UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL

PROGRAMA DE POS- GRADUACAO EM SAUDE E DESENVOLVIMENTO DA
REGIAO CENTRO-OESTE

LAYNNA DE CARVALHO SCHWEICH ADAMI

EFEITOS DA TERAPIA CELULAR, COM CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

DO TECIDO ADIPOSO, E DO INFILTRADO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS

NO TRATAMENTO DA OSTEOARTRITE NAO RESPONSIVA AO TRATAMENTO
MEDICAMENTOSO

CAMPO GRANDE

2021



LAYNNA DE CARVALHO SCHWEICH ADAMI

EFEITOS DA TERAPIA CELULAR, COM CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

DO TECIDO ADIPQOSO, E DO INFILTRADO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS

NO TRATAMENTO DA OSTEOARTRITE NAO RESPONSIVA AO TRATAMENTO
MEDICAMENTOSO

Tese apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em
Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul para defesa
necessaria para a obtencdo do titulo de doutora, sob
orientacdo do Prof. Dr. Rodrigo Juliano Oliveira e
coorientacdo da Proft. Dra. Andréia Conceicdo Milan
Brochado Antoniolli-Silva.

CAMPO GRANDE

2021



Ministério da Educagao
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Coordenadoria de Pés-Graduagao (CPG/PROPP)

Ata de Defesa de Tese
Programa de Pés-Graduacio em Saiide e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste
Doutorado

Aos trinta dias do més de margo do ano de dois mil e vinte e um, as sete horas e trinta minutos, na sala de
videoconferéncia - a distancia, da Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, reuniu-se a Banca
Examinadora composta pelos membros: Rodrigo Juliano Oliveira (UFMS), Elenice Deffune (UNESP), Flavio
Henrique Paraguassu Braga (INCA), Gustavo Monnerat Cahli (UFRJ) e Silvio Assis de Oliveira Junior (UFMS),
sob a presidéncia do primeiro, para julgar o trabalho da aluna: LAYNNA DE CARVALHO SCHWEICH
ADAMI, CPF 02365341144, Area de concentragdo em Tecnologia ¢ Saude, do Programa de Pdos-Graduagdo em
Satde e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste, Curso de Doutorado, da Fundagao Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, apresentado sob o titulo "Efeitos da terapia celular, com células tronco mesenquimais do
tecido adiposo, e do infiltrado de plasma rico em plaquetas no tratamento da osteoartrite nao responsiva ao
tratamento medicamentoso " e orientagdo de Rodrigo Juliano Oliveira. O presidente da Banca Examinadora
declarou abertos os trabalhos e agradeceu a presenca de todos os Membros. A seguir, concedeu a palavra a aluna
que exp0s sua Tese. Terminada a exposigao, os senhores membros da Banca Examinadora iniciaram as arguigdes.
Terminadas as argui¢des, o presidente da Banca Examinadora fez suas consideragdes. A seguir, a Banca
Examinadora reuniu-se para avaliagdo, e apos, emitiu parecer expresso conforme segue:

EXAMINADOR ASSINATURA AVALIACAO
Dr. Rodrigo Juliano Oliveira (Interno) '/Afff""” 4 ff""y‘”“" (Logio—. Aprovada
Dra. Elenice Deffune (Externo) Aprovada
Dr. Flavio Henrique Paraguassu Braga (Externo) Aprovada
Dr. Gustavo Monnerat Cahli (Externo) (l)ugﬁ\,e M Aprovada
Dra. Larissa Correa Hermeto (Externo) (Suplente) /‘1 Aprovada

Dr. Silvio Assis de Oliveira Junior (Interno) J%fqﬁwﬁ Aprovada

RESULTADO FINAL:
E Aprovagio D Aprovagido com revisao D Reprovagao

OBSERVACOES:

Nada mais havendo a ser tratado, o Presidente declarou a sessdo encerrada e agradeceu a todos pela presenca.

2 £ - (}w/w}
Assinaturas: /@"7&’ Ogﬁ"“"’ \/‘{W& " M \aF) |V
7

Presi da Banca E i a Aluna

Pagina: 1/1 SIGPOS - AGETIC/UFMS 23/03/2021 11:20:24



Agradecimentos

Agradeco a Deus por nunca me faltar e sempre acalentar meu coracdo nas horas em
que eu senti mais angustia durante esses quatro anos. A lemanja por me agraciar com tua
calma e manter minha sanidade, mesmo durante as minhas maiores crises de ansiedade diante
dos obstaculos que apareceram durante a execucao desta pesquisa.

Ao0s meus pais, Izabel e Delmir, obrigado por sempre estarem ao meu lado e por
sempre acreditarem nas escolhas que eu fiz até agora. Todo suporte, toda a base de carater que
vocés me deram foram essenciais para eu me tornar quem eu sou. Tento todos os dias honrar
tudo o que vocés me proporcionam até hoje. Agradeco a Deus por ter me colocado nessa
familia, e por ter dois pais tdo maravilhosos. Amo vocés.

A minha irma Lyzandra, obrigada por sempre ser minha parceira, por topar embarcar
nas minhas ideias mirabolantes e por me ensinar como de vez em quando € preciso viver um
momento de Gcio para desestressar dessa vida louca. Amo vocé.

Ao meu marido Leandro, obrigada por todo suporte todos esses anos. Teu colo é o que
mantém minha paz e sossega toda a ansiedade e medo que me tomaram esse tempo em que
decidi embarcar nessa vida de pesquisa. Obrigada por ser quem vocé é, por sempre cuidar de
mim, por entender meu tempo e por sempre tentar entender e me ajudar nas minhas tabelas e
estatisticas malucas. Amo vocé meu amor.

A minha cunhada Luana, por revisar carinhosamente esta tese, por sempre me apoiar e
por lutar vigorosamente pela atuagdo das mulheres no meio académico cientifico.

Obrigada aos meus colegas do laboratério CeTroGen, pela parceria durante 0s
experimentos, pela paciéncia de me explicar algo quando eu ndo fazia ideia do que tinha que
fazer, pela alegria e descontracdo durante o desespero de ter que entregar resultado enquanto o
experimento ndo dava certo pela milésima vez, e por sempre estarem a postos para me ajudar
nas correrias do laboratério. Vocés conseguiram tornar meus dias mais leves diante de toda
essa loucura.

Obrigada ao meu orientador Rodrigo Juliano Oliveira, por toda a sua paciéncia durante
todos esses 6 anos de orientacdo. Obrigada por todo o suporte para a resolucao dos problemas
gue apareceram nesta pesquisa e em nossos outros experimentos. Obrigada por confiar no
meu trabalho e por me enxergar como profissional com respeito. Pode contar comigo em
futuras pesquisas, se 0s meus conhecimentos puderem ajudar.

Ao casal Dra. Andréia e Dr. Roberto Antoniolli Silva, obrigada por todo suporte e
atencdo no desenvolvimento desta pesquisa. Obrigada por separarem um tempinho na agenda
de vocés para realizarem os procedimentos que eram necessarios, para que tudo isso saisse do
papel. A expertise dos dois foi de suma importancia tanto para a execucdo desta pesquisa,
quanto para o sucesso dela. Muito obrigada mesmo.

Aos cirurgides plasticos, Dra. Tatyanne Ferreira, Dr. Marcelo Rosseto e Dr. Jovino
Nogueira, obrigada por executarem as cirurgias de lipoaspiracdo necessarias para a realizagdo
desta pesquisa, assim como por disponibilizarem um tempinho em suas agendas para me
ajudar. Sem voceés essa pesquisa ndo conseguiria ir para frente, muito obrigada mesmao.

Obrigada aos profissionais da P6s-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido
Centro-Oeste (PPGSD) pela contribuicdo intelectual e pela disponibilidade de atender a
demanda dos p6s-graduandos quando necessario.

Obrigada a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS/MEC — Brasil, por
mais uma vez me proporcionar a oportunidade de crescimento como profissional.

E por fim, obrigada a Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) e a Fundacdo de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia do
Estado de Mato Grosso do Sul (FUNDECT) pelo apoio financeiro desta pesquisa.



“Tente uma, duas, trés vezes e se possivel tente a
quarta, a quinta e quantas vezes for necessario.
SO ndo desista nas primeiras tentativas, a
persisténcia é amiga da conquista. Se vocé quer
chegar aonde a maioria ndo chega, faca o que a

maioria ndo faz.”

Bill Gates



RESUMO

Schweich-Adami, L.C. Efeitos da terapia celular, com células tronco mesenquimais
do tecido adiposo, e do infiltrado de plasma rico em plaquetas no tratamento da
osteoartrite ndo responsiva ao tratamento medicamentoso. [Tese de Doutorado].
Campo Grande: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, 2021.

O aumento de individuos com Osteoartrite (OA) tem gerado aumento de gastos publicos com o
acompanhamento e manuten¢do dos tratamentos, que perduraram anos € mesmo assim nao sdo resolutivos.
Este estudo é a primeira proposta de terapia celular para OA realizada no Sistema Publico de Salde
Brasileiro, no Estado de Mato Grosso do Sul. O objetivo do trabalho foi dividido em duas etapas: a
laboratorial que visou analisar a qualidade das células tronco mesenquimais (CTM) cultivadas da 1% a 102
passagem, e posteriormente a clinica, que de forma inédita analisou e comparou 4 tipos de intervengdes em
pacientes com OA: plasma rico em plaquetas (PRP), CTM, CTM+PRP e o procedimento cirurgico padrdo
realizado em nosso hospital. A analise das passagens das CTM foi feita por ensaio de imunofenotipagem,
diferenciacdo celular, ensaio de cometa, ensaio de morte celular citolégico e molecular, anélise
morfologica, apoptose, integridade de membrana e viabilidade no citometro de fluxo. A avaliacdo dos
pacientes foi realizada pela aplicagdo dos questionarios WOMAC, SF-36 e EVA, e pela andlise do liquido
sinovial (citocinas inflamatorias, andlise enzimatica, colorimétrica e viscosidade). Em relagéo a qualidade
das CTM, o processo de tripsinizacdo realizado durante o cultivo ndo interferiu na estabilidade genémica
das células. Mas a partir da 6% passagem, as CTM comecaram a modificar sua capacidade de deposicéo
justaposta e proliferacdo em monocamada, assim como aumentaram seu tamanho. A viabilidade celular
sofreu diminuicdo significativa apenas na 10° passagem, e comprovou-se que isso acontecia por apoptose
devido a alteracdo da permeabilidade de membrana. Os resultados dos questionérios aplicados nos
pacientes, apresentaram uma maior melhora dos escores dos dominios analisados (avaliacdo inicial x
final/por grupo e valores finais/ entre os grupos) no grupo CTM+PRP, seguido do grupo CTM e PRP. Na
avaliacdo das citocinas inflamatorias, houve reducdo significativa (avaliacdo inicial x final/por grupo) da
citocina IL-1b apenas nos grupo CTM+PRP (40%) e CTM (31%), da IL-6 no grupo CTM+PRP (72%), da
IL-8 nos grupo CTM+PRP (50%) e CTM (31%), e TNF no grupo CTM+PRP (46%). Apenas as redugdes
do grupo CTM+PRP foram consideradas significativas na anélise dos valores finais/ entre 0s grupos.
Houve também aumento significativo da quantidade de proteinas totais (79%) no grupo controle e células
polimorfonucleares (47%) do grupo CTM+PRP. Diante dos resultados, observamos que as terapias com
CTM+PRP e apenas CTM sdo seguras e efetivas para a melhora do quadro élgico, da capacidade funcional
e da inflamacdo articular em pacientes com OA. Entretanto, considera-se 0 uso de CTM+PRP como a
alternativa mais promissora no auxilio do manejo desta patologia.

Palavras-chave: Terapia Celular; Dor Articular; Inflamacéo; Ortopedia; Medicina Regenerativa.



ABSTRACT

Schweich-Adami, L.C. Effects of cell therapy with adipose-derived stem cells and
platelet-rich plasma in the treatment of osteoarthritis that was not responsive to
drug treatment. [Tesis]. Campo Grande: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
2021.

The increase in individuals with Osteoarthritis (OA) has generated an increase in public spending on
monitoring and maintaining treatments, which have lasted for years and are still not resolvable. This study
is the first cell therapy proposal for OA carried out in the Brazilian Public Health System, in the State of
Mato Grosso do Sul. The objective of the work was divided into two stages: the laboratory which aimed to
analyze the quality of adipose-derived stem cells (ADSCs ) cultured from the 1st to the 10th passage, and
later the clinic, which in an unprecedented way analyzed and compared 4 types of interventions in patients
with OA: platelet-rich plasma (PRP), ADSCs, ADSCs + PRP and the standard surgical procedure
performed in our hospital. The analysis of the ADSCs passages was performed by immunophenotyping
assay, cell differentiation, comet assay, cytological and molecular cell death assay, morphological analysis,
apoptosis, membrane integrity and viability in the flow cytometer. The evaluation of the patients was
carried out by applying the questionnaires of WOMAC, SF-36 and EVA, and by analyzing the synovial
fluid (inflammatory cytokines, enzymatic, colorimetric and viscosity analysis). Regarding the quality of
ADSCs, the trypsinization process carried out during cultivation did not interfere with the genomic stability
of the cells. But as of the 6th pass, ADSCs started to modify its capacity for juxtaposed deposition and
proliferation in monolayer, as well as increasing its size. Cell viability was significantly reduced only on
the 10th passage, and it was proven that this was due to apoptosis due to changes in membrane
permeability. The results of the questionnaires applied to the patients, showed a greater improvement in the
scores of the analyzed domains (initial x final evaluation / by group and final values / between groups) in
the ADSCs + PRP group, followed by the ADSCs and PRP group. In the evaluation of inflammatory
cytokines, there was a significant reduction (initial x final / per group) of the IL-1b cytokine only in the
ADSCs + PRP (40%) and ADSCs (31%) groups, of IL-6 in the ADSCs + PRP group ( 72%), IL-8 in the
ADSCs + PRP (50%) and ADSCs (31%) groups, and TNF in the ADSCs + PRP group (46%). Only the
reductions in the ADSCs + PRP group were considered significant in the analysis of the final values /
between the groups. There was also a significant increase in the amount of total proteins (79%) in the
control group and polymorphonuclear cells (47%) in the ADSCs + PRP group. In view of the results, we
observed that therapies with ADSCs + PRP and only ADSCs are safe and effective for improving pain,
functional capacity and joint inflammation in patients with OA. However, the use of ADSCs + PRP is
considered the most promising treatment option in helping to manage this pathology.

Keywords: Cell Therapy; Joint Pain; Inflammation; Orthopedics; Regenerative Medicine.
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Figura 1 — Esquema de regifes da matriz e zonas estruturais da cartilagem articular
(Fonte: llustracéo da autora)

Figura 2 - Esquema da articulacdo do joelho representando os tecidos articulares
sinoviais afetados na Osteoartrite (Fonte: Ilustracdo da autora)

Figura 3- Fluxograma de manipulacdo do lipoaspirado e processamento realizado para a
extracdo e obtencdo de CTM.

Figura 4 — Fluxograma dos procedimentos realizados neste ensaio clinico. NP= nimero
de participantes e NJ= nimero de joelhos

Figura 5 - Procedimento cirurgico de videoartroscopia A) Enfaixamento com faixa
elastica realizado previamente ao inicio do torniquete em regido de coxa; B)
Artrocentese; C) Liquido sinovial coletado; D e E) Posicionamento dos instrumentos
cirargicos e locais de entrada e F) Visualizacdo da cartilagem articular danificada para
limpeza de debris ou &reas sem nivelamento.

Figura 6 — A) Demonstracdo de tamanho de regido demarcada para a retirada de tecido
adiposo por lipoaspiracdo B) Injecdo subcutanea de anestésico C) Retirada de tecido
adiposo por lipoaspiracdo D) Aplicacdo do kinesiotape (100% tensdo) para protecdo e
reabilitacdo da area acometida.

Figura 7 — Fluxograma representativo dos procedimentos realizados durante o preparo
das seringas utilizadas nas intervengdes.

Figura 8- Morfologia, caracterizacdo e potencial de diferenciacdo de células tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo: (A) Cultura indiferenciada - células com
caracteristicas de fibroblastos; (B) Cultura de diferenciacdo adipogénica — presenca de
vacuolos lipidicos corados com Oil Red O; (C) Cultura de diferenciacdo osteogénica —
presenca de depdsitos de calcio corados com Alizarin Red; e (D) Cultura de diferenciacéo
condrogénica — presenga de matriz extracelular rica em glicosaminoglicanos corada com
Alcian Blue. As barras representam 50 um. (E) Perfil imunofenotipico das células tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo. As células expressaram 0s marcadores
CD105 e CD90 e néo expressaram CD34 e CD133.

Figura 9 - Média e desvio padrdo da frequéncia de danos no DNA (Comet Length e Tail
Moment) em células tronco mesenquimais durante a manipulacdo extensa (1% a 102
passagem).

Figura 10— Fotomicrografia das células tronco mesenquimais, aderidas ao frasco de
cultivo em monocamada, ao longo de 10 passagens. As células apresentaram manutencao
da morfologia fibroblastoide da 12 a 10? passagem (P1-P10). Aumento 10X. As barras
representam 50 pm.

Figura 11 — A) Fotomicrografia de células tronco mesenquimais livres (de sua adesao).
As células mantiveram seu tamanho da 12 a 42 passagem (A-D) uniformemente. Apds a 42
passagem observou-se leve aumento do tamanho das células na 5 e 62 passagens (P5-P6).
Nas culturas da 72 a 102 passagem observou-se importante aumento do tamanho celular.
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Aumento 40X. As barras representam 50 um. B) Grafico boxplot representando limite
superior, 1° quartil, mediana, 3° quartil e limite inferior do tamanho das células tronco
mesenquimais livres (um).

Figura 12 — Avaliacdo de morte celular. A) Média £ desvio padrdo da frequéncia de
células tronco mesenquimais viaveis e em morte celular avaliadas por meio do ensaio
diferencial de brometo de etideo e alaranjado de acridina; (B) Fotomicrografia do ensaio
citologico de morte celular (60x) demonstrando (1) células viaveis, (2) células em
apoptose inicial (setas brancas) e (3) células em apoptose final (seta laranja). As barras
representam 50 um; e C) Confirmacdo da morte celular por apoptose utilizando o ensaio
de Anexina V em citometria de fluxo na 102 passagem.

Figura 13 — Resultado do ensaio de viabilidade celular e integridade de membrana por
iodedo de propideo. A) Média e desvio padrdo da contagem de CTM/mL e viabilidade
CTM por passagem; B) Resultado da analise da integridade de membrana da 102
passagem.

Figura 14 - Pontuacdo dos dominios do questionario WOMAC aplicado antes (inicial) e
6 meses apos as intervencdes (final). A) Score da intensidade da dor; B) Score da rigidez;
C) Score da atividade fisica; D) Score total WOMAC e E) Reducdo (%) dos scores dos
dominios de WOMAC. Todos os valores foram demonstrados em média + erro padréo da
média. Analise Estatistica: *Diferenca estatisticamente significativa entre em as
avaliaces inicial e final (t-Student; p<0,05). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos na avaliagdo final
(Anova/Bonferroni; p<0,05).

Figura 15- Pontuacdo da EVA aplicado antes e 6 meses ap0s das intervengdes. Os dados
foram demonstrados em média + erro padrdo da média. Analise Estatistica: *Diferencga
estatisticamente significativa entre em as avaliacGes inicial e final (t-Student; p<0,05).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes
grupos na avaliacédo final (Anova/Bonferroni; p<0,05).

Figura 16 — Pontuacdo dos dominios do questionario SF-36 aplicado antes e 6 meses
apos das intervencdes A) Capacidade funcional; B) Limitacdo por aspectos fisicos; B)
Dor; D) Estado geral de saude; E) Vitalidade; F) Aspectos sociais; G) Limitacdes por
aspectos emocionais; H) Satde mental e 1) Aumento (%) de scores dos dominios de SF-
36 apds 6 meses das intervencdes dos grupos. A pontuacdo variou de 0 (zero) a 100
(cem), onde 0 = pior e 100 = melhor para cada dominio, foram demonstrados em média +
erro padrdo da média. Andlise Estatistica: *Diferenca estatisticamente significativa entre
em as avaliages inicial e final (t-Student; p<0,05). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos na avaliacdo final
(Anova/Bonferroni; p<0,05).

