated with
stem cells in the Achilles peritendon, and the animals in group C were percutaneously
infiltrated with 2 ml of 0.9% saline solution.

Figure 20 Percutaneous application of stem cells

Four weeks after inducing the injury, the animals were euthanized according to
the anesthesia protocol described above, and the tendons were resected and sent for
collagen and immunohistochemical evaluation.

Figure 21 Per-operative image of the tendon Figure 22 Tendon after resection

Histological sections were mounted for Picrosirius Red staining to specifically
characterize collagen fibers type | (green) and type 11 (red).

The immunohistochemistry  technique was wused to identify the
immunoexpression of interleukin-4 (IL-4, PAS-25165, 1:200, Thermo Fisher Scientific
AB_2542665), interleukin-6 (IL-6, MP5-20F3, Thermo Fisher Scientific, AB_469216)
and interleukin-33  (IL-33, P130-E, 1:600, Thermo Fischer Scientific,
AB_223471ABclonal, Manhattan Beach, CA).

The slides were immunolabelled with anti-1L-4, anti-IL-6, and anti-IL-13 and
then scanned using the Axio Scan.Z1 slide scanner (Zeiss, Jena, Germany) and submitted
to high magnification field imaging (CGA) using the ZEN Blue Edition software (Zeiss,
Jena, Germany). From each CGA, the areas of immunoexpression were measured using
Image Pro-Plus software version 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, MD), using a semi-
automated color segmentation method, in which the area of tissue immunoexpression for
each biomarker was artificially delimited and quantified.

Subsequently, its value, expressed in square micrometers (um2) was divided by
the value of its respective total tissue area and finally transformed into a percentage
value. Finally, the arithmetic mean values of the CGA of each sample were calculated,
so that their results were organized in Excell® spreadsheets and analyzed using the IBM
SPSS Statistics v.29.0 computer program.

The results were described by mean, standard deviation, median, minimum, and
maximum. The Kruskal-Wallis non-parametric test and Dunn's post-hoc tests were used
to compare the groups in relation to the quantitative variables. The correlation between
two quantitative variables was analyzed by estimating Spearman's correlation coefficients
and assessing their significance. The normality of the continuous variables was assessed
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using the Shapiro-Wilk test. Values of p<0.05 indicated statistical significance. For
multiple comparisons, p-values were corrected by Bonferroni.

RESULTS

Of the 40 animals, three died after the tenotomy and tenorrhaphy procedure, two
in the AM + SC group and one in the control group. Data from 37 rats were available for
final analysis, broken down as follows: CT group n = 10, MA group n = 10, MA + CT
group n = 8 and control group n = 9.

For the histological assessment of type | and 11l collagen fibers, the statistical
analysis is shown in the tables and graphs below, and we found no significant differences
between the groups.

For the histological assessment of type I and 111 collagen fibers, Sirius Red staining
was carried out, in which type | collagen stains green under illumination and type Il
collagen stains red.

The figures below show the variation in collagen composition between the
samples.

Figure 23 Sirius Red stained slides, showing variation in the ratio between type | and 111 collagen
fibers, with a predominance of type | collagen

Figure 24 Sirius Red stained slides, showing variation in the ratio between type I and 111 collagen fibers, with
a small amount of type I collagen

Figure 25 Sirius Red stained slides, showing variation in the ratio between type | and 111 collagen fibers, with
predominance of type 111 collagen

The slides were submitted to an automated process to assess the percentage of
type I collagen fibers and the percentage of type 111 collagen fibers, resulting in the values
tabulated below.

Table 6 Kruskall-Wallis test for statistical analysis of the percentage of type I and IlI collagen in the groups

Thus, there was no statistically significant difference in the presence of type | and
I11 collagen between the groups, as shown in the graphs below.

Graph-1 Distribution of Type | and Type Il collagen among groups

The immunohistochemistry technique was used to identify the immunoexpression
of IL-6, IL-4 and IL-13, but due to the loss of samples (slides in which the
immunohistochemical staining was not fixed and therefore could not be analyzed), the
final n for each group was broken down as follows:

Table 7 Final n of each group for the immunohistochemical staining

The photos below illustrate the reading of the slides and the strength of the tissue
reaction caused by the antibodies.

Figure 26 Slide with weak reaction for I1L-4
Figure 27 Slide with strong reaction for IL-4

Figure 28 Slide with weak reaction for I1L-6
Figure 29 Slide with strong reaction for IL-6
Figure 30 Slide with weak reaction for 1L-13
Figure 31 Slide with strong reaction for 1L-13
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Photographs were generated from each slide and read automatically, generating
the average area stained by the immunohistochemical reaction, resulting in the values
tabulated below and explained in the subsequent graphs.

Table 8 Results of the presence of interleukins among the groups
Graph 2 - Distribution of the percentage of IL-6 among the groups
Graph 3 - Distribution of the percentage of IL-13 among the groups
Graph 4 - Distribution of the percentage of IL-4 among the groups

Significant differences were found between the groups for IL-13 and IL-4.
Therefore, the groups were compared two by two, as shown in the tables below, which
present the p-values of these comparisons.

Table 9 Comparison of percentage of IL-4 and 1L-13 between groups*Dunn’s test, p<0.05

From the results above, the groups that showed statistically significant differences
are shown in the graphs below.