Figura 17 —Valores da quantificacdo de citocinas dos liquidos sinoviais coletados antes e
6 meses apos as intervengdes. A) IL-1b; B) IL-6; C) IL=8; D) IL-10; E) IL-12p70; F)
TNF e G) Porcentagem de variacdo dos valores antes e 6 meses ap0s as intervengdes. +
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estatisticamente significativa entre em as avaliagOes inicial e final (t-Student; p<0,05).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes
grupos na avaliacéo final (Anova/Bonferroni; p<0,05).
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Tabela 1 — Caracteristicas dos pacientes coletadas durante a anamnese e entrevista 49

Tabela 2- Dados dos parametros analisados por ensaios enzimaticos e colorimétricos do 58
liquido sinovial coletado
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OA — Osteoartrite
AH — Acido Hialurénico
CTE — Células tronco embrionarias
CTM — Células tronco mesenquimais
PRP- Plasma Rico em Plaquetas
EVF- Estroma Vascular Fracionado
HGF — Hepatocyte growth fator (Fator de crescimento dos hepatdcitos)
VEGF — Vascular endothelial growth fator (Fator de crescimento endotelial vascular)
PGF — Placental growth fator (Fator de crescimento da placenta)
TGFp — Transforming growth factor beta (Fator de crescimento transformador beta)
FGF-2 — Fibroblast growth fator 2 (Fator de crescimento de fibroblasto 2)
PRP — Plasma Rico em Plaquetas
PBS - Solucédo de tampao fosfato
DMEM - Meio DMEM de baixa glicose

SBF — Soro Bovino Fetal
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1. INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma doenca complexa resultante do processo de
degradacdo da cartilagem articular e alteracdes no 0sso subcondral e sindvia. O processo
de envelhecimento é a principal etiologia, resultando na incapacidade em realizar suas
atividades de vida diaria, devido ao quadro algico que apresenta. Essa é uma questao que
se agrava no mundo inteiro e que no Brasil tem causado aumento de gastos na salde
publica, visto que a populacdo estd em processo de envelhecimento. Esses fatos
aumentam o numero de pacientes que se encontram nas filas de espera para colocagéo de
prétese total, a fim de, solucionar seu problema e retornar as suas atividades. Porém
muitos pacientes ainda ndo se encontram na idade, na qual a prétese é indicada, e
continuam convivendo com esta afeccdo, tentando adaptar a sua vida a suas condi¢Oes
dolorosas.

As técnicas disponiveis atualmente para o tratamento de OA, podem resultar em
alivio dos sintomas, mas ndo na regeneracao do tecido lesado. A idealizacdo e construcéo
de um substituto biolégico que recomponha a cartilagem articular nativa impdem o uso
de células vivas que sejam capazes de sintetizar e manter a matriz cartilaginosa. Em
contraste com a reparacdo ja conquistada em outros estudos, a regeneracdo da cartilagem
é definida como a restituigdo da cartilagem articular em sua condicdo original aos niveis
histologicos, bioquimicos e biomecénicos, tornando-se indistinguiveis da cartilagem
sadia. O tratamento ideal entdo para esta condicdo visaria a restauracdo do deslizamento
da cartilagem e da habilidade de resisténcia aos desgastes dos componentes articulares,
melhorando a mecénica da articulacdo e reduzindo a progressdo da OA. Os resultados
pré-clinicos do nosso grupo, nos permitiram concluir que uma terapia realizada com a
conjuncdo de células tronco mesenquimais e plasma rico em plaquetas é benéfica para
regeneracdo cartilaginosa da OA no modelo experimental por meio de efeito paréacrinos e
diferenciacéo celular. Estes dados séo importantes para uma maior investigacéo acerca da
resolucédo do quadro de OA em humanos. Afim de, garantir a seguranca e qualidade das
células tronco mesenquimais do tecido adiposo em nosso laboratorio, as mesmas foram
analisadas durante o cultivo celular da 12 a 10? passagem.

O presente estudo, trata-se entdo da primeira proposta de terapia celular em
humanos no estado de Mato Grosso do Sul, em parceria com um Hospital Universitario
Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP/UFMS). A utilizacdo de células tronco

mesenquimais e plasma rico em plaquetas no tratamento de doencas crénicas nao
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degenerativas ortopédicas, ja tem sido uma pratica desenvolvida em grandes centros de
todo o mundo. No entanto, é pioneira em nossa regido. Da mesma forma, é inédita a
comparacdo do efeito entre essas duas terapias, sua conjuncdo e a cirurgia de

videoartroscopia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Componentes da cartilagem

A cartilagem hialina é um tecido conjuntivo impar, idealmente adaptado para
atuar como absorvente elastico contra choques e como superficie de resisténcia contra
desgastes. Essa capacidade de deformacdo de absorcdo de impacto se da por sua
composi¢cdo que compdem uma matriz hidratada contendo de 70 a 80% de agua . A
matriz cartilaginosa é composta por 48 a 62% de colageno tipo Il e 22 a 38% de
proteoglicanos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Outros tipos de colagenos como V,
VI, IX, X e Xl, e outros colagenos secundarios, fazem parte da composicdo da matriz
cartilaginosa, as glicosaminoglicanas presentes correspondem a 15% e sdo estes: 0
condroitim-4-sulfato, condroitim-6-sulfato, heparam-sulfato e &cido hialurdnico
(MANDELBAUM et al., 1998).

A cartilagem articular ¢ um tipo especial de tecido conjuntivo, sua falta de
inervacdo e vascularizacdo dificulta seu processo de reparo. Sua arquitetura e
composicdo bioquimica sdo reguladas pelos condrocitos (SAAMANEN et al., 2010).
Essas células sdo protegidas por uma regido de matriz estreita que é estruturalmente
distinta da matriz extracelular, esta regido unica é chamada de matriz pericelular, que se
integra com o tecido circundante por meio da matriz territorial, ligando a matriz
pericelular a “matriz interterritorial” (ou Seja, a matriz extracelular) (Figura 1) (GUILAK
et al., 2018). Esta matriz extracelular é porosa e permeavel e fornece as capacidades
exclusivas para a pressurizacao de fluidos que permitem o suporte de carga a longo prazo
pela articulagdo (GUILAK et al., 2018).
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Figura 1 — Esquema de regiGes da matriz e zonas estruturais da cartilagem articular (Fonte: Ilustracdo da

autora)

A nutricdo desta regido é suportada pelo liquido sinovial e pelo osso subcondral
por difusdo por meio do movimento articular regular. O movimento da articulacéo
sinovial induz a entrada e saida do liquido sinovial da cartilagem articular para fornecer
nutrientes e descartar produtos residuais para a cartilagem (SOPHIA FOX; BEDI;
RODEO, 2009). O osso subcondral proximal fornece nutrientes como glicose, oxigénio e
agua para a cartilagem por perfusdo a partir de seus vasos densos na regido subcondral
(IMHOF et al., 2000). Contém poucas células, principalmente condrocitos e sinovidcitos,
transferidos da cartilagem e da sindvia, assim como alguns leucécitos migrados. As
outras moléculas de baixo peso, presentes no plasma sdo a glicose, 0s aminoacidos, o
acido urico, a bilirrubina e algumas enzimas. A instalacdo de um processo inflamatorio
ocasionado por alguma lesdo aguda ou patologia em desenvolvimento, pode aumentar a
permeabilidade vascular capilar e permitir que moléculas maiores, como o fibrinogénio,
atravessem a sindvia e se integrem ao liquido sinovial. Isso leva a uma alteracdo de sua
densidade e efetividade em sua funcdo na articulacdo (MELO, 2003). Portanto, a
interacdo entre esses componentes desempenha o papel-chave na homeostase da

articulacéo.

2.2. Organizacao estrutural da cartilagem

A superficie das articulagdes sinoviais € revestida por matriz pericelular e no
adulto pode medir de 2 a 4um de espessura. Os condrocitos sdo protegidos por esta
matriz e se apresentam dispostos em zonas (GUILAK et al., 2018). Microscopicamente,

essa regido se divide em zona superficial, intermediaria e mais profunda, sendo a ultima
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ancorada ao 0sso subcondral, conferindo estabilidade a cartilagem articular. Enquanto
macroscopicamente, a cartilagem articular é brilhante, lisa, branca e semirrigida (ALLAN
et al.,, 2007). As articulacbes sinoviais também apresentam ligamentos intra- e
extracapsulares.

A aparente simplicidade estrutural da cartilagem hialina € complexa. Apesar da
falta de inervacdo e vasos sanguineos, este tecido é composto por varias camadas,
diferindo ligeiramente na organizacdo (por exemplo, densidade celular, composicdo da
matriz extracelular (MEC) e orientacdo das fibras de colageno) (LEE, Y.; CHOI;
HWANG, 2018), e assim, no modulo elastico local (ANTONS et al., 2018). Além disso,
embora a cartilagem contenha apenas um tipo de célula referida como condrdcitos, as
células em diferentes camadas tém morfologias e funcionalidades distintas (YIN et al.,
2018). Este tecido é geralmente dividido em quatro zonas (Figura 1) (LI et al., 2016): 1-
zona superficial em contato com o liquido sinovial, contendo condroprogenitores; 2- zona
intermediaria ou de transicdo abaixo a zona superficial, contendo condrécitos redondos;
3- zona profunda ou radial; e 4 — camada calcificada em contato direto com o 0sso

subcondral subjacente.

2.3. Processo de reparo da cartilagem

O processo de cicatrizacdo de uma possivel lesdo restrita a cartilagem hialina
articular ndo obedece inteiramente as trés fases naturais que sao necrose, inflamacéao e
reparacdao (DOROTKA et al., 2005). Entre as razGes para essa ineficiéncia da resposta
reparadora ap0s o dano incluem a inabilidade dos condrécitos em migrar ao local da
injuria, a natureza avascular da cartilagem e a auséncia do coagulo de fibrina
(MITHOEFER, 2013). Por essas inabilidades, este tecido de repara¢cdo ndo organiza as
fibras em forma de arco, nem zonas de estratificacdo bem definidas, sendo mais
semelhante ao tecido fibroso que a prépria cartilagem hialina. Destaca-se também que a
competéncia mecanica do tecido reparado é significantemente inferior a cartilagem sadia.
Logo esse se torna um fator limitante ja que a cartilagem original ndo é restabelecida
neste processo de reparagdo (CAPLAN et al., 1997).

Como todo condrocito é rodeado por esta regido de tecido, quaisquer sinais
quimicos ou fisicos que os condrocitos percebem podem ser modulados pela matriz
pericelular. Sabe-se que ela serve como "filtro™ dos sinais biomecéanicos e bioquimicos

para os condrocitos (CHEN et al., 2013) regulando a mecéanica e ambientes fisico-
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quimicos na cartilagem e na homeostase do ambiente articular (KHOSHGOFTAR,;
TORZILLI; MAHER, 2018). Essa homeostase em um adulto normal é alcancada gracas a
complexa interacdo entre a mecanica da articulacdo, os fatores de crescimento, 0s
horménios e o envelhecimento, a fim de, ndo haver perda nem ganho de tecido
(BUCKWALTER; MANKIN; GRODZINSKY, 2005). Todo esse processo possui um
regulador adicional também chamado processo de mecanotransducdo (KHOSHGOFTAR;
TORZILLI; MAHER, 2018). Esse evento é a capacidade de resposta por meio da
expressao génica dos condrdcitos a estimulos mecéanicos (BOMER et al., 2016). As
ocorréncias de injuria neste local leva ao sequestro de vérios fatores de crescimento e
podem desempenhar um papel importante na regulacdo da atividade dos condrocitos e na
qualidade da cartilagem local (VINCENT et al., 2004).

Véarios métodos para reparo de cartilagem foram estudados até o momento,
tanto para a resolucdo dos quadros de leséo de cartilagem em pacientes jovens, para que
suas lesbes ndo evoluam para a OA, quanto para pacientes mais idosos, a fim de,
promover a melhora do quadro ja instalado de OA e postergar a necessidade da protese
total da articulacdo. Porém muitos deles parecem ainda ter limitagbes devido a baixa

capacidade regenerativa da cartilagem articular.

2.4. Epidemiologia e fisiopatologia da Osteoartrite

Atualmente no mundo, a OA é considerada a 4* doenga que mais promove
incapacidade funcional (LAPUENTE; DOS-ANJOS; BLAZQUEZ-MARTINEZ, 2020).
No Brasil, tem-se a previsdo de chegar em 2050 a 64 milhdes de individuos com OA, se o
fator envelhecimento da populacdo for considerado. Este fato resulta em uma carga
socioecondbmica relevante e afeta o produto interno bruto dos paises
desenvolvidos (HILIGSMANN et al., 2013). Visto que esta patologia pode causar
limitacGes severas das atividades diarias afetando seriamente a qualidade de vida do
individuo, desde seu bem-estar até sua capacidade de realizar seu trabalho.

Dentre as articulagdes, a do joelho é a mais frequentemente afetada, por sustentar
0 peso de todo corpo em conjunto com as sucessiveis mudancas bruscas de dire¢cdo do
corpo durante as atividades de vida diaria sem nenhum suporte, evidenciando um maior
desgaste da cartilagem articular (ZACARON et al., 2006; MICHAEL; SCHLUTER-
BRUST; EYSEL, 2010; ADATIA; RAINSFORD; KEAN, 2012). Em relagéo aos fatores

de risco, os mais comuns citados sdo: Sexo, sendo as mulheres mais propensas a
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desenvolver esta patologia (ALLEN; GOLIGHTLY, 2015), principalmente aquelas que ja
atingiram a menopausa (COOPER; JAVAID; ARDEN, 2014); Genética, acredita-se que
caracteristicas individuais em genes especificos que codificam proteinas estruturais da
matriz da cartilagem extracelular, aumentam em 30-65% do risco de desenvolvimento de
OA (ALLEN; GOLIGHTLY, 2015); Obesidade, o aumento exacerbado de peso e a
presenca de sindrome metabolica também sdo consideradas fatores de risco para o
desenvolvimento de OA (FRANCISCO et al., 2018); Lesdes pré-existentes na articulacao
(HINCKEL; GOMOLL, 2017) e o envelhecimento que é responsavel pela maioria dos
casos de desenvolvimento de OA, tendo a prevaléncia e a incidéncia particularmente
pronunciadas nas articulagdes do joelho, quadril e mao. Cerca de 50% dos idosos com
mais de 65 anos e 80% dos maiores de 75 anos sdo afetados pela OA (LOESER;
COLLINS; DIEKMAN, 2016).

A OA também denominada doenca articular crénica degenerativa ou osteoartrose,
pode ser definida em termos patoldgicos, como a reparacdo aberrante e eventual
degradacdo da cartilagem articular em associacdo com alteracGes no metabolismo dsseo
subcondral periarticular, osteofitose, inflamacéo sinovial, fibrose e formacéo de fissuras,
podendo resultar em perda total da superficie articular (Figura 2) (ALLEN;
GOLIGHTLY, 2015). A OA pode ser classificada como primaria devido ao processo de
envelhecimento, onde hé& degeneracdo cartilaginosa por razbes desconhecidas; ou
secundaria, quando ocorrem respostas a alteracfes que causam instabilidade articular e
sobrecarga ou em resposta a outra afeccao articular ja reconhecida como, por exemplo,
uma infeccdo ou inflamacdo imunomediada (SCHULZ, 2008). Esse desequilibrio
fisiologico de degradacdo e sintese, resultam em alteracBes na composicdo da matriz
extracelular local (NELSON et al., 2014). Esse desequilibrio leva a uma inflamacéo,
sendo este um fator importante para o entendimento do progresso da OA. Varias
citocinas, como interleucina-1p e fator de crescimento transformador B, proteases e 6xido
nitrico sintetase sdo pecas chave na patogénese da OA (BENNELL; HUNTER;
PATERSON, 2017).

Nos estagios iniciais da OA, os condrdcitos quiescentes sdo ativados para
remodelar o conteudo da matriz da cartilagem (DIEPPE; LOHMANDER, 2005).
Resumidamente, esse processo fisiopatologico pode ser dividido em trés fases que se
sobrepdem. No inicio, a matriz extracelular degrada em um nivel molecular, o teor de

agua aumenta, o tamanho das moléculas de agrecano dentro do tecido diminui levando a
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mudangas nas propriedades mecénicas da cartilagem nessa fase anabdlica hipertréfica
(LARK et al., 1997). Na segunda fase, os condrocitos tentam compensar este dano por
meio do aumento na proliferacdo e em sua atividade metabolica, pela formacdo de
clusters celulares formados por clonagem, aparecendo rodeados por moléculas da matriz
recém-sintetizada. Esta condicdo pode permanecer por varios meses e anos levando a
formacdo de tecido fibroso na regido da matriz pericelular. Na terceira fase, apos o
fracasso dessas tentativas de compensacdo precoce, 0s condrocitos tornam-se catabolicos
e sofrem senescéncia e apoptose e, em ultima instancia, resultam na degeneracédo
progressiva da cartilagem articular (HUNZIKER, 2002), que é considerado como um
estado irreversivel de OA (LOESER et al.,, 2012). Logo, a progressdo da OA ¢
provavelmente atribuivel a acdo de moléculas de sinalizacdo, tais como citocinas pro-
inflamatdrias que induzem a producdo de enzimas de degradacdo da matriz enquanto
suprime a sintese da mesma. Durante essa degradacao progressiva da cartilagem articular,
0 0sso subcondral interage com a cartilagem por meio de varios mecanismos de
sinalizacdo que sdo apresentados e associados ao aumento da dor e da disfuncéo
(SCANZELLO et al., 2011), devido a sensibilizacdo periférica e central (DIEPPE;
LOHMANDER, 2005).

Normal Osteoartrite

Espessamento da capsula articular

Formacé&o cistica e esclerose do osso

Capsula articular subcondral

Fibrilag&o cartilaginosa

Estreitamento do espaco intra-articular
Cartilagem integra e lisa
Espessamento do liquido sinovial

Liquido sinovial limpido e

fluidificado Osteofitose

Osso em seu formato normal
Particulas de degradacéo da cartilagem

Figura 2 - Esquema da articulag8o do joelho representando os tecidos articulares sinoviais afetados na
Osteoartrite (Fonte: llustracdo da autora)

2.5. Classificacao e exames de imagem para a avaliacdo da OA

Radiograficamente a OA tem quatros graus, que variam de acordo com a
severidade da doenca. E considerado 0 - quando ndo ha nenhuma anormalidade aparente;

1- como o comego do aparecimento de osteofitos; 2- moderado estreitamento da
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cartilagem articular associada a moderada esclerose do osso subcondral; 3 - > 50% de
estreitamento do espaco articular, condilo aparecimento de pseuddcitos (associados a
inflamacéo) no osso subcondral e alteracdo na forma das superficies articulares, esclerose
subcondral extensa; 4 - destruicdo das articulacGes, espaco articular obliterado, cistos
subcondrais, posicdo subluxada (KELLGREN; LAWRENCE, 1957). Clinicamente, todos
esses achados sdo caracterizados em; presenca de deformacao da articulagéo, dor, rigidez
matinal, crepitacdo dssea e atrofia muscular (EVERHART; ABOULJOUD; FLANIGAN,
2018).

Outra forma de avaliar é com a ressonancia magnética, sendo possivel avaliar a
cartilagem articular, tecidos moles, edema e possiveis lesdes na medula 6ssea (lesdo
subcondral). A possibilidade de observacdo do real grau e o tamanho da lesdo da
cartilagem é de suma importancia para orientar o tratamento, porém ainda deve-se
subestimar o tamanho da lesdo em até 60% com este exame (GOMOLL et al., 2011). J&
com a tomografia computadorizada é possivel observar detalhes anatémicos finos de 0sso
subcondral quando ha alguma suspeita de lesdo na regido. Sdo exemplos de situacdes de
possivel visualizacdo: uma perfuracdo subcondral, osso enxerto, ou transplante de
aloenxerto osteocondral, bem como para osteocondrite dissecante ou fratura osteocondral.
Se durante o exame for adicionado o contraste intra-articular se torna possivel também a
visualizacdo da cartilagem da articulagdo (HINCKEL; GOMOLL, 2017).

A videoartroscopia € uma técnica minimamente invasiva, e a partir deste
procedimento é possivel observar alteraces na sindvia que normalmente nao séo visiveis
em exames de imagem (AF KLINT et al., 2009). Os pequenos detalhes da deteccdo da
progressdo da OA se descobertos inicialmente podem prever alteragcdes estruturais e
clinicas com maior precisdo (AYRAL et al., 2005). A artroscopia também pode ser usada
para diferenciar a sindvia normal de reativa e inflamatéria na OA, que pode ser uma
distingdo importante, uma vez que a inflamagéo sinovial parece ter um efeito direto na
cartilagem adjacente (SELLAM; BERENBAUM, 2010).

2.6. Tratamentos atuais existentes e suas limitagdes

2.6.1. Intervencdes conservadoras

Dentre os tratamentos existentes, a maioria deles tem como objetivo proporcionar
o alivio da dor, que é um dos principais sintomas. Quando a OA esta em sua fase inicial,

deve-se dar énfase ao regime terapéutico ndo-farmacologico. A Arthritis Foundation
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recomenda que os pacientes com OA realizem a autoeducagdo no manejo da condicéo e
encorajem a perda de peso para pacientes com sobrepeso e obesidade. Isso implica dieta e
exercicio para reduzir e gerenciar o peso saudavel; no entanto, devido a dor e limitacao
fisica resultante da OA, a cinesioterapia mesmo sendo benéfica, muitas vezes € de dificil
implementacéo. Isso porque é necessario frequéncia e manutencdo do habito do paciente
na pratica dos exercicios para que seus resultados e melhora do quadro sejam alcancados
(WELLSANDT; GOLIGHTLY, 2018). Como a maioria possui muita dificuldade em
relacdo a sua movimentacao e execucdo dos movimentos, os resultados tendem a aparecer
ainda mais devagar, pois tudo deve ser feita de forma cautelosa. A fisioterapia na OA tem
como objetivo aperfeigoar a biomecanica articular para manter o alinhamento correto e
reduzir qualquer excesso de carga anormal sobre a articulacdo envolvida, desta forma a
hidroterapia tem mostrado bons resultados (DIAS et al., 2017). O alivio da dor, da rigidez
e de outros sintomas associados também fazem parte dos objetivos da reabilitacao fisica,
alcancados com o uso de técnicas como terapia manual, laser, termoterapia e eletroterapia
(BOSSEN et al., 2015; BOVE et al., 2018).

As medicacOes, quando utilizadas, tem o objetivo de tratar os sintomas e a
primeira categoria empregada no alivio da dor e a segunda categoria para retardar, parar
ou reverter as alteracdes patoldgicas que ocorrem nos tecidos articulares (MCALINDON;
BANNURU; SULLIVAN; ARDEN et al.,, 2014). A primeira categoria inclui anti-
inflamatdrios ndo esteroidais e esteroidais, analgésicos como amantadina, gabapentina e
opiodides. Estes compostos promovem claramente alivio da dor e alguns estudos
observaram evidéncias de que eles podem levar a mudangas estruturais na cavidade
articular. Porém o uso a longo prazo desses medicamentos apresenta efeitos tdxicos ao
organismo (HARVEY; HUNTER, 2008). Ja na segunda estdo glicosaminoglicanos,
colagenos orais, &cidos graxos essenciais e compostos naturais de carater anti-
inflamatorio e antioxidantes, como a Curcumina, Vitamina D, Gengibre, Miconia
Albicans “canela de velho”, Uncaria Tomentosa “unha de gato”, Harpagophytum
Procumbens “garra do diabo”, Magnésio e Metilsulfonilmetano “MSM” (FUGGLE;
COOPER; OREFFO; PRICE et al., 2020). Os glicosaminoglicanos, colagenos orais,
acidos graxos essenciais e a vitamina D irdo auxiliar no aumento da sintese
de colageno e proteoglicanos tipo 11 em condrdécitos articulares humanos e sdo capazes de
reduzir a producdo de alguns mediadores pro-inflamatorios e metaloproteases, além de

reduzir o processo de morte celulare melhorar o equilibrio anabdlico/catabdlico
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da matriz da cartilagem extracelular. J& os compostos naturais, auxiliardo na regulagédo
da inflamacdo sistémica e aumento da atividade imunomodulatéria como um todo, a fim
de controlar o processo que perturbou a homeostase articular (FUGGLE et al., 2020)
Porém, a falta de aconselhamento e informacdes clinicas adequadas € um problema para
0s médicos ao considerarem essas formas alternativas de terapia para 0s seus pacientes.

Outra opcdo medicamentosa é o0 uso de corticosteroides de forma intra-articular.
Essa abordagem é um investimento de alto custo que possui efeitos em relacéo ao alivio
de dor melhorando funcionalidade, sendo o beneficio geralmente transitorio com duracéo
de 1 semana a 24 meses (LEVY et al., 2018). Entretanto, segundo a Academia Americana
de Ortopedia Cirurgides (AAOS) ndo ha evidéncias para a recomendacdo do uso de
corticosteroides intra-articulares no tratamento da OA de joelho (JEVSEVAR, 2013),
mas mesmo assim 0s medicos ainda optam por esta opc¢éo de tratamento.

O uso de viscosuplementos também tem sido averiguado, um dos mais
utilizados é o &cido hialurénico (AH). Em articulagcdes com OA observa-se AH em
concentracdes enddgenas menores, 0 que explica os efeitos de sua reposicdo nestas
articulacbes (ALTMAN et al., 2015). AH é um componente essencial dos proteoglicanos,
que se entrelaca entre as fibras de colageno e ajuda a prender a 4gua aumentando a
viscosidade do fluido intra-articular, diminuindo o estresse oxidativo dentro da
articulacdo e inibindo a fagocitose de macr6fagos, e com isso resultando em um
antiinflamatério benéfico (BELK et al., 2021).

2.6.2. Intervencdes cirargicas

A decisdo de avancar com tratamento cirurgico deve levar em consideragdo as
variaveis dependentes do paciente (idade, capacidade fisica, indice de massa corporal,
comorbidades e patologias associadas) e da lesdo (nivel/ grau de lesdo, o tamanho e
localizacdo e os limites e historia de intervencdes anteriores), considerando sempre as
expectativas, preocupacdes e objetivos do paciente para esta modalidade de tratamento. O
estado mecénico da articulagdo do joelho é muitas vezes a chave do sucesso ou fracasso
das técnicas cirdrgicas de reparagdo da cartilagem articular (COOPER; JAVAID;
ARDEN, 2014).

As modalidades cirurgicas sdo organizadas em 3 categorias: paliativas (lavagem e
desbridamento), de estimulacdo da medula dssea (furagens/ perfuracdes, artroplastia por

abrasdo ou microfratura) e técnicas de substituicdo (enxerto). A maioria das técnicas,
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concebidas para o tratamento das lesGes da cartilagem articular, essencialmente reparam
significantemente o tecido cartilaginoso. Com isso, se assume a teoria de que o estimulo
proporcione um recrutamento de células estromais da medula para o local de reparo
através destes canais, levando a formacdo subsequente de tecido que se assemelha a
cartilagem articular, porém esta abordagem sé é eficaz para pequenos reparos (GOBBI;
KARNATZIKOS; KUMAR, 2014). Além disso, ainda existe um déficit no processo
regenerativo pela deposicéo da fibrocartilagem (COOPER; JAVAID; ARDEN, 2014).

Existe também a opcdo pela substituicdo condral direta (mosaicoplastia e
transplante de aloenxerto osteocondral). Esses procedimentos séo realizados durante a
cirurgia de videoartroscopia onde, apds debridamento adequado e aparamento da &rea
lesada, pequenos plugues cilindricos retirados de areas nédo influenciadas pela descarga de
peso sdo inseridos no reparo (JACOBI et al., 2011). A restauracdo da area afetada por
meio da mosaicoplastia muitas vezes produz um resultado funcional desejavel, porém os
resultados podem variar muito dependendo da idade, sexo e tamanho da leséo
(NAKAGAWA et al.,, 2016). Outras desvantagens incluem dor no local doador e a
disponibilidade limitada de area de tecido doado, o que torna a mosaicoplastia aplicavel
apenas em defeitos pequenos a intermediarios. A mosaicoplastia é considerada um
desafio cirurgico, pois todos os plugues implantados para fixacdo do tecido devem ser
ajustados com precisdo para fornecer a superficie plana da cartilagem articular
(GRACITELLI et al., 2015).

Para pacientes jovens, no tratamento de lesdes osteocondrais maiores que 4 cm?
uma opcdo é transplante osteocondral fresco. Sua vantagem é proporcionar ao paciente a
substituicdo do tecido articular lesado e doente por outro tecido biol6gico saudavel, com
matriz osteocondral, arquitetura de fibras colagenas preservadas, cartilageam hialina e
condrécitos bons. Resumidamente, as lesGes condrais sdo expostas através de uma
artrotomia e, em seguida, as lesdes s@&o medidas e dimensionadas cuidadosamente.
Posteriormente é realizado o corte da regido lesada e a mesma proporcao € retirada e
preparada a partir do aloenxerto osteocondral (TIRICO et al., 2017). Para a execuco da
técnica todas as pecas sdo adquiridas em Bancos de Tecidos credenciados
(MCALLISTER et al., 2007). A correta extracdo e conservacdo da peca sdo de suma
importancia para a preservacao da viabilidade e manutencdo das células vivas da peca.
Atualmente, essa préatica clinica é limitada pela disponibilidade de tecidos de doadores

compativeis com os pacientes elegiveis de recebimento (STOKER et al., 2018).
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A forma mais radical de cirurgia é a colocacdo da protese total da articulagdo,
adotada quando ha grande deformacdo da estrutura articular. Essa troca ira permitir uma
melhora significativa frente ao quadro inicial, da qualidade de vida e realinhamento da
articulacdo acometida. Infelizmente devido ao processo cicatricial de grande extenséo,
restara aparente limitagdo funcional resultante da diminui¢do da amplitude de movimento
que a colocacdo da prétese proporciona, sendo de suma importancia o acompanhamento
fisioterapico desde o pds-cirurgico imediato (MOLLON et al., 2013).

Todas essas técnicas disponiveis e liberadas atualmente para o tratamento de OA
podem resultar em alivio dos sintomas, mas ndo na regeneracdo do tecido lesado. A
idealizacdo e construcdo de um substituto biolégico que recomponha a cartilagem
articular nativa impdem o uso de células vivas que sejam capazes de sintetizar e manter a
matriz cartilaginosa. Em contraste com a reparacdo ja descrita em outros estudos, a
regeneracdo da cartilagem é definida como a restituicdo da cartilagem articular em sua
condigdo original aos niveis histoldgicos, bioguimicos e biomecénicos, tornando-se
indistinguiveis da cartilagem sadia. Com isso, foram desenvolvidas as técnicas de
implante de condrocitos autélogos (ACI) recomendado para pacientes com grau Il e IV,
de acordo com a Sociedade Internacional de Reparo de Cartilagem (ICRS), para LesGes
>2 cm? localizadas em as regides do condilo femoral ou troclear (HINCKEL; GOMOLL,
2017). A técnica ACI consiste na utilizacdo de condrécitos autdlogos expandidos in vitro
para restaurar a cartilagem articular, porém ela apresenta risco de distribuicdo desigual e
extravasamento de condrdcitos, além de exigir exposicdo mais extensa devido a retirada
de enxerto de periosteo. Essas pequenas situacdes levaram ao desenvolvimento da técnica
de implantacdo de condrécitos autélogos baseados em matriz, onde os expandidos em
laboratério do paciente sdo semeados em uma membrana. Essas podem ser andaime de
colageno tipo I / Il (MACI), andaime de coldgeno bovino tipo | de favo de mel
(NeoCart®), esponja de coladgeno tipo | de dupla camada contendo condroitina
(Hyalograft® C), e hidrogel de agarose / alginato (Cartipatch®) (HUANG, B. J.; HU;
ATHANASIOU, 2016). Durante o procedimento de entrega desta membrana, o0s
condrdcitos sdo protegidos com cola de fibrina, esta membrana é moldada e aparada de
acordo com o tamanho da lesdo, qualquer material restante € aparado de forma que nédo
haja proeminéncia que possa comprometer a estabilidade mecénica do implante durante a
amplitude de movimento. Apos o ajuste, ele é posicionado com o lado poroso voltado

para 0 0sso subcondral e, em seguida, fixado com cola de fibrina ou suturas adicionais ao
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redor da periferia. Esse procedimento pode ser feito por via artroscépica, reduzindo assim
tanto a extensdo da exposi¢do quanto os tempos de operacdo, conferindo seguranga e
eficacia na maioria dos pacientes (BASAD et al., 2015). Entretanto, com todas essas
suturas ao redor da periferia para fixacdo da matriz, ainda se faz necessaria a descoberta
de uma forma de tratamento que visa a promocdo do deslizamento natural da cartilagem
possibilitando certa resisténcia aos desgastes por impactos diérios e assim possibilitando
a reducdo da progressdo da OA (MOLLON et al., 2013). Por fim, a restauracao in vivo e /
ou reconstrucdo in vitro da cartilagem hialina € o objetivo de inimeras abordagens de

engenharia de tecidos; no entanto, o sucesso permanece limitado até o0 momento.

2.7. Células Tronco

Caracterizam-se as células tronco por suas caracteristicas primordiais: a
capacidade de auto renovacdo e a de diferenciacdo em um ou mais tipos de células
especializadas, que, quando reintroduzidas no organismo, adquirem a funcionalidade de
qualquer tecido, tornando-as extremamente atrativas para a regeneracdo de
tecidos. (CAPLAN, 2000). O grau de "poténcia”, ou seja, a gama de opcOes de
diferenciacdo para gerar diferentes tipos de células, € utilizado para classifica-las
hierarquicamente, podendo ser totipotentes, pluripotentes ou multipotentes. As
totipotentes sdo células capazes de gerar todos os tipos celulares embrionarios e extra-
embrionarios, como o zigoto e o blastrémero (SCHWINDT; BARNABE; MELLO,
2005). As pluripotentes sdo originadas das células internas do blastocisto e podem formar
todos os tecidos que compdem o embrido, sendo também chamadas de células tronco
embrionérias (CTE) (ZATZ, 2004). Ja as multipotentes provém de células tronco adultas,
e sdo aquelas capazes de originar no minimo 3 subgrupos de linhagens celulares
(SCHWINDT; BARNABE; MELLO, 2005). Essas correspondem a uma populacio
extremamente heterogénica, e sua subclassificacdo ja tem sido muito bem descrita na
literatura em neural, hematopoiéticas e mesenquimais (WAGERS; WEISSMAN, 2004;
KALRA; TOMAR, 2014) .

2.7.1. Células tronco mesenquimais

As células tronco mesenquimais (CTM), possuem capacidade de autorrenovagéo,
com capacidade de manter sua funcdo por varias passagens e também sem perder sua

habilidade de diferenciacdo (ZOU et al., 2020). E considerada também uma populagio
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heterogénica de células, que refletem em propriedades morfoldgicas e bioldgicas
varidveis. Trés subpopulacBes com caracteristicas intrinsecas podem ser distinguidas:
células pequenas com capacidade rapida de autorrenovacdo, normalmente ndo aderentes;
células fusiformes, normalmente com funcgédo parécrina; e células grandes e planas, que
podem estar associadas ou a senescéncia ou a células tronco estromais. Infelizmente ndo
é possivel distingui-las morfologicamente t&o facilmente, sendo possivel realizar apenas
por meio de marcadores de superficie especificos.

O “efeito paracrino”, muitas vezes descrito na literatura, age na modulacdo de
respostas inflamatorias e imunoldgicas resgatando entdo a homeostase do local receptor
da terapia (AL-GHADBAN; BUNNELL, 2020). Isto acontece ndo s6 devido a secrecao
de fatores de crescimento e citocinas comumente citadas, mas principalmente pela
liberacdo de vesiculas extracelulares diretamente no meio extracelular, que variam de 10
nm a varios micrometros. Essas vesiculas contém varios componentes, incluindo material
genético na forma de RNA mensageiro (MRNA), microRNA (miRNA), lipidios e
proteinas bioativas (TO et al., 2020). Elas podem ativar a sinalizacdo intracelular da
membrana plasmatica ou podem ser internalizadas, regulando positivamente a producéo
enddgena das células nativas (KIM, M. et al., 2019).

As CTM podem ser isoladas de inimeras fontes tais como medula déssea, corddo
umbilical, tecido adiposo, membranas fetais, liquido amnidtico e masculo esquelético
dentre outros numerosos tecidos adultos (BOUWENS, 1998; GRONTHOS et al., 2000;
ZUK et al., 2001; JIANG et al., 2002; ZHENG; TANIGUCHI, 2003; BOULTON;
ALBON, 2004; GROVE; BRUSCIA; KRAUSE, 2004). Para ser considerada uma CTM,
segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, os principais pré-requisitos sdo:
adesdo em cultivo de monocamadas, diferenciacdo em condrocitos, ostedcitos e
adipdcitos in vitro e a presenca dos marcadores de superficie CD73, CD90 e CD105,
assim como auséncia ou negatividade dos marcadores CD45, CD34, CD14 (ou CD11b),
CD79a. (ou CD19), e HLA-DR (DOMINICI et al., 2006; BOURIN et al., 2013).

Pesquisas com CTM adultas ganharam destaque em funcéo de sua facilidade de
acesso e abundancia, e também por ndo envolverem questdes éticas tal qual como o0s
ensaios com CTE (BURASTERO et al., 2010).

Levando-se em conta o fato de que a capacidade de regeneracdo na OA €
comprometida em funcdo da presenca de lesbes de carater extenso e que ndo permitem o

preenchimento suficiente para o retorno da atividade bioldgica (ALLEN; GOLIGHTLY,
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2015), pesquisas recentes demostram resultados promissores de regeneracdo do tecido
cartilaginoso (DOMPE et al., 2019; BIAZZO et al., 2020; LAM; REUVENY; OH, 2020).
Nesse contexto a comunidade cientifica trabalha na perspectiva do desenvolvimento de
terapias celulares com CTM, para que sejam resolutivas na medicina regenerativa

ortopédica.

2.7.2. Células tronco do tecido adiposo

A terapia celular com CTM do tecido adiposo € utilizada no tratamento de
diversas doencas, principalmente no campo da medicina regenerativa (BORA,;
MAJUMDAR, 2017; BACAKOVA et al., 2018). O tecido adiposo, uma importante fonte
de CTM, pode ser coletado de forma minimamente invasiva e menos dolorosa se
comparada com a forma de coleta de outras fontes (DOMPE et al., 2019). Esse tecido
apresenta maior rentabilidade de CTM por quantidade de tecido manipulado (BROWN,
2018). O material bioldgico € retirado do individuo por meio de lipoaspiracéo, € as areas
que mais sdo exploradas sdo a gordura de Hoffa, gordura subcutanea da regido do
abdome inferior, flancos e nadegas (KOH, Y.-G. et al., 2013; FODOR; PAULSETH,
2015).

As CTM tém apresentado resultados interessantes no tratamento de OA
(BIAZZO et al., 2020). Sua capacidade de remodelar o tecido cartilaginoso, aumentar o
volume da cartilagem tratada com caracteristicas semelheantes a cartilagem sadia (JO et
al., 2014; JO et al., 2017) trouxe esperanca para 0s pesquisadores no desenvolvimento de
uma terapia que impedisse a progressao desta patologia. Um fator em questdo que tem se
levado em consideragdo é a capacidade angiogénica das CTM no ambiente
microfisioldgico do local em que ela é aplicada. A presenca do Fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), j& se encontra em demasia nas articulagcbes com OA
(TAKANO et al., 2018) e a estimulacdo da presenca deste fator de crescimento pelo uso
das CTM interfe diretamente na diferenciacdo condrogénica, pois devido a sua natureza
avascular do tecido cartilaginoso, o processo regenerativo ficaria comprometido (LEE, C.
S. et al., 2012). Por isso tem se adotado o uso em conjunto das CTM com o PRP, para
melhor direcionamento do efeito paracrino.

Muitos estudos com essa nova terapia celular, ainda séo realizados com base
nos dados apresentados na literatura, tornando seus protocolos, muitas vezes, ainda ndo

padronizados para aplicacdo clinica. Detalhes especificos muito importantes, como regido
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do corpo onde é realizada a coleta da gordura, a forma com a qual o material é
lipoaspirado, lavado e digerido, faz com que diversos tipos celulares fiqguem disponiveis
para 0 manuseio, havendo a necessidade de critérios para a classificacdo e separacdo das
CTM (ANVISA, 2017). Por isso o uso das CTM atualmente ainda nédo é considerado o
tratamento padrdo para OA. Outra peculiaridade a ser levada em conta é a condi¢do do
individuo doador, o envelhecimento e o estilo de vida do mesmo tem forte influéncia em
varias propriedades das CTM. Dentre elas podemos destacar a viabilidade, status de
proliferacdo e potencial de diferenciacdo de varias linhagens (KORNICKA et al., 2015;
MAREDZIAK et al., 2016)

2.8. Plasma Rico em Plaquetas

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto sanguineo autlogo contendo
plaquetas altamente concentradas e varios tipos de fatores de crescimento, proteases e
citocinas, que tem a capacidade de ativar uma variedade de vias de sinalizacdo
(NGUYEN; BORG-STEIN; MCINNIS, 2011). As plaquetas desempenham um
importante papel no inicio do processo de reparo, pois sao responsaveis pelo suporte para
a formacdo de coagulos, o que leva a quimiotaxia de citocinas apropriadas. O PRP usa
esse efeito duplo para estimular fibroblastos, CTM e condrdcitos autélogos, além de
diminuir o processo inflamatério (LE et al., 2018). Nas articulacbes com OA, foi
demonstrado que o PRP afeta células locais e infiltrantes, principalmente células
sinoviais, endoteliais, células envolvidas na imunidade inata (como macréfagos) e
componentes celulares da cartilagem e ossos (MIFUNE et al., 2013; DHILLON; PATEL,
JOHN, 2017).