Graph 5 Statistical difference in the presence of 1L-13 between the CT + MA and C groups
Graph 6 Statistical difference in the presence of IL-4 between the CT + MA and C groups

Finally, we carried out a statistical analysis of the correlation between variables,
and the table below shows the estimated Spearman correlation coefficients and the p-
values of the statistical tests for the data with significance.

Table 10 Correlation between variables with a significant difference
(r): Spearman's correlation coefficient

The correlation coefficient between IL-4 and IL-13 and Collagen I is negative (-
0.65 and -0.35 respectively), showing an inverse correlation between these two variables
as shown in the scatter plots below.

Graph 7 Scatter plot showing an inverse correlation between Col. type | and IL-4
Graph 8 Scatter plot showing an inverse correlation between Col. type | and IL-13

The correlation coefficient between type Ill collagen and IL-13 and type Il
collagen and IL-4 is positive (0.35 and 0.65 respectively), showing a direct correlation
between these two variables, as shown in the scatter diagrams below.

Graph 2 Scatter plot showing a direct correlation between Col. type 11l and IL-4
Graph 10 Scatter plot showing a direct correlation between Col. type 11l and IL-13

DISCUSSION

According to the data presented above, in this study there was no significant
difference between the groups at the end of four weeks of treatment for the histological
variable of the presence of type | and Il collagen, assessed by Sirius-red, nor was there
any difference between the groups for the presence of IL-6.

For the histological assessment of type | and 111 collagen fibers, the average value
per group for type I collagen ranged from 80.3 to 88.4 and type 111 collagen from 11.6 to
19.7. Thus, all the groups had a cellular matrix structure with more than 80% type |
collagen fibers.

The absence of statistical differences for the presence of IL-6 in the groups at the
end of four weeks may be related to the fact that it is an acute phase cytokine, so its
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correlation with collagen formation and tenocyte activity would be present in the first
days of the injury [21].

In terms of time, it seems that IL-6 peaks are seen in tendon injuries between 3
days after injury and up to two weeks. Its elevated permanence for longer periods is
associated with extracellular matrix dysfunction by chronically generating a positive
feedback loop with interferon-gama (IFN-g), the extracellular matrix-degrading
interleukin [22-27].

Regarding the late-phase cytokines, IL-4 and IL-13, both showed significant
differences between the groups and were present in higher concentrations in the SC + AM
group than in the control group [28].

IL-4 is a late cytokine that provides negative feedback to IL-6 and controls the
initial inflammatory process, leading to effective tissue repair. The fact that IL-4 was
significantly increased in the SC + AM group suggests that repair is facilitated in this
group [29].

IL-13 is also a late cytokine and closely related to IL-4 since it is activated by it.
It promotes tissue remodeling and collagen production by fibroblasts, a trend confirmed
in this study. Following IL-4, IL-13 was also significantly increased in the SC + AM
group, also inferring facilitated repair, as both interleukins correlate positively with the
presence of type I11 collagen (the first to form in the tissue repair process) [30].

The fact that there were no histological differences between the groups does not
necessarily represent homogeneity, but probably a snapshot of a moment when the repair
process had not yet evolved enough to show morphologically visible differences. At the
time the study was carried out, there were differences between the inflammatory markers,
and itis likely that if we were to continue the study and carry out a histological assessment
after a longer period of time, we would find differences.

This is also corroborated by a previous study by our group, in which we assessed
the biomechanical strength and histology of Achilles tendons in rats treated for
tendinopathy with stem cells and platelet-rich plasma, and even though we didn't find any
histological changes or changes in the presence of type I and 11l collagen between the
groups, the group treated with platelet-rich plasma showed a better biomechanical
parameter, indicating the existence of molecular mechanisms involved in the process
[31].

In the tendon healing process, IL-4 acts as a signal for IL-13, an effector cytokine
that stimulates fibroblast production, initially increasing the production of type Il
collagen, which over time can mature into type | collagen, further organizing the
extracellular matrix, a correlation proven in this study.

In the process of tissue repair, the amniotic membrane itself provides a
collagenous support framework and facilitates the adhesion of growth factors, promoting
healing in various types of lesions, such as corneal lesions, venous ulcers, skin burns and
the membrane associated with the use of mesenchymal stem cells has already proved
effective in healing total skin defects in rats, a fact that encouraged us to look for this
association in the treatment of tendon lesions [32-34].

Continuing to study inflammatory pathways is a potential alternative for specific
and effective treatment of inflammatory and chronic pathologies. We hope that
elucidating these pathways can define specific treatment targets, just as blocking IL-21 is
effective in controlling Rheumatoid Arthritis [35].

CONCLUSION
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The molecular mechanisms involved in the pathogenesis of tendinopathies show
early changes in relation to histological or morphological alterations, but are a
promising target for treating these pathologies, as is already the case for other diseases
such as rheumatoid arthritis.

In chronic tendonitis, low levels of IL-4 and IL-13 show an uncontrolled
inflammatory process and therefore a lack of repair towards normal tissue, but rats
treated with stem cells and amniotic membrane have higher levels of IL-4 and IL-13,
showing an immunohistochemical profile favourable to recovery and demonstrating
possible treatment strategies.