A principal vantagem do uso do PRP é que seu preparo é considerado simples
e de baixo custo, e por ser material oriundo do proprio paciente, € considerado atdxico e
incapaz de gerar imunorreacdo ou eventos mutagénicos (SHAHID; KUNDRA, 2017). O
uso do PRP proporciona o equilibrio do anabolismo e catabolismo na formacdo de
cartilagem, por meio da organizacdo do microambiente inflamatdrio existente durante a
progressao da OA (ANDIA; MAFFULLI, 2013). Desta forma, os beneficios da aplicacéo
do PRP intra-articular refletem-se na diminuicdo dos sinais clinicos associados & OA, tais
como a reducdo da claudicacédo e da efusédo sinovial. Mas, o principal sinal relatado pela
literatura é a reducdo significativa da dor articular (MONTANEZ-HEREDIA et al.,

2016). Neste sentido, pesquisas com o uso do PRP, comparado as terapias convencionais,
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para o tratamento de lesdes em cartilagem articular séo de interesse dos ortopedistas pelo
seu potencial regenerativo. A utilizacdo dessa abordagem como scaffold para o
transplante de condrécitos ou CTM também vem apresentando excelentes resultados
(BUI et al., 2014; PAK et al., 2016; BANSAL et al., 2017). Assim, a evidéncia cientifica
basica mostra que o PRP melhora o reparo e retarda a deterioracdo do tecido fornecendo
pelo menos plausibilidade bioldgica para o seu uso como uma modalidade terapéutica
modificadora da doenca na OA. Mesmo que 0 PRP ndo leve a regeneracdo da cartilagem,
ele ainda pode oferecer beneficios sintomaticos e funcionais via modulacdo da
inflamacéo e analgesia direta (BENNELL; HUNTER; PATERSON, 2017).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da terapia celular, com células tronco mesenquimais do tecido adiposo,
e do infiltrado de plasma rico em plaquetas no tratamento da osteoartrite ndo responsiva
ao tratamento medicamentoso.

3.2. Objetivos Especificos

1- ETAPA LABORATORIAL

- Identificar as CTM do tecido adiposo por meio de citometria de fluxo.

- Diferenciar as CTM do tecido adiposo humano em tecido adiposo, cartilaginoso e 6sseo
in vitro.

- Avaliar a integridade gendémica das CTM antes da terapia celular da 1° a 10° passagem;
- Avaliar o formato das CTM antes e ap0s cada processo de tripsinizacdo da 1° a 10°
passagem;

- Avaliar a viabilidade CTM por citometria de fluxo da 1° a 10° passagem;

2- ETAPA CLINICA

- Analisar a qualidade de vida dos participantes, assim como analisar a funcionalidade e
caracteristicas do liquido sinovial antes e apds a intervencdo da cirurgia de

videoartroscopia no joelho com osteoartrite;
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- Analisar a qualidade de vida dos participantes, assim como analisar a funcionalidade e
caracteristicas do liquido sinovial antes e ap6s a intervengdo com cirurgia de
videoartroscopia e aplicacdo de PRP, no joelho com osteoartrite;

- Analisar a qualidade de vida dos participantes, assim como analisar a funcionalidade e
caracteristicas do liquido sinovial antes e ap0s a intervencéo cirurgia de videoartroscopia
e terapia celular de CTM em associagédo com PRP, no joelho com osteoartrite;

- Analisar a qualidade de vida dos participantes, assim como analisar a, funcionalidade e
caracteristicas do liquido sinovial antes e ap0s a intervencdo com cirurgia de

videoartroscopia e terapia celular de CTM, no joelho com osteoartrite.

4. METODOLOGIA

1- ETAPA LABORATORIAL

4.1. Casuistica e obtencao das culturas primarias

O material bioldgico utilizado nesta etapa foi proveniente de 3 pacientes, do sexo
feminino com idade entre 30-50 anos, que ja seriam submetidas ao procedimento de
lipoaspiracdo com um Médico Cirurgido Plastico particular. A obtencdo e manipulagédo
deste material foram realizados ap6s aprovacdo do Comité de Etica de Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o protocolo n°
2.866.367. As células tronco mesenquimais do tecido adiposo, utilizadas nos ensaios
bioldgicos a seguir, foram extraidas e cultivadas apenas para a padronizacdo dos
processos de cultivo do laboratdrio e para a realizacéo das técnicas de avaliacdo propostas

desta etapa.

4.2. Coleta do Lipoaspirado e Cultivo Celular

Apols devida antissepsia e assepsia (clorexidina alcoolica) as pacientes foram
anestesiadas, para isto foram injetados via subcutanea para que houvesse desprendimento
do estroma adiposo 100 mL de solucdo fisiologica, 20 mL de lidocaina 2% e 4mL de
NaCl, sendo aguardados 15 min para acdo completa. Em seguida, foram feitas incisdes
cirurgicas de aproximadamente 1,0 cm na regido abdominal do paciente com lamina de
bisturi n°® 11 e por meio desta incisdo o tecido adiposo foi coletado por lipoaspiracdo com
canula propria. Esta canula com calibre médio de 3,25d foi acoplada a uma seringa de 60
mL para coleta da gordura. Foram coletados cerca de 200 mL do material biolégico em
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recipiente estéril, contendo 200 mL de solucdo tampéo fosfato (PBS; 8g de NaCl; 0,2g de
KCI; 1,159 de NaHPO,; 0,29 de KH,PO,. 1000 mL de agua deionizada) e 1% de
antibidtico  (Penicilina/Estreptomicina/Amphotericin, ~ Sigma-Aldrich ®, A5955,
Lot#017M47) Posteriormente, a cirurgia teve seu prosseguimento conforme o planejado.

O recipiente contendo o material bioldgico foi encaminhado ao Centro de Estudos
em Células Tronco, Terapia Celular e Genética  Toxicoldgica
(CeTroGen/[HUMAP/EBSERH) para adequada manipulacdo. Para o processamento do
lipoaspirado foi utilizada colagenase do tipo 1 (Gibco®; CATS N° 9001-12-1; 290U/mg)
para digestdo da amostra como descrito por Markarian et al. (2014), com adaptagdes
(MARKARIAN et al., 2014). Quando para cada 1mL de gordura, 3mL de colagenase
diluida (ImL de PBS : 0,87mg de colagenase) foi utilizada. Ap6s 30 min a atividade
enzimatica foi neutralizada com 30 mL de DMEM de baixa glicose (Sigma®, D5523,
Lot#SLBT7950) acrescido de 2,5 g de HEPES &cido Livre (Sigma®, H3375,
Lot#SLCDE799) e 3,7 g de Bicarbonato de sodio (Dindmica®,1005-1,
P.10.0159.003.00.30) suplementado com 10% SBF (Gibco®, Sigma-Aldrich®, F2561,
Lot#SPBB2353V67V) (Figura 3) e, posteriormente, foi centrifugado a 2000 rpm /10min
para obtencdo de um pellet contendo a fragcdo do estroma vascular em alta densidade
sendo o sobrenadante descartado.

O pellet foi ressuspendido em 5 mL de solucdo de lise (0,37g de EDTA; 8g de
NH4CI; 0,84 de NaHCO3; 100 mL de agua deionizada). Em seguida, a solucdo foi
homogeneizada e permaneceu por 10 min a temperatura ambiente com agitacdo a cada 5
min. O preparado foi centrifugado a 1600 rpm/ 5 min e o sobrenadante descartado.

O pellet final foi ressupendido em 3 mL de DMEM, 10% de SBF e 1% de
antibidtico  (Penicilina/Estreptomicina/Amphotericin,  Sigma-Aldrich ®, A5955,
Lot#017MA47) e entdo semeado em placa de cultivo de 6 pogos (9,60 cm?). Logo apds 24
horas foi possivel observar a adesdo das CTM no fundo do frasco. Apos 3 dias, a cultura
foi lavada cuidadosamente com 2 mL de PBS (3x) para a eliminacdo de células nao
aderentes e debris, finalmente recebendo novamente o DMEM. No quinto dia, as culturas
forma tripsinizadas (300 pL de tripsina 0,25%), centrifugadas (1200 rpm/5 min), e 0
pellet de cada poco foi transferido para o frasco de cultivo celular de 75cm? onde
expansdo aconteceu da mesma forma até a 10? passagem, sendo que o meio de cultivo
(DMEM, 10% SBF e 1% de antibidtico (Penicilina/Estreptomicina/Amphotericin) foi
trocado a cada 72h (10mL).
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A 1%¢a2®camada foram

Lipideos separadas e digeridas
P enzimaticamente com
Tecido adiposo colagenase tipo 1
— |
PBS + hemacias A gordura foi digerida
Apos a coleta do lipoaspirado, o enzimaticamente com
mesmo foi centrifugado para Pellet de hemacias colagenase tipo 1
separacio dos fluidos l

Posterior a isto, apos atingir a
confluéncia, procedeu-se a
tripsinizacio para expansao clonal

das CTM

Apos o tempo de agiio, a
colagenase foi inativada e o

@ material foi centrifugado

O estroma vascular
fracionado foi

Apos 24h é possivel submetido a lise de
observar a aderéncia das hemacias, e por fim
CTM ao fundo do frasco plaqueado para cultivo

Figura 3- Fluxograma de manipulacdo do lipoaspirado e processamento realizado para a extracdo e
obtencdo de CTM.

4.3. Ensaios Bioldgicos
4.3.1. Caracterizacdo por imunofenotipagem das células tronco mesenquimais

A imunofenotipagem das células foi caracterizada por citometria de fluxo.
Aproximadamente 2.0 x 10° CTM na 1° passagem foram coletadas de uma garrafa de 25
cm?® por tripsinizacdo (1ml tripsina 0,25%/ 3 min), centrifugadas e incubadas durante 30
min a 4°C, com anticorpos, para os 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 (software BD ACCURI C6; Becton Dickinson, EUA).

4.3.2. Comprovacao da multipoténcia por ensaio de diferenciacao celular

As celulas, na 3°passagem, foram submetidas ao ensaio de diferenciacédo
adipogeénica, osteogénica e condrogénica. Para isto, foram semeadas 10° células/poco em
placas de 6 pocos. Apos a adesdo celular (24 horas), o DMEM foi descartado e, em

seguida, as células foram cultivadas com o meio especifico (DE CARVALHO
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SCHWEICH et al., 2017). Os procedimentos foram realizados em triplicatas, com uma
cultura de CTM utilizando meio DMEM para controle da diferenciagao.

4.3.2.1. Diferenciacéo adipogénica

Para cada 1 mL HDMEM, suplementado com 20% de SBF, utilizou-se 0,714 pL
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 (solugo estoque - 1,2 mg de dexametasona em 1223
pL de etanol sendo a solucdo final preparada a partir de 10 pL da solucdo estoque para
cada 2,5 mL de DMEM) (MARKARIAN et al., 2014; DE CARVALHO SCHWEICH et
al., 2017). Todas as solugdes foram estocadas em freezer, exceto a indometacina
(temperatura ambiente). O meio diferenciador foi preparado no dia do uso, sendo trocado
a cada 3 dias (HERMETO, L. et al., 2016) e o processo de diferenciacao se deu por duas
semanas (VIEIRA et al., 2014) .

Apo6s 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 diferenciacdo foi confirmada pelo acimulo de lipideos intracelulares.

4.3.2.2. Diferenciacao osteogénica

Para a producdo do meio de inducéo osteogénica foi utilizado 7,9 mL de DMEM;
10 pL de solucéo estoque de acido ascérbico (50 mg de acido ascorbico 2-fosfato em 10
mL de DMEM); 1 mL de solugdo estoque de B-glicerofosfato (630mg de B-glicerofosfato
em 20 mL de DMEM) e 1 mL de SBF. Todas as solugdes foram estocadas em freezer, e o
meio diferenciador foi preparado a cada semana, sendo que no momento de cada troca,
1uL de dexametasona 1.000x era acrescentado para cada 1 mL de meio osteogénico. O
meio de diferenciacdo foi trocado a cada 3 dias durante quatro semanas (HERMETO, L.
et al., 2016).

Apbs descarte do meio diferenciador, as células foram fixadas por 10 min, em
temperatura ambiente, com formol a 10%. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes
com PBS e coradas com Alizarin Red (Sigma®) por 5 min em temperatura ambiente. O
excesso de corante foi removido por lavagens com agua destilada (MARKARIAN et al.,
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2014). A diferenciacdo osteogénica foi comprovada pela visualizagdo de depdsitos de
calcio no 21° dia.

4.3.2.3. Diferenciacédo condrogénica

As células foram mantidas com o kit de diferenciacdo condrogénica STEMPRO
(Gibco® Life Technologies) segundo instrugdes do fabricante por 21 dias, sendo 0 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 &gua destilada (CAMASSOLA et al., 2012). A
diferenciacdo foi confirmada pela presenca de matriz extracelular rica me

glicosaminoglicanos no 21° dia.

4.3.3. Ensaio Cometa

Este ensaio foi realizado segundo método de Oliveira, et al. (2007) com
adaptacBes. Para o Ensaio Cometa as células foram semeadas em um frasco com 25cm?
(3 x 10° células / frasco), mantido por 24 horas na incubadora com 5% de CO, e
temperatura de 37° C até a adesdo celular. Apo6s, atingir a confluéncia de 80% as células
foram coletadas com tripsina (ImL tripsina 0,25%/3 min), centrifugadas e o sobrenadante
descartado. Uma aliquota (40uL) foi ressuspendida em agarose de baixo ponto de fusdo
0,75% (120upL) (Invitrogen Co, Carlsbad, CA) a 37°C, e distribuidas em laminas
previamente revestidas com agarose de ponto de fusdo normal 1,5% (Invitrogen Co,
Carlsbad, CA), sendo cobertas com laminula. As ldminas foram imediatamente colocadas
no refrigerador durante 20 min. Apds ocorrer a solidificacdo da agarose, as laminulas
foram removidas e as ldaminas foram imersas em uma solucédo de lise (NaCl 2,5M, acido
etilenodiaminnetretracético (EDTA) titriplex 100 mM, Tris 10 mM (pH 10), Triton X-
100 a 1% e dimetilsulféxido (DMSO) a 10%), sendo mantidas no escuro a 4°C durante 2
horas. Apos a lise celular, as laminas permaneceram em uma cuba de eletroforese,
cobertas com tampéo alcalino (pH 12), por 20 min (NaOH 10N, EDTA-titriplex 200mM)
para desnaturacdo do DNA. A eletroforese (300 mA e 25 V) foi realizada com 0 mesmo
tampé&o por mais 20 min. Posteriormente, as laminas foram neutralizadas com Tris 0,4M,

pH 7,5, por 15 min (3 vezes / 5 min cada), fixadas em etanol absoluto por 10 min,
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deixadas secar durante a noite em temperatura ambiente e, armazenadas até 0 momento
de andlise. O material foi corado (100 pL de brometo de etidio, 20 mg/mL), os nucledides
foram fotografados em microscopio de fluorescéncia (Leica, DMi8) com uma ampliacédo
de 200X. Posteriormente, foram analisados mais de 200 nucleGides por repeticao
utilizando o programa CometScore 2.0.0.38 TriTek, avaliando os parametros do
Momento da cauda (% DNA na cauda multiplicado pelo comprimento da cauda). As

células foram analisadas da 12 a 10? passagem, em triplicata.

4.3.4. Analise morfologica

Para analise do formato celular, as mesmas foram analisadas no microscopio
invertido no momento em que atingiam 100% de sua confluéncia em um frasco de 75 cm®
e entdo tripsinizadas (2mL tripsina 0,25%/ 3 min), inativadas com 10mL de DMEM,
centrifugadas (1200 rpm/5 min) e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 1 mL de
DMEM ao pellet e 20 pL foram retirados e depositados em um poco de uma placa de 96
pocos, e entdo as CTM foram analisadas no microscopio na ampliacdo de 40X antes de
sua adesdo. O diametro de cada uma foi avaliado pelo programa Fiji, utilizando método
de Feret. As células foram analisadas da 1% a 102 passagem, em triplicata.

4.3.5. Ensaio de morte celular citolégico e molecular

A primeira técnica para determinar os indices de viabilidade celular, apoptose e
necrose foi a coloracédo diferencial com laranja de acridina e brometo de etidio, utilizando
microscopia de fluorescéncia. Para isso os frascos com 25cm® foram preparados usando
2x10° células, e ap6s a adesdo foram tripsinizados, centrifugados e o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1mL de PBS. Uma aliquota de 20 pL foi
retirada e corada com 2 pL da solucdo contendo 100 pg / mL de laranja de acridina e 100
Hg / mL de brometo de etidio, ambos diluidos em PBS, e depois depositados em uma
lamina e cobertos por uma laminula para continuar a leitura. Nas células de exame, um
total de 100 células por repeticdo foi examinado com um microscopio de fluorescéncia
(NIKON® Eclipse E200) (OLIVEIRA et al., 2007). As células foram analisadas da 1% a
102 passagem, em triplicata. Apds a conferéncia dos resultados, as CTM da 10? passagem
foram também avaliadas por citometria de fluxo em triplicata. Para isto, foi utilizado o

Kit de Detec¢ao de Apoptose PE Anexin V (BD Pharmingen™), conforme orientagdes
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do fabricante. A aquisi¢éo foi realizada em um ACCURI C6 (Becton Dickinson, EUA),
onde 10* eventos foram adquiridos (software BD ACCURI C6; Becton Dickinson, EUA).

4.3.6. Viabilidade celular e Integridade de membrana

Apbs as células atingirem a confluéncia de 80% as CTM foram tripsinizadas
(ImL tripsina 0,25%, 3 min), centrifugadas (1.200 rpm/ 5 min) e o sobrenadante foi
descartado. O pellet (2 x 10° células) foi ressuspendido em 100pL de PBS transferidos
para 1 criotubo. Apds essa etapa, a suspensdo celular no criotubo recebeu 25 uL lodeto de
Propideo (50ug/mL). Ap6s 5 min de incubacdo a temperatura ambiente, imediatamente
procedeu-se a aquisicdo em um ACCURI C6 (Becton Dickinson, EUA), onde 10* eventos
foram adquiridos (software BD ACCURI C6; Becton Dickinson, EUA). As células foram
analisadas da 1? a 102 passagem na viabilidade e da 10? na integridade de membrana, em

triplicata.

2- ETAPA CLINICA

4.4. Casuistica dos pacientes tratados na pesquisa

O presente estudo foi aprovado pelo Comité Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEPSH/UFMS) e pela
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sob o parecer n° 1.478.117. A equipe
de pesquisadores explicou o intuito da pesquisa bem como os beneficios que a mesma
poderia trazer a comunidade em geral. Foram feitos os devidos esclarecimentos acerca
dos procedimentos de coleta de materiais biologicos. Sanadas as duvidas, apds assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A, B, C e D) no mesmo momento
foram agendados os procedimentos cirdrgicos de videoartroscopia, coletas da amostra de
tecido adiposo por lipoaspiracdo na regido abdominal e a coleta de sangue periférico para
a producdo do PRP.

Os pacientes foram triados de junho/2018 a junho/2019, no Ambulatorio de
Ortopedia do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian administrado pela
Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares (HUMAP/EBSERH) da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), pelo medico responsavel Dr. Roberto Antoniolli
Silva e sua equipe de residentes. Esses pacientes ja possuiam indicacdo para cirurgia de
joelho. Foram incluidos individuos voluntarios, adultos, de ambos 0s sexos, com idade

entre 40-75 anos diagnosticados, utilizando radiografias, com Osteoartrite grau Il a IV
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(KELLGREN; LAWRENCE, 1957). Os pacientes ndo deveriam ter sido responsivos ao
tratamento conservador (fisico e medicamentoso) comumente utilizado no Sistema Unico
de Saude (SUS) por pelo menos 6 meses. Foram excluidos individuos que relataram ser
portadores de hemofilia, anemia, doencas gastrointestinais, cancer, alteracdes
tireoidianas, hepaticas, nefrologicas pregressas e HIV.

Neste estudo aberto e aleatorizado, participaram no total 26 pacientes que foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos. Cada grupo continha pelo menos 10
joelhos tratados (Figura 4):

e Grupo Controle — os pacientes foram submetidos a cirurgia de videoartroscopia ,
tratamento padrdo do servico de ortopedia do HUMAP/EBSERH.

e Grupo PRP — os pacientes foram submetidos a cirurgia de videoartroscopia e,
posteriormente, receberam um transplante de plasma rico em plaquetas (PRP,
6mL) intra-articular;

e Grupo PRP + CTM - os pacientes foram submetidos a cirurgia de
videoartroscopia e, posteriormente, receberam um transplante de PRP + 1x10’
células tronco mesenguimais (CTM) em um volume final de 6mL;

e Grupo CTM - os pacientes foram submetidos a cirurgia de videoartroscopia e,
posteriormente, receberam um transplante de 1x10” CTM em soluc&o fisioldgica

em um volume final de 6mL.

Foram triados ao todo 26 voluntarios
de acordo com os critérios de inclusido

Apos assinaturado ¢

! TCLE, foram aplicados |
o0s questiondrios i

! WOMAC, SF-36 e EVA |

Foram submetidos a cirurgia de
videoartroscopia do(s) joelho(s)
acometido + coleta do liquido sinovial

CONTROLE

Osvoluntarios receberam
acompanhamento
pos-cirargico. (INP=8)

CTM

e

Apbs 1 semana os voluntarios
receberam a aplicagio de 6 mL
de PRP no(s) joelho(s)

acometido. (NP=6)

CTM+PRP
S

Apds 1 semana os voluntarios
foram submetidos a lipoaspiragio
para coleta de gordura. (NP=6)

Apds 1 semana os voluntdrios
foram submetidos a
lipoaspiracdo para coleta de

gordura. (NP=6)

Reavaliagio
apos 6 meses

Responderamnovamenteaos
questiondrios (INJ=10)
Coleta do liquido sinovial (NJ=6)

Responderam novamentezos
questiondrios (NJ=10)
Coleta do liquido sinovial (NJ=6)

i Apbs o cultivo foram aplicados
| 1x107CTM + 6 ML de PRP em :
! cada joelho !

l

E 1 Apds o cultivo foram aplicados i

1x10"CTM + 6 ML de soro

| fisiolégico em cada joelho :

!

Responderam novamente aos
questionarios{NJ=10)
Coleta doliquido sinovial (NI=6)
* Excluidos (NI=1)

Responderam novamente aos
questionarios(NI=10)
Coleta do liquide sinovial (NJ=6)

Figura 4 — Fluxograma dos procedimentos realizados neste ensaio clinico. NP= nimero de participantes e

NJ= namero de joelhos
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4.5. Procedimentos cirdargicos
4.5.1. Videoartroscopia de joelho

Os pacientes foram submetidos a avaliacdo pré-cirurgica. Os parametros avaliados
foram hemograma, potéssio, uréia, creatinina, glicemia, tempo de atividade da
protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada, tempo de trombina e proteina C
reativa. ApOs esses exames 0s pacientes foram encaminhados para a realizacdo da
cirurgia de videoartroscopia. Todas as cirurgias procederam-se conforme rotina do
servico de Ortopedia do Hospital (HUMAP/UFMS) e foram realizadas pelo mesmo
médico ortopedista. Foi realizada apenas a limpeza da articulacdo e debridamento leve da
cartilagem afetada, e nenhuma microfratura ou debridamento agressivo foi realizado
(Figura 5). Foram prescritos antibidtico e analgésico para a primeira semana de pos-

cirurgico e o uso de muletas por 1 més.

Figura 5 - Procedimento cirdrgico de videoartroscopia A) Enfaixamento com faixa elastica realizado
previamente ao inicio do torniquete em regido de coxa; B) Artrocentese; C) Liquido sinovial coletado; D e
E) Posicionamento dos instrumentos cirlrgicos e locais de entrada e F) Visualizagdo da cartilagem articular
danificada para limpeza de debris ou areas sem nivelamento.

4.5.2. Procedimento de coleta de gordura, extracéo e cultivo de células tronco
mesenquimais

Os pacientes do grupo retornaram 1 semana ap6s a videoastroscopia, para a coleta
de gordura, que foi realizada por um cirurgido plastico colaborador da pesquisa, no
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ambulatério de Dermatologia, na sala de pequenos procedimentos cirdrgicos
(HUMAP/EBSERH). A lipoaspiragdo procedeu-se conforme descrito no item 4.2. (Figura
6). Logo em seguida, a incisdo foi fechada com um ponto feito com fio de Nylonn®4 e o
paciente recebeu um curativo com micropore. Acima de toda regido lipoaspirada a
fisioterapeuta responsavel pela pesquisa aplicou uma fita de kinesiotape com tensdo
100%, afim de prevenir a formagdo de fibroses ou seromas (Figura 6D). O paciente
recebeu também instrucBes quanto ao uso de medicamentos para o alivio de possivel
quadro algico local apds o procedimento.

Posteriormente, o recipiente contendo o lipoaspirado foi encaminhado ao Centro
de Estudos em Células Tronco, Terapia Celular e Genética Toxicoldgica
(CeTroGen/HUMAP/EBSERH). O processamento das células foi realizado por digestdo
enzimatica com Colagenase tipo 1 conforme ja descrito no item 4.2. O lipoaspirado bruto
de cada paciente foi armazenado apenas para utilizacdo no presente estudo, sendo
posteriormente descartado em recipiente proprio para descarte de material bioldgico,

seguido de deposito em lixo hospitalar.

Figura 6 — A) Demonstracdo de tamanho de regido demarcada para a retirada de tecido adiposo por
lipoaspiracdo B) Injecdo subcutanea de anestésico C) Retirada de tecido adiposo por lipoaspiracdo D)
Aplicacdo do kinesiotape (100% tensdo) para protecéo e reabilitacdo da area acometida.

O pellet de estroma vascular fracionado adquirido ao final do processo de digestao
enzimatica foi ressupendido em 5 mL de meio de cultivo (DMEM, 10% SBF e 1% de
antibiodtico (Penicilina/Estreptomicina/Amphotericin) e semeado em um frasco de cultivo

de 25cm®. Apés 3 dias a cultura foi lavada 3x com 3 mL de PBS para a eliminacéo de
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celulas ndo aderentes e debris, e recebeu novamente o meio de cultivo. Conforme a
expansdo ocorria e as CTM atingiam confluéncia de 70-80% nos frascos, elas eram
tripsinizadas (tripsina 0,25%/3min), divididas e semeadas em novos frascos maiores, até
a obtencéo da quantidade de células estipuladas para o tratamento de cada joelho (1x107).
Uma aliquota de células foi cultivada em separado, afim de, serem realizados 0s ensaios
bioldgicos de confirmacgéo da real presenca de CTM na 12 passagem (citometria de fluxo
(CD105, CD90, CD34 e CD133) e diferenciacdo celular (adipogénica, osteogénica e
condrogénica) conforme descrito em Schweich, et al. (2017) (DE CARVALHO
SCHWEICH et al., 2017). Todos os materiais usados para transplante foram submetidos
previamente a andlise da viabilidade celular, por meio de azul de tripan, e rotina

convencional microbiologica (aerobiose e microaerofilia), por 72h de incubacéo.

4.6. Procedimentos realizados para o preparo das seringas utilizadas nas
intervencoes

4.6.1. Preparo e transplante do plasma rico em plaquetas

Os pacientes do grupo PRP, retornaram ap0s 1 semana da videoartroscopia. Para
cada joelho tratado foram coletados 18 ml de sangue periférico em tubos contendo 3,2%
de citrato de sodio. Frascos foram centrifugados a 1500 rpm/10 min. O plasma e o pellet
adjacente formado foram entdo separados em outro tubo e centrifugados a 2000
rpm/15min. Apés descarte dos 2/3 superiores, o PRP foi aspirado por uma seringa. Em
seguida, com a mesma seringa que ja continha os 6 mL de PRP, aspirou-se 0,3 mL de
gluconato de célcio 10%. Entdo, fez-se a homogeneiza¢do do produto que foi
imediatamente transplantado. Antes do transplante, o joelho do paciente foi submetido a
assepsia para entdo seguir com a injecdo intra-articular de PRP (Figura 7). Foi aplicada
uma bandagem ao redor do joelho tratado, a fim de que fosse evitada a flexdo do membro
nas primeiras 12 horas. Orientagcbes quanto ao repouso na primeira semana e cuidados

pos-transplantes foram devidamente explicados aos pacientes.

4.6.2. Preparacdo e transplante das células tronco mesenquimais associadas ou nao
ao plasma rico em plaquetas

Apos atingir a quantidade de CTM necessarias para o transplante em cada joelho
(1x10"), os pacientes dos grupos CTM+PRP e CTM foram contatados e retornaram ao

ambulatério de ortopedia do Hospital (HUMAP/UFMS) para a realizagdo do transplante.
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Para o preparo da seringa, os frascos com CTM primeiramente foram lavados com
3 mL de PBS (3x), posteriormente, foram trispsinizados (tripsina 0,25%/3 min) e o
conteddo foi centrifugado (1200rpm/5min) em um tubo graduado do tipo falcon. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em 3mL de PBS. Na
sequéncia os tubos foram novamente centrifugados (1200rpm/5min), repetindo esse
processo 3 vezes. Apos este preparo, o pellet foi homogeneizado em 6mL de solucéo
fisioldgica e aspirado em uma seringa, que foi encaminhada para o Ambulatorio de
Ortopedia, onde foi realizada a assepsia do joelho acometido. O paciente recebeu
anestesia local (lidocaina 2%) na regido interarticular lateral do joelho. Apds 10 min foi
realizado o transplante por meio de uma injecdo intra-articular (agulha 21G) de CTM no
joelho acometido (Figura 7). Depois, foi aplicada uma bandagem ao redor do joelho, a
fim de que fosse evitada a flexdo do membro nas primeiras 12 horas. Orienta¢cdes quanto
ao repouso na primeira semana e cuidados pdés-transplantes foram devidamente
explicados aos pacientes.

Para os pacientes do Grupo CTM+PRP, durante o preparo das CTM para o
transplante, fez-se a coleta de sangue e o preparo do PRP foi realizado conforme ja
descrito no item 4.6.1. O pellet de CTM foi incorporado aos 6 mL de PRP adquiridos,
mas ndo se adicionou gluconato de calcio 10% para gelificacdo do material. A aplicagdo e
cuidados procederam-se da mesma maneira descrita acima (Figura 7). Os pacientes

receberam as mesmas orientagdes.

Separou-se Apenas o ter;o- O gluconato de
somente a inferior de cilcio foi
camada plasma e o pellet adicionado no
superior de foram momento da
plasma e o pellet aspirados, aplica¢io

em outro tubo e
foi centrifugado
novamente

homogeneizados
para utilizagao
na aplicagio

Apés a coleta o sangue
foi centrifugado para
separacio dos fluidos

}o grupo| CTM+PRP
houve a mistura do
pellet de CTM e 6 ml
de PRP, no momento
da aplicacao

Apés a obtencio da confluéncia dos
frascos de cultivo e da quantidade de
CTM necessarias para o transplante, os
frascos foram tripsinizados

Apo6s o descarte do
sobrenadante, o pellet
obtido foi lavado com PBS
e centrifugado (3x ) e por
fim, diluido em solucéo
fisiolégica para o preparo
r das seringas

Figura 7 — Fluxograma representativo dos procedimentos realizados durante o preparo das seringas

utilizadas nas intervencdes.
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4.7. Avaliacao do liquido sinovial

A coleta do liquido sinovial aconteceu em 2 momentos. A primeira foi ainda no
centro cirdrgico antes do inicio da cirurgia de videoartroscopia, apds preparacao
de antissepsia, assepsia e sedacdo do paciente. Foram injetadas via intra-articular 15 mL
de solucdo fisioldgica no joelho acometido. Fez-se 10 flexGes de joelho passivas e,
posteriormente, procedeu-se com a artrocentese para a coleta de 5 mL do liquido sinovial.
Trés mililitros foram destinados as analises laboratoriais e 2mL foram criopreservados e
enviados para andlise em um tubo Falcon estéril de 15mL. Uma aliquota de 2mL foi
criopreservada em ultrafreezer (-80°C).

A segunda coleta foi realizada no ambulatério de Ortopedia (HUMAP/UFMS)
ap6s 6 meses da terapia celular. Ap6s assepsia do joelho foi aplicado anestesia local
(lidocaina 2%) na regido interarticular lateral do joelho, apds 10 min foram injetadas via
intra-articular 15 mL de solucdo fisiolégica no joelho e os procedimentos foram
continuados como descrito anteriormente.

O liquido sinovial foi analisado, macroscopicamente, em relacdo a viscosidade e a
coloracdo. Microscopicamente, por meio de ensaios colorimétricos enzimaticos, foi
avaliado fracGes de proteinas totais e aloumina/globulina (ALB/GLOB) com o kit Total
Protein Gen.2 (TP2-REF #0003183734190c501V13.0), e glicose com o kit Glucose HK
(GLUC3-REF#0104404483190c501V16.0), ambos analisados no Cobas 6000®
conforme instrugdes do fabricante. Para a analise de citologia global e citologia
diferencial foi utilizado o sistema automatizado Sysmex XN-3000™ de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

A andlise de citocinas foram realizadas nas amostras criopreservadas. Para isso
utlizou-se 0 Human Inflammatory Cytokine CBA KIT (BDBiosciences — Cat: 551811),
conforme instrucdes do fabricante. As analises foram realizadas por citometria de fluxo
(Cytoflex — Beckman Coulter).

4.8. Questionarios

Para avaliacdo dos pacientes, os questionarios escolhidos foram aplicados em 2
momentos, antes da realizacdo da cirurgia e ap6s 6 meses das diferentes intervencgdes dos

grupos aqui propostos:

e Western Ontario McMaster Universities (WOMAC) é um questionario especifico
de qualidade de vida para osteoartrite (Anexo E), composto por 24 itens, divididos
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em 3 dominios, que devem ser respondidos conforme apresenta¢do nas ultimas
72h: Dor (5 itens), Rigidez (2 itens) e Funcdo fisica (17 itens). Para cada
componente, é calculado um resultado final numa escala de 0 a 100, onde zero
corresponde a menor interferéncia da OA na vida do individuo e 100 a maior
interferéncia da OA na vida do individuo.

e Escala Visual Analdgica de Dor (EVA) (Anexo F), é uma autoavaliacdo sobre a
quantidade de dor que o paciente esta sentindo no momento, onde zero representa
a inexisténcia de quadro algico, e 10 o0 maximo de dor sentida pelo paciente em
seu joelho.

e Short Form Health Survey 36 (SF-36) é composto por 36 itens, divididos em 8
dominios: Capacidade funcional (10 itens), Aspecto fisico (4 itens), Dor (2 itens),
Estado geral de saude (5 itens), Vitalidade (4 itens), Aspecto social (2 itens),
Aspecto emocional (3 itens), Saude mental (5 itens) e mais uma questdo de
avaliacdo comparativa entre o estado de salde atual e com o avaliado inicialmente
(Anexo G). Para cada componente, é calculado um resultado final numa escala de
0 a 100, onde zero corresponde ao pior estado de saude e 100 ao melhor. A
utilizacdo desse questionario tem por objetivo procurar estabelecer parametros
para comparacdo ou entendimento da qualidade de vida dos pacientes nas

diferentes dimensoes citadas acima.

4.9. Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo da média ou
porcentagens. A analise estatistica foi realizada comparando-se os dados de antes e
depois com o teste t -Student. Para dados paramétricos e comparac@es entre os dados de
pos tratamento, utilizou-se ANOVA/Bonferroni e para dados ndo paramétricos utilizou-se
o teste Kruskal Wallis/Dunn. Os nimeros absolutos e as porcentagens foram comparados
por qui-quadrado. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05
(Software GraphPad InStat 5).

5. RESULTADOS

1- ETAPA LABORATORIAL

5.1. Caracterizacdo das Células tronco mesenquimais
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As ceélulas utilizadas neste estudo possuiam capacidade de diferenciacdo em
células adipogénicas, osteogénicas e condrogénicas que foram confirmadas pelas
coloracdes de Qil red O, Alizarin Red e Alcian Blue (Figura 8A-D). Essas mesmas celulas
expressaram, no ensaio de imunofenotipagem, os marcadores CD105 e CD90 e nao
expressam CD34 e CD133 (Figura 8E). Essas caracteristicas confirmam que as células
utilizadas tratavam-se de CTM derivadas do tecido adiposo.
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Figura 8- Morfologia, caracterizacdo e potencial de diferenciacdo de células tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo: (A) Cultura indiferenciada - células com caracteristicas de fibroblastos; (B)
cultura de diferenciacdo adipogénica — presenca de vacuolos lipidicos corados com Oil Red O; (C) cultura
de diferenciagdo osteogénica — presenca de depositos de calcio corados com Alizarin Red; e (D) cultura de
diferenciacdo condrogénica — presenca de matriz extracelular rica em glicosaminoglicanos corada com
Alcian Blue. As barras representam 50 um. (E) Perfil imunofenotipico das células tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo. As células expressaram os marcadores CD105 e CD90 e ndo expressaram
CD34 e CD133.

5.2. Ensaio Cometa

O processo de tripsinizacdo realizado durante o cultivo ndo interferiu na
estabilidade gendmica das células ja que o Comet Length e o Tail Moment ndo
apresentaram variac0es durante as 10 passagens analisadas (Figura 9).
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Figura 9 - Média e desvio padrdo da frequéncia de danos no DNA (Comet Length e Tail Moment) em

células tronco mesenquimais durante a manipulagéo extensa (1% a 102 passagem).
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5.3. Analise morfoldgica

Durante a analise das CTM ainda aderidas ao frasco, foi verificado que gquanto
maior a passagem, menor é a capacidade de formacdo de monocamada justaposta. As
CTM mantiveram seu formato fibroblastdide em todas as passagens (Figura 10). Quando
as células foram analisadas apds a tripsinizacdo (formato livre), observou-se aumento do
tamanho das células conforme o aumento de suas passagens (Figura 11A). As passagens
8 (13,01+1,91), 9 (22,80+3,24) e 10 (25,87+3,67) apresentaram diferencas estatisticas
significativas (p>0,05) nos tamanhos das células em relagdo a primeira passagem. A
variacdo de tamanho das células nao foi linear, os valores de diferenca da 1% passagem
para a 22 da 22 para a 32 e assim por diante até a 10* passagem foi de +5%, +15%, -12%,
+15%, +2%, -4%, -7%, +75% e +13%, respectivamente (Figura 11B).

Figura 10- Fotomicrografia das células tronco mesenquimais, aderidas ao frasco de cultivo em
monocamada, ao longo de 10 passagens. As células apresentaram manutencdo da morfologia fibroblastoide
da 1% a 102 passagem (P1-P10). Aumento 10X. As barras representam 50 pm.
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Figura 11 — A) Fotomicrografia de células tronco mesenquimais livres (de sua adesdo). As células
mantiveram seu tamanho da 12 a 42 passagem (A-D) uniformemente. Apds a 42 passagem observou-se leve
aumento do tamanho das células na 5% e 62 passagens (P5-P6). Nas culturas da 7% a 10? passagem observou-
se importante aumento do tamanho celular. Aumento 40X. As barras representam 50 pm. B) Grafico
boxplot representando Limite superior, 1° quartil, mediana, 3° quartil e limite inferior do tamanho das

células tronco mesenquimais livres (um).

5.4. Morte Celular

O ensaio de morte celular pela coloracdo diferencial com brometo de etideo e
alaranjado de acridina, demonstraram que as mortes celulares iniciaram a partir da 5?
passagem. No entanto, somente na 10® passagem houve reducdo significativa da
viabilidade celular (Figura 12A) e as caracteristicas citolégicas eram sugestivas de
apoptose (Figura 12B). Os resultados da citometria de fluxo, para anexina V, realizados
na 10? passagem, confirmaram que as mortes celulares tratavam-se de apoptose (Figura
12C).
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Figura 12 — Avaliacdo de morte celular. A) Média + desvio padrdo da frequéncia de células tronco
mesenquimais viaveis e em morte celular avaliadas por meio do ensaio diferencial de brometo de etideo e
alaranjado de acridina; (B) Fotomicrografia do ensaio citolégico de morte celular (60x) demonstrando (1)
células viaveis, (2) células em apoptose inicial (setas brancas) e (3) células em apoptose final (seta laranja).
As barras representam 50 pum; e C) Confirmacdo da morte celular por apoptose utilizando o ensaio de
Anexina V em citometria de fluxo na 10? passagem.

As porcentagens de viabilidade variaram de 90,40% (102 passagem) a 99,50%
(18,22 e 52 passagens). As proliferacbes foram avaliadas ao longo das passagens e a
quantidade variou de 11 x 10° a 2 x 10° células. A quantidade da 12 para a 22, da 22 para a
3% e assim por diante até a 10? passagem reduziram a quantidade de células em 8%, 16%,
17%, 5%, 4%, 14%, 18%, 23%, 26%, respectivamente (Figura 13). Esta reducdo nao foi
considerada estatisticamente significante (p>0,05). Ao ser analisada a viabilidade das
CTM por passagem verificou-se que a reducdo na 10% apresentou uma diferenca
significativa (p>0,05) em relacdo as demais passagens (Figura 13). No ensaio de
integridade de membrana foi possivel observar a comprovacdo da presenca de 6% de

células com alteracdo na permeabilidade de membrana.
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Figura 13 — Resultado do ensaio de viabilidade celular e integridade de membrana por iodedo de propideo.
A) Média e desvio padrdo da contagem de CTM/mL e viabilidade CTM por passagem; B) Resultado da
analise da integridade de membrana da 10% passagem.

2- ETAPA CLINICA

Os dados sécio-demograficos e as caracteristicas clinicas dos diferentes grupos
estdo apresentadas na Tabela 1. Ndo houve diferencas estatisticamente significativa
(p>0,05) para nenhum dos parametros analisados entre os diferentes grupos
experimentais. Em média, os voluntéarios dos grupos controle, PRP e CTM estavam
sobrepeso. J& o grupo CTM+PRP estava com obesidade grau 1. Dentre as doengas
concomitantes podemos citar hipertensdo, hipercolesterolemia, depressdo e

hiperinsulinemia.

Tabela 1 — Caracteristicas dos pacientes coletadas durante a anamnese e entrevista

Nedeparticipartes | 8 | 6 | & [ 6

. L Masculino | 6 (75%) 4 (66,7%) 3 (50%) 4 (66,7%)
Genero Feminino 2 (25%) 2 (33.3%) 3 (50%) 2 (33,3%)
Idade (anos) 51+4,67 48+3,51 | 52,66+4,60 | 58,5+6,17
Altura (cm) 2 1,72+0,02 | 1,72+0,04 | 1,68+0,04 1,71+0,03
Peso inicial (kg) 2 78,75+50 | 80,33+4,0 | 87,5+6,42 | 89,33+8,0
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IMC inicial 2 26,48+1,51 | 27,30£1,74 | 31,08+2,66 | 29,98+1,69
N° de participantes com doengas | Sim 2(25%) | 4(66,7%) | 3(50%) 4 (66,7%)
A 1
concomitantes N3o 6 (75%) | 2(33,3%) | 3(50%) 2 (33,3%)
('?A‘jr:?)g;‘? dos sintomas do joelho acometido | ¢ 7.5 og | 516+1,04 | 11,5+2,56 | 9,16+2,50
Tempo de auxilio financeiro do governo recebido | 4+1,85 3,8+0,75 3,8+2,63 2,8+2,56
durante o afastamento de seu trabalho (Anos)
Tempo de espera para realizagdo de cirurgia| 4+1,85 3,8+0,75 5+1,79 4,8+0,72
eletiva ortopédica pelo SUS (Anos) 2
Caracteristicas dos joelhos tratados
N° de joelhos tratados 10 10 11 10
S - - -
{\rlataddeosriamentes que tiveram ambos os joelhos 2 (25%) 4(66,7%) | 5(83.33%) | 4 (66,7%)
5 - - -
Rlata(ézlpamentes que tiveram apenas 1 joelho 6 (75%) 2 (33.3%) 1 (16,6%) 2 (33,3%)
N° de pacientes que possuiam OA primaria 0 0 o 0
(envelhecimento) * 4 (40%) 4 (40%) 8 (80%) 8 (80%)
N° de pacientes que possuiam OA secundaria 0 0 0 0
(acidente ou trauma) * 6 (60%) 6 (60%) 2 (20%) 2 (20%)
Classificacao da OA por radiografia (Kellgren Lawrence)
Grau 2 2 5 (50%) 4(40%) | 3(27,27%) | 2 (20%)
Grau 32 5 (50%) 6 (60%) | 5(4545%) | 5 (50%)
Grau 4 2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3(27,27%) 3 (30%)
Tratamentos anteriores ineficazes
Farmacoldgico 8 (100%) 6 (100%) 6 (100%) 6 (100%)
Cirurgia 2 2 (25%) 0 (0,0%) 2 (33,4%) 0 (0,0%)
Fisioterapia 2 (25%) 2 (33,4%) 2 (33,4%) 2 (33,4%)

Os valores de idade, peso, altura, peso inicial e IMC inicial foram expressos em médiatdesvpad. IMC — sobrepeso:
valores de 25 a 29,5 e obesidade 1: valores de 30 a 34,9. O individuo foi considerado idoso com >60 anos.Nos itens
com o n° sobre escrito 1, utilizou-se teste de quiquadrado , e com o n° 2 sobre escrito ultilizou-se ANOVA/Bonferroni ,
as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.

5.5. Comprovacao de multipoténcia das células tronco mesenquimais

As células utilizadas neste estudo possuiam capacidade de diferenciagdo em
células adipogénicas, osteogénicas e condrogénicas, o que foi confirmado pelas
coloracdes de Oil red O, Alizarin Red e Alcian Blue. Essas mesmas células expressaram,
no ensaio de imunofenotipagem, os marcadores CD105 e CD90 e ndo expressam CD34 e
CD133. Essas caracteristicas confirmam que as células utilizadas tratavam-se de CTM
derivadas do tecido adiposo. O tempo médio de cultivo das CTM para se atingir a

quantidade necessaria para o transplante foi de 56,33+15,08 dias.

5.6. Western Ontario McMaster Universities
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Os resultados dos questionarios WOMAC demonstraram que para o dominio dor a
videoartroscopia e 0 PRP ndo alteram (p>0,05) os escores (Figura 14A). Mas, houve uma
reducdo desse dominio em 23% e 28%, respectivamente, quando comparados 0S
momentos anterior a intervencdo e 6 meses apos a intervencdo (avaliacao inicial x final)
(Figura 3E). J& os grupos CTM+PRP e CTM apresentaram reducéo significativa (p<0,05)
quando comparadas as avaliagdes iniciais e finais (Figura 14A). As porcentagem de
reducdo do escore de intensidade de dor foram de 50 e 41% para os grupos CTM+PRP e
CTM, respectivamente (Figura 14E). ApGs 6 meses 0s pacientes que apresentavam maior
escore de dor (p<0,05) eram do grupo PRP.

Para o dominio rigidez a cirurgia de videoartroscopia e 0 PRP ndo alteraram
(p>0,05) os escores dos dois momentos de andlise (inicial e final) (Figura 14B) e as
porcentagens de melhora foram de apenas 5% e 29% (Figura 14E). Para os grupos
CTM+PRP e CTM houve melhora significativa (p<0,05) da rigidez (Figura 14B) e as
porcentagens de melhora foram de 67 e 47% para os grupos CTM+PRP e CTM,
respectivamente (Figura 3E). Para esse dominio o melhor tratamento foi o0 CTM+PRP
Visto que esse grupo apresentou a maior taxa de reducdo do score entre 0S grupos
(p<0,05) (Figura 14E).

Para o dominio atividade fisica a cirurgia de videoartroscopia e o PRP ndo
alteraram (p<0,05) os escores dos dois momentos de andlise (Figura 14C) e as
porcentagens de melhora foram de apenas 3% e 25%, respectivamente. Para 0s grupos
CTM+PRP e CTM houve melhora significativa (p<0,05) da atividade fisica (Figura 14C)
e as porcentagens de melhora foram de 41 e 38% para os grupos CTM+PRP e CTM,
respectivamente (Figura 14E). Para esse dominio os melhores tratamentos foram o
CTM+PRP e CTM. Entre esses dois protocolos ndo ha diferencas (p>0,05).

O indice geral do WOMAC, indicou que a cirurgia de videoartroscopia e o PRP
ndo melhoraram (p>0,05) os escores do antes e depois da intervencdo (Figura 14D) e as
porcentagens de melhora foram de 7% e 26% (Figura 14D). Para os grupos CTM+PRP e
CTM houve melhora significativa (p<0,05) global (Figura 14D) e as porcentagens de
melhora foram de 46 e 39%, respectivamente (Figura 14E). Para esse dominio o0s
melhores tratamentos foram o CTM+PRP e CTM. Entre esses dois protocolos ndo ha
diferencas (p>0,05).
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Figura 14 - Pontuacdo dos dominios do questionario WOMAC aplicado antes (inicial) e 6 meses apds as
intervencgdes (final). A) Score da intensidade da dor; B) Score da rigidez; C) Score da atividade fisica; D)
Score total WOMAC e E) Redugdo (%) dos scores dos dominios de WOMAC. Todos os valores foram
demonstrados em média + erro padrdo da média. Analise Estatistica: *Diferenca estatisticamente
significativa entre em as avaliacGes inicial e final (t-Student; p<0,05). Letras diferentes indicam diferengas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos na avaliagdo final (Anova/Bonferroni; p<0,05).

5.7. Escala Visual Analdgica de dor

Os valores de EVA reduziram em todos os grupos (Figura 15). No entanto, a
reducdo so foi significativa para grupos PRP, CTM+PRP e CTM. No Controle o score
inicial era de 6,3+1,15 e diminuiu (p>0,05) para 4,9+1,19 (22%); no PRP diminuiu
(p<0,05) de 7,6+1,57 para 5,6+0,69 (26%); no CTM+PRP diminuiu (p<0,05) de 8,6+1,17
para 3,6+1,71 (53%); e no CTM diminuiu (p<0,05) de 8,9+ 1,10 para 4,3+1,41 (52%)
(Figura 15). Para 0 EVA o melhor tratamento é 0o CTM+PRP.
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Figura 15- Pontuagdo da EVA aplicado antes e 6 meses ap0s das intervencdes. Os dados foram
demonstrados em meédia + erro padrdo da média.. Anélise Estatistica: *Diferenca estatisticamente
significativa entre em as avaliacGes inicial e final (t-Student; p<0,05). Letras diferentes indicam diferengas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos na avaliagao final (Anova/Bonferroni; p<0,05).

5.8. Short Form Health Survey 36

Os resultados do questionario SF-36 demonstraram que a capacidade funcional
aumentou (p<0,05) em todos os grupos (Figura 16A) quando comparados 0S momentos
anterior a intervencdo e 6 meses apos a intervencdo (avaliacdo inicial x final). A
videoartroscopia melhorou o dominio em 229%, o PRP em 318%, o transplante de
CTM+PRP em 343% e o transplante de CTM em 318% (Figura 16l1). Quando
comparados 0s pos-tratamento de todos os grupos verificou-se que o CTM+PRP é o
tratamento mais efetivo (p<0,05) (Figura 16A).

A limitacdo por aspecto fisico ndo se modificou apds a cirurgia de
videoartroscopia e a porcentagem de melhora foi de apenas 29%. No entanto, esse
dominio aumentou (p<0,05) em 71% no grupo PRP, em 154% para o grupo CTM+PRP e
em 138% para o grupo CTM (avaliacdo inicial x final) (Figura 16B e 161). Para esse
dominio o tratamento CTM+PRP apresentou o melhor resultado. Em segundo lugar esta
o tratamento com CTM (Figura 16B).

Para o dominio dor, a cirurgia de videoartroscopia nao resultou em melhora
significativa (p>0,05) apesar de ter uma melhoria de 17%. Ja o aumento (p<0,05) para o
PRP foi de 63%, para o0 CTM+PRP foi de 197% e para o0 CTM foi de 200% (avaliacdo
inicial x final) (Figura 16C e 161). O melhor tratamento para reducdo da dor foi o
CTM+PRP (Figura 16C).

Para o dominio estado geral de saude verificou-se que todos 0s grupos
apresentaram melhora (p<0,05) (Figura 16D). As porcentagens de melhoria foram da
ordem de 38, 63, 142 e 110% para os grupos Controle, PRP, CTM+PRP e CTM,
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respectivamente (avaliagdo inicial x final) (Figura 161). Para esse dominio o melhor
tratamento € o CTM+PRP (Figura 16D).

Para o dominio vitalidade verificou-se que todos 0s grupos apresentaram
melhora (p<0,05) (avaliacdo inicial x final) (Figura 16E). As porcentagens de melhoria
foram de 103, 278, 358 e 282% para os grupos Controle, PRP, CTM+PRP e CTM,
respectivamente (Figura 161). Para esse dominio o melhor tratamento foi o0 CTM+PRP
(Figura 16E).

Para o dominio aspectos sociais verificou-se que todos 0s grupos apresentaram
melhora (p<0,05) (avaliacdo inicial x final) (Figura 16F). As porcentagens de melhoria
foram de 44, 40, 124 e 73% para 0s grupos Controle, PRP, CTM+PRP e CTM,
respectivamente (Figura 161). Para esse dominio nao ha diferencas significativas entre os
tratamentos ap0s 6 meses da terapia celular (Figura 16F).

Para o dominio limitacdo por aspectos emocionais verificou-se que todos 0s
grupos apresentaram melhora (p<0,05) (avaliacdo inicial x final) (Figura 16G). As
porcentagens de melhoria foram de 58, 50, 92 e 83% para os grupos Controle, PRP,
CTM+PRP e CTM, respectivamente (Figura 161). Para esse dominio ndo ha diferencas
significativas entre os tratamentos apds 6 meses da terapia celular (Figura 16G).

Para o dominio saude mental verificou-se que todos 0s grupos apresentaram
melhora (p<0,05) (avaliacéo inicial x final) (Figura 16H). As porcentagens de melhoria
foram de 30, 77, 119 e 90% para os grupos Controle, PRP, CTM+PRP e CTM,
respectivamente (Figura 161). Para esse dominio o melhor tratamento foi o CTM+PRP
(Figura 16H).
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Aspectos fisicos 29% 71% 154% 138%
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Estado geral de Saude 38% 63% 142% 110%
Vitalidad 103% 278% 358% 282%
Aspectos sociais 44% 40% 124% 73%
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Figura 16 — Pontuacdo dos dominios do questionario SF-36 aplicado antes e 6 meses apds das intervengdes
A) Capacidade funcional; B) Limitacdo por aspectos fisicos; B) Dor; D) Estado geral de salde; E)
Vitalidade; F) Aspectos sociais; G) LimitagGes por aspectos emocionais; H) Saide mental e I) Aumento
(%) de scores dos dominios de SF-36 apds 6 meses das intervencdes dos grupos. A pontuacdo variou de 0
(zero) a 100 (cem), onde 0 = pior e 100 = melhor para cada dominio, foram demonstrados em média = erro
padrdo da média. Andlise Estatistica: *Diferenca estatisticamente significativa entre em as avaliacbes
inicial e final (t-Student; p<0,05). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre
os diferentes grupos na avaliacéo final (Anova/Bonferroni; p<0,05).

5.9. Analise do liquido sinovial

A quantificacdo de citocinas inflamatdrias presentes no liquido sinovial
demonstrou que no grupo Controle houve manutencao da citocina IL-1b (2%) e aumento
de 30% da IL-6, 113% da IL-8, 90% da IL-10, 99% da IL-12p70 e 38% da TNF. Porém,
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esses aumentos ndo foram estatisticamente significativos (p>0,05) (avaliacdo inicial x
final) (Figura 17 B-G).

No grupo PRP houve ligeiro aumento, apesar de ndo significativo (p>0,05), da
citocina IL-1b (11%), IL-10 (17%) e da IL-12p70 (13%). Observou-se também
diminuicdo de 42% da IL-6, 16% da IL-8 e 5% da TNF. Essas reducBes também néo
foram estatisticamente significativas (p>0,05) (avaliacéo inicial x final) (Figura 17 B-G).

No grupo CTM+PRP todas as citocinas diminuiram suas concentragcdes. Porém
somente as diminuicGes de IL-1b (46%), IL-6 (72%), IL-8 (50%) e TNF (46%) foram
estatisticamente significativas (p<0,05) (avaliacéo inicial x final) (Figura 17 B-G).

No grupo CTM, houve diminuigdo de 31% de IL-1b, 36% da IL-6, 31% da IL-8,
29% da IL-10, 30% da I1L-12p70 e 18% da TNF. Somente as reducdes de IL-1b e IL-8
foram estatisticamente significativas (p>0,05) (avaliacéo inicial x final) (Figura 17 B-G).

Ao fazer a comprar de todas as citocinas entre 0s grupos, 6 meses apds a
intervencdo, observou-se que ndo houve variagoes significativas (p>0,05) para IL-1b, IL-
10, IL-12p70. A IL-6, IL-8 e o TNF reduziram significativamente somente no grupo
CTM+PRP. Nos grupos PRP e CTM houve uma tendéncia a reducdo dessas mesmas

citocinas. No entanto, os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p>0,05).
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Figura 17 — Valores da quantificacdo de citocinas dos liquidos sinoviais coletados antes e 6 meses apos as
intervengdes. A) IL-1b; B) IL-6; C) IL=8; D) IL-10; E) IL-12p70; F) TNF e G) Porcentagem de variacéo
dos valores antes e 6 meses ap0s as intervengdes. + indica aumento da concentragdo. — indica reducdo da
concentragdo. Os valores foram apresentados em média + erro padrdo da meédia. Analise Estatistica:
*Diferenca estatisticamente significativa entre em as avalia¢@es inicial e final (t-Student; p<0,05). Letras
diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos na avaliacdo final
(Anova/Bonferroni; p<0,05).

Foi analisada também de forma macroscopica, a viscosidade, clarificacdo da
coloracdo e pureza do liquido sinovial, foi observado que houve uma melhora foi
evidente nas amostras coletadas dos grupos CTM+PRP, CTM seguido de PRP, sendo o
grau de melhora referente a ordem dos grupos citados.

Em relacdo aos resultados dos parametros analisados por ensaios enzimaticos e
colorimétricos do liquido sinovial coletado (Tabela 2), no grupo Controle houve um
aumento significativo (p<0,05) (avaliacdo inicial x final) de 79% de proteinas totais, 0s
demais pardmetros também aumentaram em 26% de Albumina/Globulina, 79% da
glicose, 34% de células polimorfonucleares, 13% de linfécitos e 8% de leucdcitos, porém

ndo apresentou significancia (p>0,05) (avaliacdo inicial x final).
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No grupo PRP, houve uma diminuicdo de 25% de proteinas totais, 9% de
Albumina/Globulina, 7% da glicose, 46% de células polimorfonucleares e 44% de
leucdcitos, e um aumento de 22% de linfécitos, porém essas variancias nao apresentaram
significancia estatistica (p>0,05) (avaliacéo inicial x final).

No grupo CTM+PRP, houve um aumento sem significancia de 10% de proteinas
x final) 47%

polimorfonucleares. Os demais parametros tiveram uma diminuicdo de 20% de

totais, e significativo (p<0,05) (avaliacdo inicial de células
Albumina/Globulina, 33% de linfocitos e 35% de leucdcitos, porém essas reducdes nao
apresentaram significancia estatistica (p>0,05) (avaliagdo inicial x final).

E no grupo CTM, houve um aumento de 48% de proteinas totais, 26% de
Albumina/Globulina, 40% de glicose, porém ndo apresentou significancia (p>0,05). E
diminuicdo de 43% de células polimorfonucleares, 7% de linfocitos e 63% de leucdcitos,
porém essas variancias nao apresentaram significancia estatistica (p>0,05) (avaliacdo

inicial x final).

Tabela 2- Dados dos parametros analisados por ensaios enzimaticos e colorimétricos do liquido sinovial

coletado

Parametros analisados Controle PRP CTM+PRP CTM
Proteinas totais Pré-tratamento 0,86+0,56 1,66+ 1,52 1,00 £0,54 0,87+0,81
(g/dL) Ap6s 6 meses 1,5410,42° | 1,24+0,99° 1.1£0,44° 1,29+0,45°
P 0,024* 0,830 0,057 0,072
Albumina/ Pré-tratamento |  1,38+0,60 1,82+1,06 1,83£,0,95 2,0220,75
g'/gtl’_‘;"”a Apbs 6 meses 1,740,417 | 1,6620,45° | 1,472027° | 2,551,777
p 0,450 0,061 0,371 0,562
Glicose Pré-tratamento 29,8+13,21 80,83+1,52 32,4+21,12 35,87+16,68
(g ) Apés 6 meses | 53,20£25,84° | 755£57,35° | 57,16+14,52° | 50,12+35,15°
P 0,015% 0,630 0,073 0,141
Células Pré-tratamento | 19,33+11,99 | 60,83 +11,05 | 2526 +28,33 | 43,62% 26,15
(P;o')imorfonuc'eares Apés 6 meses | 29,26+11,58° | 41,57%8,74° | 47,75+13,04° | 27,85+ 21,95°
P 0,859 0,290 0,015% 0,153
Linfocitos Pré-tratamento | 69,66+31,09 | 44,28 +2572 | 73,09+30,85 | 63,15+15,61
&) Apbs 6 meses 80213,69° 57+20,38° | 54,83+11,32° | 59,28+18,17°
P 0,983 0,395 0,721 0,561
Leucdcito Pré-tratamento | 50,37%33,62 47,28+23,17 43,10£28,01 65,16+28,40
(=) ApGs 6 meses | 54,66£3591° | 32,85:27,65° | 31,80+28,03° | 40+31,05°
P 0,812 0,333 0,409 0,378

Andlise Estatistica: *Diferenca estatisticamente significativa entre em as avaliagdes inicial e final (t-Student;
p<0,05). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos na

avaliacdo final (Anova/Bonferroni; p<0,05).
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5.10. Reac0es adversas

As reacdes adversas observadas foram leves e transitorias. Foram relatados
edema e dor em todos os pacientes apds a cirurgia de videoartroscopia, porém apos a
utilizacdo da medicagdo analgésica, repouso e crioterapia receitados houve melhora dos
quadros. Em relacdo a lipoaspiracdo, 5 pacientes relataram desconforto na regidao
submetida ao procedimento, estes receberam atendimento fisioterapéutico e aplicacédo de
tape compressivo no local, e obtiveram resolucdo do quadro algico. Quanto as aplicacdes
intra-articulares, o efeito adverso mais frequente foi uma dor leve e transitoria e pequeno
edema, provavelmente causada pelo volume injetado, sendo que 1 paciente apresentou
hematoma transitorio em toda regido frontal do joelho apés aplicacdo de CTM+PRP,
relacionamos este acontecimento ao fato de que esta paciente utilizava de forma cronica o
acido acetilsalicilico (AAS). E outro do mesmo grupo foi excluido do estudo devido a
presenca de edema, calor e dor intensa em um dos joelhos tratados 2 dias apos a
aplicacdo, o mesmo foi submetido a videoartroscopia novamente para a limpeza
extensiva da articulacdo com solucao fisioldgica, descartou-se contaminacdo por meio de
exames de imagem, hemograma e cultura bacterioldgica do liquido que estava na
articulacdo, relacionamentos este acontecimento a um acumulo de liquido fora da
cavidade articular, visto que a aplicacdo ndo foi realizada com o acompanhamento com

imagem de ultrassom.

6. DISCUSSAO

Os protocolos de terapia celular com CTM crescem cada vez mais devido aos
bons resultados que sdo alcancados para o tratamento de doencas que ndo possuem
terapéuticas eficazes na medicina tradicional (BACAKOVA et al., 2018; AL-
GHADBAN; BUNNELL, 2020). Esse fato tem direcionado uma maior atencéo a area da
medicina regenerativa (VASANTHAN et al., 2021). O tecido adiposo é uma fonte rica de
CTM e, por isso, diversos centros de estudos estdo desenvolvendo técnicas diferentes
para otimizacdo da manipulagéo deste tecido e do processo de extracdo das CTM. Dentre
as utilizadas recentemente podemos citar: (I) a desagregacao tecidual mecénica realizada
por ultrassom conhecida como protocolo Stromed (GIBBS et al., 2015); (lI) o kit
Lipogems®, dispositivo fechado que permite a separacdo e eliminacdo de sangue e
impurezas das amostras de lipoaspiracdo por lavagem e agitagdo extensivas apds a
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lipoaspirado ser fragmentado por esferas de aco presentes no interior do dispositivo
(COUGHLIN et al., 2017; CATTANEO et al., 2018; PANNI et al., 2018); (111) a lavagem
extensiva seguida de centrifugacao simples (ROATO et al., 2019); e (IV) a utilizagédo de
centrifuga que possuem circuitos fechados que sdo preparados rapidamente; mas, que
possuem alto custo (YOKOTA et al., 2017; ONOI et al., 2019). Todos esses métodos
permitem apenas a obtencgdo do estroma vascular fracionado (EVF) que é enriquecido em
pericitos e tem uma menor quantidade de células hematopoiéticas do que os lipoaspirados
enzimaticamente digeridos (BIANCHI et al., 2013; HUDETZ et al., 2017). Apesar da alta
rentabilidade, a quantidade de CTM presentes na fragdo vascular estromal destes novos
protocolos ainda é inferior a quantidade presente ap6s a digestdo com colagenase. Em um
estudo recente, comparou-se a eficacia do tratamento de OA com EVF e CTM, e foi
possivel observar que ha maior eficacia no tratamento de OA com CTM extraidas com
colagenase (YOKOTA et al., 2019).

Quando o objetivo principal é a obtencdo de CTM para a expansao in vitro, o
padrdo ouro é a desagregacdo do tecido adiposo por digestdo enzimatica com o uso de
colagenase (ZUK et al., 2001). Esse método permite um alto rendimento e viabilidade das
CTM presentes no EVF em relagdo aos outros métodos anteriormente descritos.
Trabalhos recentes em sua maioria optam por essa técnica (KOH, Y.-G. et al., 2013; PAK
et al., 2013; BUI et al., 2014; JO et al., 2014; FODOR; PAULSETH, 2015; KOH, Y.-G.
et al., 2015; KIM, Y. et al., 2016; PAK et al., 2016; PERS et al., 2016; BANSAL et al.,
2017; JO et al., 2017; HONG et al., 2018; SONG et al., 2018; SPASOVSKI et al., 2018).
Entretanto, a literatura ndo apresenta padronizacdo das concentragfes ou unidades de
colagenase utilizadas e nem do tempo de digestéo; fatores esses que podem interferir na
efetividade do protocolo escolhido (PAGANO et al., 2004) e na qualidade das células
cultivadas.

Por mais que estes protocolos sejam efetivos, ainda € necessaria a realizacdo da
padronizacdo do cultivo das CTM (ANVISA, 2017), para a obtencdo de uma quantidade
maior de células vidveis e com qualidade, devido a severidade da extensdo das lesdes
causadas pela OA (TRUONG; BUI; VAN PHAM, 2018). A preocupagdo com a
qualidade das células é notdria e ha relatos na literatura de que o aumento do tempo de
cultivo pode causar alteragdes. Como o cultivo deixa as células susceptiveis a eventos
extrinsecos (como a utilizagdo de diferentes meios de cultura e suplementos, diferentes

solucBes desagregantes, dentre outros), eles podem induzir senescéncia e reducdo da
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capacidade de proliferacéo e diferenciacdo celular (LEGZDINA et al., 2016; TRUONG,;
BUI; VAN PHAM, 2018; DEBNATH; CHELLURI, 2019). Também existe a
probabilidade de alteracBes genéticas, o que poderia afetar sua utilizacdo segura das CTM
em ensaios clinicos e terapias futuras (WANG, Y. et al., 2005; SPATH et al., 2010).

Como o presente estudo teve como um dos objetivos a obtencdo de CTM para
expansdo in vitro, foi utilizado o protocolo de digestdo enzimatica que estd padronizado
em nosso laboratério e que ja foram descritos em trabalhos anteriores(VIEIRA et al.,
2014; HERMETO, L. et al., 2015; HERMETO, L. et al., 2016; URT-FILHO et al., 2016;
DE CARVALHO SCHWEICH et al., 2017; PESARINI et al., 2017; PESARINI et al.,
2018; HERMETO, L. C. et al., 2020). A necessidade desta estapa clinica, foi garatir a
seguranca de futuras pesquisas com terapia celular. Diante dos resultados desta etapa,
observamos que a desagregacao enzimatica por tripsina ndo causa instabilidade gendmica
e nem reducdo da viabilidade celular. No entanto, é capaz de mudar a morfologia da
CTM a partir da 62 passagem. Essas mudangas interferem na capacidade de formagéo de
monocamada e aumento 0 tempo necessario para a confluéncia, o que indica perda da
homeostase celular. Assim, optamos pela utilizacdo das CTM cultivadas até a 5%
passagem em nossa etapa clinica de terapia celular.

Em relacdo aos resultados obtidos na etapa clinica desta pesquisa, foi possivel
analisar a eficacia de 3 novos tipos de terapia que estdo sendo utilizadas atualmente.
Entretanto, a forma de acdo nos eventos inflamatérios da OA ainda ndo sdo
completamente compreendidos. Diante de todas as andlises feitas entre os grupos, a
injecdo intra-articular de CTM+PRP demonstrou melhora em seus parametros, seguido
do grupo que utilizou somente CTM. Essas intervengdes alcancaram parametros
parecidos de melhora em seu questionario WOMAC e escala de EVA se comparados com
os dados apresentados na literatura atual (LEE, W. S. et al., 2019; LU et al., 2019),
indicando que este tratamento auxilia na melhora da funcionalidade destes pacientes,
proporcionando possibilidade de retorno as AVDs. Este retorno possibilitou uma melhora
também nos indices apresentados no questiondrio de qualidade de vida SF-36,
principalmente em relacdo a aspectos sociais, estado de satde geral, vitalidade e na saide
mental como um todo. Refor¢ando aqui que todas as intervencdes obtiveram melhora de
seus pacientes neste questionario. Acredita-se que o fato de o tempo de espera para a
realizacdo da cirurgia eletiva seja tdo grande, que todas as intervengdes aqui propostas a

estes pacientes, tenha grande valia frente a sua expectativa de melhora e recebimento de
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atencdo. E sabido que o acometimento por OA leva a incapacidade e também ao
desenvolvimento de quadros de depressdo em seus portadores, influenciando tanto na
piora deles, quanto no desenvolvimento de outras patologias concomitantes (SHARMA et
al., 2016). Portanto, saber que a utilizacdo de CTM+PRP e CTM pode possibilitar uma
melhora significativa destes pacientes, é de suma importancia para o tratamento desses
individuos e também para o Sistema Unico de Salde, visto que, quanto melhor for a
assisténcia médica e capacidade de resolucdo da terapia, menor serdo 0s gastos
necessarios, pois os retornos, as internacgdes e terapias frustradas serdo menores.

A cirurgia de videoartroscopia é o padrdo ouro disponivel hoje pela maioria dos
hospitais do Sistema Unico de Sadde. Este tipo de intervencdo propicia uma melhora na
dor, no nivelamento da cartilagem e no processo inflamatério agudo, porém ndo modifica
a qualidade das células nativas que se encontram em processo degenerativo como na OA.
Sabe- se que a OA esta associada ao desequilibrio fisiologico de degradacdo e sintese dos
condrdcitos, 0 que resulta em alteracdes na composicdo da matriz extracelular local
(NELSON et al., 2014). Essa degradacdo progressiva da cartilagem articular acontece
por meio de varios mecanismos de sinalizacdo que sdo apresentados e associados ao
aumento da dor, da disfuncdo (SCANZELLO et al., 2011) e devido a sensibilizacdo
periférica e central da dor (DIEPPE; LOHMANDER, 2005). Portanto, ao retornar a
producéo de liquido sinovial apds a videoartroscopia, 0 mesmo ainda ira conter citocinas
inflamatdrias e o0 novo tecido que sera estimulado a ser produzido ndo promovera a
regeneracdo do tecido cartilaginoso e sim a sua cicatrizacdo com um tecido diferente
(fibrocartilagem). Desta forma, ndo impedira o retorno da OA (COOPER; JAVAID;
ARDEN, 2014), visto que este novo tecido formado n&o possui qualidade suficiente, e o
paciente continuara mais susceptivel a recidivas e retorno da dor em curto prazo.

Os efeitos terapéuticos das CTM acontecem pela presenca de fatores troficos e
incluem granulécitos C; interleucinas-6, -7, -8 e -11; e fatores de crescimento como HGF,
VEGF, PGF, TGFp, FGF-2, (BROWN, 2018). A presenca desses componentes evidencia
sua capacidade de autorreplicacdo e diferenciacdo em outros tipos celulares (FUCHS et
al., 2013). Em certas doengas degenerativas, como OA, as CTM locais estdo esgotadas e
tém capacidade proliferativa e capacidade de diferenciacdo celular reduzidas (MURPHY
et al., 2002). Desta forma, a entrega sisttmica ou local de CTM a esses individuos pode,
portanto, melhorar o reparo ou inibir a perda progressiva do tecido articular. Esta

afirmacdo ja foi comprovada; a aplicagdo intra-articular de CTM melhorou a capacidade
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de regeneracdo, a capacidade funcional da articulagcdo e promoveu a reconstituicdo da
cartilagem na articulagcdo acometida pela OA (JO et al., 2017; SONG et al., 2018; LEE,
W. S. et al., 2019). Em estudos recentes foi possivel a verificacdo do resultado do
tratamento via analise histoldgica, comprovando que o tecido produzido pelo estimulo do
tratamento com CTM apresentava melhora morfofisiolégica e nenhum tipo de
proliferacdo tumoral , sendo a seguranca da terapia garantida (PERS et al., 2016;
ROATO et al., 2019). A conservacdo dos resultados também foram analisados apos 2
anos e a melhoria dos pacientes diminuiu pouco neste periodo quando comparados ao
inicio (KOH, Y.-G. et al., 2015; JO et al., 2017). Entretanto, foi salientado que quanto
maior o tamanho da lesdo meniscal e mais severo o estdgio de degeneracdo da
articulacdo, menores sdo os resultados obtidos, sendo necessario um maior nimero de
aplicacdes para um resultado duradouro e satisfatério (KOH, Y. G. et al., 2014; SONG et
al., 2018). O mesmo foi observado no estudo proposto, pois 0s pacientes que relataram
completa satisfacdo com o resultado possuiam graus menores de OA.

Um ponto a ser considerado € em relacdo aos componentes presentes no PRP, que
sdo, moléculas bioativas secretadas pelas células tronco hematopoéticas normalmente
presentes no sangue com funcdo de promover a comunicacdo intracelular e célula-
ambiente, fundamental na homeostase. Dentre esses componentes do PRP, a fibrina,
atuam como scaffold e € quimio-atrativo para migracdo de CTM diretamente para o local
da injuria e outras células para o tecido danificado (SUNDMAN et al., 2014), desta forma
a interacdo célula-ambiente-célula auxiliaria na homeostase local e proporcionaria uma
prevencao na apoptose das CTM transplantadas e dos condrdcitos presentes, uma maior
sintese de colageno tipo Il, agregan (RASHID; KWOH, 2019), melhor organizacdo da
matriz extracelular (BENNELL; HUNTER; PATERSON, 2017) e diferenciacdo
condrogénica. Assim, essa conjuncao de terapias agem melhor primeiramente no controle
da inflamacdo local e ap6s isto proporciona a diferenciacdo celular especifica necessaria
(VAN PHAM et al., 2013). Estudos recentes tem comprovado a eficacia desta adi¢éo
(BANSAL et al., 2017; PAK et al., 2018). Nossos resultados também demonstraram uma
tendéncia de melhora dos pacientes que foram tratados com CTM+PRP em relacdo as
outras intervengdes. Entretanto, maiores avaliagdes dos pacientes com exame de imagem
e/ou biopsia seriam necessarias para esta afirmacao.

Em relacdo a patogénese da OA a literatura destaca a predominancia da IL-6, IL-
1B e TNF (WANG, T.; HE, 2018). Em nossos resultados podemos observar que houve
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decréscimo dos niveis de todas as citocinas analisadas principalmente do TNF, nos
tratamentos que utilizaram as CTM. Essas interleucinas tém o capacidade de ativar
multiplas vias inflamatorias podendo aumentar gravidade da doenca, inchago das
articulaces e destruicdo da cartilagem, tudo isso por meio de um aumento de secre¢édo de
metaloproteinases da matriz, prostaglandinas e inibicdo da sintese de proteoglicanos e
colageno tipo Il (WANG, T.; HE, 2018). Possibilitar a reducdo de todas essas citocinas
no ambiente articular interrompe o circulo vicioso pro-degenerativo, retardando a
progressdo da doenca e restaurando a homeostase do tecido (SIQUEIRA et al., 2017). A
IL-10 possui propriedades anti-inflamatdrias e € comumente associada a um papel
condroprotetor e anti-inflamatério na OA (SARAIVA; O'GARRA, 2010;
WOJIDASIEWICZ; PONIATOWSKI; SZUKIEWICZ, 2014). Seus altos niveis agem
como uma tentativa compensatdria para diminuir o ambiente inflamatorio, desta forma, a
diminuicdo nos niveis de IL-10 aqui observada, pode ser interpretada como uma
tendéncia ao controle da inflamacgéo local. Embora algumas citocinas tenham mostrado
alteracdes significantes (IL-6,IL-8 e TNF), o pequeno tamanho da amostra e quantidade
diferentes dos niveis de citocinas entre os doadores podem ser uma razdo para a falta de
diferenca estatistica.

Outra analise que realizamos foi a do liquido sinovial. E sabido que este liquido
estd diretamente em contato com todas as estruturas da articulagdo e reage
instantaneamente a todos os distdrbios musculoesqueléticos que ali acometem, mudando
suas caracteristicas fisico-quimicas (HUANG, X., 2018). Essas mudancas aparecem
muitas vezes antes do desenvolvimento de certo quadro clinico, podendo servir como
uma espécie de indicador da atividade vital das articulagdes e dar as informagdes mais
precisas sobre seu estado atual. Do ponto de vista bioguimico, nossos resultados
mostraram uma mudanc¢a em sua composicdo macroscopica em direcdo a um perfil anti-
inflamat6rio e, portanto, sdo consistentes com as melhorias clinicas observadas.
Entretanto maiores verificacbes devem ser realizadas para completa afirmagdo desta

hipétese.

7. CONCLUSAO

Diante dos resultados, € possivel concluir que as terapias com CTM+PRP e
apenas CTM sdo seguras e efetivas para a melhora do quadro algico, da capacidade
funcional e da inflamacdo articular em pacientes com OA n&o responsiva ao tratamento
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conservador. Com isso, considera-se o uso de CTM+PRP como uma alternativa
promissora no auxilio do manejo dessa doenga, visto que com todos os resultados a
maioria dos pacientes retornou as suas AVDs. O potencial de possibilitar o controle
inflamatdrio articular das CTM age como uma prevencao a progressao desta patologia em
casos de OA em graus iniciais. J& em graus mais avancados esta terapia poderia ser
utilizada para postergar a colocacdo da protese total de joelho, alternativa esta que gera

altos custos ao SUS e ndo esta ao alcance da populacdo em todos os hospitais publicos.
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ANEXO A - GRUPO CONTROLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/TCLE
Prezado(a) Senhor(a)

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “Efeitos da terapia celular,
com células tronco mesenquimais do tecido adiposo, e do infiltrado de plasma rico em
plaquetas no tratamento da osteoartrite ndo responsiva ao tratamento medicamentoso”.
Vocé tem tempo para refletir, e a decisdo final se gostaria ou ndo de participar da
pesquisa € sua. Lembre-se que, a medida que surgirem dividas, vocé podera perguntar

ao pesquisador responsavel.

Este estudo sera conduzido pelos pesquisadores Laynna de Carvalho Schweich,
Roberto Antoniolli Silva, Andréia Concei¢do Milan Brochado Antoniolli Silva e
Rodrigo Juliano Oliveira e visa conhecer os efeitos da aplicagdo das células-tronco
mesenquimais e plasma rico em plaquetas na articulagdo do joelho. Atualmente, a
osteoartrite ¢ uma importante questdo de saude publica, principalmente em fungéo das
complicagdes decorrentes da mesma. Logo, ha que se lancar mao de novos
conhecimentos que possam ser mais efetivos, em especial na melhora do quadro da
osteoartrite, buscando o beneficio para o paciente. Caso a pesquisa seja um sucesso, a
populag@o podera ser beneficiada com novos tratamentos (mais efetivos) para pacientes

debilitados pela osteoartrite.

Nesta pesquisa em especifico, os quarenta pacientes com diagnostico de
osteoartrite e indicagdo para cirurgia ortopédica, que ja tiverem realizados os exames de
risco cirurgico serdo convidados a realizar a cirurgia de artroscopia de joelho. No
primeiro momento sera realizada a avaliagdo da articulagdo por exame de imagem
(ressonancia magnética) e depois serdo aplicados questionarios de qualidade de vida e
condigdo clinica, a fim de, coletar detalhes sobre a forma como esta patologia esta
agravando a qualidade de vida do paciente. Ressaltando que o exame de imagem e a
aplicagdo dos questionarios acontecerdo também ao fim do estudo, ambos no
Ambulatério de Ortopedia do HUMAP/EBSERH.
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Quanto aos riscos relacionados ao procedimento cirurgico propriamente dito a
cirurgia € de pequeno porte, sendo realizada por video, por uma equipe competente e
experiente. Porém como qualquer procedimento invasivo pode haver possiveis reagdes
no pos-operatorio tais como, hematomas, calor persistente ou vermelhiddo ao redor do
joelho, quadro algico persistente e edema na regido da articulagdo acometida.
Ressaltando que a equipe que compde esta pesquisa é qualificada o suficiente para a

realizac@o destes procedimentos.

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 que toda
e qualquer prestagdo de assisténcia acontecera sem Onus 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. Ainda, fique sabendo
que se vocé aceitar participar, podera 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 indenizagao

caso ocorra qualquer tipo de dano decorrente da participacdo desta pesquisa.

Nao participam da pesquisa pessoas menores de 18 anos. Nao havera qualquer
compensagao 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 osteoartrite por alternativas inovadoras e mais eficientes.
Sendo assim de suma importancia a confidencialidade dos dados e resultados obtidos
nesse estudo, até que sejam analisados e publicados em revistas, jornais, eventos, teses,
salientando que em nenhum momento serdo divulgados nomes, ou seja, os dados da
pesquisa sdo andnimos e apenas o pesquisador e vocé, terdo acesso a este documento

em que consta 0 seu nome.

Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para Laynna de Carvalho
Schweich, telefone (67) 8109-2423 ou (67) 3356-2580, Roberto Antoniolli Silva (67)
Rodrigo Juliano Oliveira (67) 8417-6510.
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Para perguntas sobre seus direitos como participante no estudo vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFMS, no telefone
(67)3345-7187.

Como ja informado, sua participagdo no estudo € voluntaria. Caso nao queira

participar da pesquisa, vocé ndo 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 da pesquisa

Assinatura do Participante da pesquisa

Data / /  Telefone (opcional)

Assinatura do pesquisador responsavel

Laynna de Carvalho Schweich

Data £
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ANEXO B - GRUPO PRP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/TCLE
Prezado(a) Senhor(a)

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “Efeitos da terapia celular,
com células tronco mesenquimais do tecido adiposo, e do infiltrado de plasma rico em
plaquetas no tratamento da osteoartrite ndo responsiva ao tratamento medicamentoso”.
Vocé tem tempo para refletir, e a decisdao final se gostaria ou ndo de participar da
pesquisa é sua. Lembre-se que, a medida que surgirem dividas, vocé podera perguntar

ao pesquisador responsavel.

Este estudo sera conduzido pelos pesquisadores Laynna de Carvalho Schweich,
Roberto Antoniolli Silva, Andréia Concei¢do Milan Brochado Antoniolli Silva e
Rodrigo Juliano Oliveira e visa conhecer os efeitos da aplicagdo das células-tronco
mesenquimais e plasma rico em plaquetas na articulagdo do joelho. Atualmente, a
osteoartrite ¢ uma importante questdo de satide publica, principalmente em fungdo das
complicagdes decorrentes da mesma. Logo, hd que se lancar mao de novos
conhecimentos que possam ser mais efetivos, em especial na melhora do quadro da
osteoartrite, buscando o beneficio para o paciente. Caso a pesquisa seja um sucesso, a
populag@o podera ser beneficiada com novos tratamentos (mais efetivos) para pacientes

debilitados pela osteoartrite.

Nesta pesquisa em especifico, os quarenta pacientes com diagnostico de
osteoartrite e indicagdo para cirurgia ortopédica, que ja tiverem realizados os exames de
risco cirurgico serdo convidados a realizar a cirurgia de artroscopia de joelho. No
primeiro momento sera realizada a avaliagdo da articulagdo por exame de imagem
(ressonancia magnética) e depois serdo aplicados questionarios de qualidade de vida e
condigdo clinica, a fim de, coletar detalhes sobre a forma como esta patologia esta
agravando a qualidade de vida do paciente. Ressaltando que o exame de imagem e a
aplicagdo dos questionarios acontecerdo também ao fim do estudo, ambos no
Ambulatério de Ortopedia do HUMAP/EBSERH.

Durante o procedimento cirurgico, sera coletado sangue do paciente para
processamento e separagdo do plasma, ao final da artroscopia sera realizada a aplicagao

de PRP com volume total méximo de 4mL na articulagdo. Todo o procedimento de
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manuseio do material bioldgico sera realizado em ambiente e condigdes estéreis, afim

de que eventos de contamina¢@o do mesmo ndo acontegam.

Como qualquer procedimento invasivo apds a realizagdo da videoartroscopia
pode haver possiveis reagdes no pos-operatorio tais como, hematomas, calor persistente
ou vermelhiddo ao redor do joelho, quadro algico persistente e edema na regido da
articulagdo acometida. Ja em relagdo ao infiltrado de plasma rico em plaquetas, a
literatura consultada ndo indica nenhum risco ou efeito adverso visto que o material é
aut6logo, ou seja, do retirado e transplantado para o proprio paciente. Ressaltando que a
equipe que compde esta pesquisa é qualificada o suficiente para a realizagdo destes

procedimentos.

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 acontegam. Ressaltando que toda
e qualquer prestacdo de assisténcia acontecera sem Onus de qualquer espécie ao
participante. E de responsabilidade do pesquisador e do HUMAP/EBSERH, a
realizacao de todo e qualquer forma de suporte ao participante. Ainda, fique sabendo
que se vocé aceitar participar, podera 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 indenizagao

caso ocorra qualquer tipo de dano relacionado a esta pesquisa.

Nao participam da pesquisa pessoas menores de 18 anos. Nao havera qualquer
compensagao 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 osteoartrite por alternativas inovadoras e mais eficientes.
Sendo assim de suma importancia a confidencialidade dos dados e resultados obtidos
nesse estudo, até que sejam analisados e publicados em revistas, jornais, eventos, teses,
salientando que em nenhum momento serdo divulgados nomes, ou seja, os dados da
pesquisa sdo anénimos e apenas o 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 Laynna de Carvalho
Schweich, telefone (67) 8109-2423 ou (67) 3356-2580, Roberto Antoniolli Silva (67)
Rodrigo Juliano Oliveira (67) 8417-6510. Para perguntas sobre seus direitos como
participante no estudo vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFMS, no telefone (67)3345-7187.

Como ja informado, sua participagdo no estudo é voluntaria. Caso ndo 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 voluntério a fazer parte deste estudo. Declaro que
estou recebendo uma via assinada deste termo de consentimento.

Nome do Participante da pesquisa

Assinatura do Participante da pesquisa

Data_ / /  Telefone (opcional)

Assinatura do pesquisador responsavel

Laynna de Carvalho Schweich

Data  / /
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ANEXO C - GRUPO CTM+PRP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/TCLE
Prezado(a) Senhor(a)

Gostariamos de convida-lo a participar da pesquisa “Efeitos da terapia celular,
com células tronco mesenquimais do tecido adiposo, e do infiltrado de plasma rico em
plaquetas no tratamento da osteoartrite ndo responsiva ao tratamento medicamentoso”.
Vocé tem tempo para refletir, e a decisdo final se gostaria ou ndo de participar da
pesquisa é sua. Lembre-se que, a medida que surgirem davidas, vocé podera perguntar

ao pesquisador responsavel.

Este estudo sera conduzido pelos pesquisadores Laynna de Carvalho Schweich,
Roberto Antoniolli Silva, Andréia Concei¢do Milan Brochado Antoniolli Silva e
Rodrigo Juliano Oliveira e visa conhecer os efeitos da aplicagdo das células-tronco
mesenquimais e plasma rico em plaquetas na articulagdo do joelho. Atualmente, a
osteoartrite ¢ uma importante questdo de saude publica, principalmente em fungdo das
complicagdes decorrentes da mesma. Logo, hd que se lancar mao de novos
conhecimentos que possam ser mais efetivos, em especial na melhora do quadro da
osteoartrite, buscando o beneficio para o paciente. Caso a pesquisa seja um sucesso, a
populag@o podera ser beneficiada com novos tratamentos (mais efetivos) para pacientes

debilitados pela osteoartrite.

Nesta pesquisa em especifico, os quarenta pacientes com diagnostico de
osteoartrite com indicac¢do para cirurgia ortopédica, que ja tiverem realizados os exames
de risco cirargico serdo convidados a realizar a cirurgia de artroscopia de joelho no
Ambulatorio de Ortopedia (HUMAP/EBSERH) para separagdo do plasma e uma
amostra de 100mL de gordura abdominal, por lipoaspiragdo, junto ao Centro Ciriirgico
(HUMAP/EBSERH) com pelo menos 45 dias anteriores a data da cirurgia. Sendo
assim, caso decida participar desta pesquisa, no momento de seu procedimento cirurgico
as suas células de gordura estdo prontas para o transplante. Refor¢o a ideia de que vocé
nao esta sendo convidado(a) a fazer o procedimento cirurgico completo de lipoaspiragao

abdominal, e sim, consentindo que algumas de suas células de gordura sejam coletadas
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de uma determinada regido abdominal. O material sera encaminhado ao Centro de
Estudos em Células Tronco, Terapia Celular e Genética Toxicoldgica
(CeTroGen/HUMAP/EBSERH) para adequado processamento e cultivo, formando

assim um biorrepossitorio para o desenvolvimento da pesquisa.

No primeiro momento sera realizada a avaliagdo da articulagdo por exame de
imagem (ressonancia magnética) e depois serdo aplicados questionarios de qualidade de
vida e condigdo clinica, a fim de, coletar detalhes sobre a forma como esta patologia
esta agravando a qualidade de vida do paciente. Ressaltando que o exame de imagem e
a aplicacdo dos questionarios acontecerdo também ao fim do estudo, ambos no
Ambulatério de Ortopedia do HUMAP/EBSERH.

Durante o procedimento cirurgico, sera coletado sangue do paciente para
processamento e separagdo do plasma, ao final da artroscopia sera realizada a aplicagdo
de PRP com volume total maximo de 4mL na articulagdo. Todo o procedimento de
manuseio e processamento do material biologico sera realizado em ambiente e

condigdes estéreis, afim de que eventos de contaminagdo do mesmo ndo acontegam.

Como qualquer procedimento invasivo apds a realizagdo da videoartroscopia
pode haver possiveis reagdes no pos-operatorio tais como, hematomas, calor persistente
ou vermelhiddo ao redor do joelho, quadro algico persistente e edema na regido da
articulagdo acometida. Ja na lipoaspiragdo podemos observar em certos casos edema
prolongado, alteragdes na sensibilidade da pele, infecgdes locais, reagdes alérgicas,
taquicardia e embolia gordurosa. Em relacdo ao transplante das células tronco e do
plasma rico em plaquetas, a literatura consultada ndo indica nenhum risco ou efeito
adverso visto que o material é autdlogo, ou seja, do retirado e transplantado para o
proprio paciente. Vale ressaltar que a equipe que compde esta pesquisa € qualificada o

suficiente para a realiza¢@o destes procedimentos.

Caso algum desses eventos acontecerem 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. Ressaltando que toda e qualquer prestagao
de assisténcia acontecera sem oOnus de qualquer espécie ao participante. E de
responsabilidade do pesquisador e do HUMAP/EBSERH, a realizagdo de todo e

qualquer forma de suporte ao participante.
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Ainda, fique sabendo que se vocé aceitar participar podera 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 indenizagdo caso ocorra qualquer tipo de dano relacionado a esta pesquisa.

Nao participam da pesquisa pessoas menores de 18 anos. Nao havera qualquer
compensag¢do 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 osteoartrite por alternativas inovadoras e mais eficientes.
Sendo assim de suma importancia a confidencialidade dos dados e resultados obtidos
nesse estudo, até que sejam analisados e publicados em revistas, jornais, eventos, teses,
salientando que em nenhum momento serdo divulgados nomes, ou seja, os dados da
pesquisa sdo anénimos e apenas o pesquisador e vocé, terdo acesso a este documento

em que consta 0 seu nome.

Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para Laynna de Carvalho
Schweich, telefone (67) 8109-2423 ou (67) 3356-2580, Roberto Antoniolli Silva (67)
Rodrigo Juliano Oliveira (67) 8417-6510. Para perguntas sobre seus direitos como
participante no estudo vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da UFMS, no telefone (67)3345-7187.

Como ja informado, sua participagdo no estudo é voluntaria. Caso ndo queira

participar da pesquisa, vocé ndo 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 da pesquisa

Assinatura do Participante da pesquisa

Data__ / /  Telefone (opcional)
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Assinatura do pesquisador responsavel

Laynna de Carvalho Schweich

Data /[
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ANEXO D - GRUPO CTM

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO/TCLE
Prezado(a) Senhor(a)

Gostariamos de convidéa-lo a participar da pesquisa “Efeitos da terapia celular,
com células tronco mesenquimais do tecido adiposo, e do infiltrado de plasma rico em
plaquetas no tratamento da osteoartrite ndo responsiva ao tratamento medicamentoso”.
Vocé tem tempo para refletir, e a decisdo final se gostaria ou nao de participar da
pesquisa é sua. Lembre-se que, a medida que surgirem dividas, vocé podera perguntar

ao pesquisador responsavel.

Este estudo sera conduzido pelos pesquisadores Laynna de Carvalho Schweich,
Roberto Antoniolli Silva, Andréia Concei¢do Milan Brochado Antoniolli Silva e
Rodrigo Juliano Oliveira e visa conhecer os efeitos da aplicagdo das células-tronco
mesenquimais e plasma rico em plaquetas na articulagdo do joelho. Atualmente, a
osteoartrite ¢ uma importante questdo de saude publica, principalmente em fung¢do das
complicagdes decorrentes da mesma. Logo, ha que se lancar mao de novos
conhecimentos que possam ser mais efetivos, em especial na melhora do quadro da
osteoartrite, buscando o beneficio para o paciente. Caso a pesquisa seja um sucesso, a
populagdo podera ser beneficiada com novos tratamentos (mais efetivos) para pacientes

debilitados pela osteoartrite.

Nesta pesquisa em especifico, os quarenta pacientes com diagnostico de
osteoartrite e indicagdo para cirurgia ortopédica, que ja tiverem realizados os exames de
risco cirirgico e com cirurgia marcada, serdo convidados a coleta uma bolsa de sangue,
junto ao Hemocentro (HUMAP/EBSERH) para separagdo do plasma e uma amostra de
100mL de gordura abdominal, por lipoaspiragdo, junto ao Centro Cirargico
(HUMAP/EBSERH) com pelo menos 45 dias anteriores a data da cirurgia. Sendo
assim, caso decida participar desta pesquisa, no momento de seu procedimento cirtrgico
as suas células de gordura estdo prontas para o transplante. Refor¢o a ideia de que vocé
ndo esta sendo convidado(a) a fazer o procedimento cirargico completo de lipoaspiragao

abdominal, e sim, consentindo que algumas de suas células de gordura sejam coletadas
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de uma determinada regido abdominal. O material sera encaminhado ao Centro de
Estudos em Células Tronco, Terapia Celular e Genética Toxicoldgica
(CeTroGen/HUMAP/EBSERH) para adequado processamento e cultivo, formando
assim um biorrepossitorio para o desenvolvimento da pesquisa. Todo o procedimento de
manuseio do material bioldgico sera realizado em ambiente e condi¢des estéreis, afim

de que eventos de contamina¢do do mesmo ndo aconte¢am.

No primeiro momento sera realizada a avaliagdo da articulagdo por exame de
imagem (ressonancia magnética) e depois serdo aplicados questionarios de qualidade de
vida e condigdo clinica, a fim de, coletar detalhes sobre a forma como esta patologia
esta agravando a qualidade de vida do paciente. Ressaltando que o exame de imagem e
a aplicagdo dos questionarios acontecerdo também ao fim do estudo, ambos no
Ambulatério de Ortopedia do HUMAP/EBSERH.

Como qualquer procedimento invasivo apés a realizagdo da videoartroscopia
pode haver possiveis reagdes no pos-operatorio tais como, hematomas, calor persistente
ou vermelhiddo ao redor do joelho, quadro algico persistente e edema na regido da
articulagdo acometida. Na lipoaspiragdo podemos observar em certos casos edema
prolongado, alteragdes na sensibilidade da pele, infecgdes locais, reagdes alérgicas,
taquicardia e embolia gordurosa. Ja em relagdo ao transplante das células tronco, a
literatura consultada ndo indica nenhum risco ou efeito adverso visto que o material é
autdlogo, ou seja, do retirado e transplantado para o proprio paciente. Vale ressaltar que
a equipe que compde esta pesquisa ¢ qualificada o suficiente para a realizagdo destes

procedimentos.

Caso algum desses eventos acontecerem a equipe estard prontamente a postos caso seja
necessario, sendo direito do participante receber assisténcia ¢ acompanhamento especializado de
forma integral, pelo tempo que for necessario. Ressaltando que toda e qualquer prestagao
de assisténcia acontecerda sem oOnus de qualquer espécie ao participante. E de
responsabilidade do pesquisador e do HUMAP/EBSERH, a realizagdo de todo e

qualquer forma de suporte ao participante.
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Ainda, fique sabendo que se vocé aceitar participar, podera 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 indenizagdo caso ocorra qualquer tipo de dano relacionado a esta pesquisa.

Nao participam da pesquisa pessoas menores de 18 anos. Nao havera qualquer
compensag¢do 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 osteoartrite por alternativas inovadoras e mais eficientes.
Sendo assim de suma importancia a confidencialidade dos dados e resultados obtidos
nesse estudo, até que sejam analisados e publicados em revistas, jornais, eventos, teses,
salientando que em nenhum momento serdo divulgados nomes, ou seja, os dados da
pesquisa sdo anénimos e apenas o pesquisador e vocé, terdo acesso a este documento

em que consta 0 seu nome.

Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para Laynna de Carvalho
Schweich, telefone (67) 8109-2423 ou (67) 3356-2580, Roberto Antoniolli Silva (67)
Rodrigo Juliano Oliveira (67) 8417-6510. Para perguntas sobre seus direitos como
participante no estudo vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFMS, no telefone (67)3345-7187.

Como ja informado, sua participagdo no estudo é voluntaria. Caso ndo queira

participar da pesquisa, vocé ndo 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 voluntério a fazer parte deste estudo. Declaro que
estou recebendo uma via assinada deste termo de consentimento.

Nome do Participante da pesquisa

Assinatura do Participante da pesquisa

Data_ / /  Telefone (opcional)
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Assinatura do pesquisador responsavel

Laynna de Carvalho Schweich

Data / /
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ANEXO E

Indice WOMAC para Osteoartrite !

INSTRUCOES PARA OS PACIENTES
Nas secdes A, B e C as perguntas serdo feitas da seguinte forma e vocé devera respondé-las
colocando um “X” em um dos quadrados.

NOTA:
1. Se vocé colocar o ”X” no quadrado da extrema esquerda, ou seja:
Nenhuma [ Pouca [J Moderada (] Intensa [ Muito intensa [

Entio vocé esta indicando que vocé nio tem dor.

2. Se vocé colocar o “X” no quadrado da extrema direita, ex.:
Nenhuma [J Pouca [J Moderada [ Intensa 71 Muito intensa [
Entio vocé esta indicando que sua dor é muito intensa.

3. Por favor, observe:

a. Que quanto mais a direita vocé colocar o “X”, maior a dor que vocé esté sentindo.

b. Que quanto mais a esquerda vocé colocar o “X”, menor a dor que vocé esta sentindo.

c. Favor nao coloque o “X” fora dos quadrados. Vocé sera solicitado a indicar neste tipo de escala a
intensidade de dor, rigidez ou incapacidade que vocé esta sentindo. Por favor lembre que quanto mais a
direita vocé colocar o “X”, vocé esta indicando que esta sentindo maior dor, rigidez ou incapacidade.

SECAO A

INSTRUC()ES PARA OS PACIENTES

As perguntas a seguir se referem a intensidade da dor que vocé estd atualmente sentindo devido a artrite
de seu joelho. Para cada situacdo, por favor, coloque a intensidade da dor que sentiu nas tltimas 72 horas
(Por favor, marque suas respostas com um “X”).

Pergunta: Qual a intensidade da sua dor?
1-Caminhando em um lugar plano.
Nenhuma | Pouca [J Moderada

Intensa "] Muito intensa [
2- Subindo ou descendo escadas.
Nenhuma [J Pouca [J Moderada [J Intensa [J  Muito intensa [J
3- A noite deitado na cama.
Nenhuma [J Pouca [J Moderada [ Intensa [1  Muito intensa [

4-Sentando-se ou deitando-se.
Nenhuma [ Pouca [ Moderada [ Intensa [ Muito intensa [

5- Ficando em pé.
Nenhuma [ Pouca [ Moderada [ Intensa '] Muito intensa [

SECAO B

INSTRUCOES PARA OS PACIENTES

As perguntas a seguir se referem a intensidade de rigidez nas juntas (ndo dor), que vocé esta atualmente
sentindo devido a artrite em seu joelho nas ultimas 72 horas. Rigidez é uma sensacdo de restricdo ou
dificuldade para movimentar suas juntas (Por favor, marque suas respostas com um “X”).
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1. Qual ¢é a intensidade de sua rigidez logo apés acordar de manha? 2
Nenhuma [ Pouca | Moderada [ Intensa Muito intensa [

2. Qual é a intensidade de sua rigidez apds se sentar, se deitar ou repousar no decorrer do dia?
Nenhuma [ Pouca [J Moderada [ Intensa ©1  Muito intensa []

SECAO C

INSTRUC()ES PARA OS PACIENTES

As perguntas a seguir se referem a sua atividade fisica. Nos chamamos atividade fisica, sua capacidade de
se movimentar e cuidar de vocé mesmo(a). Para cada uma das atividades a seguir, por favor, indique o
grau de dificuldade que vocé esta tendo devido a artrite em seu joelho durante as ultimas 72 horas (Por
favor, marque suas respostas com um “X”).

Pergunta: Qual o grau de dificuldade que vocé tem ao:
1- Descer escadas.
Nenhuma [] Pouca [ Moderada [ Intensa || Muito intensa [

2-Subir escadas.
Nenhuma [J Pouca | Moderada [ Intensa Muito intensa [

3-Levantar-se estando sentada,
Nenhuma [] Pouca [ Moderada [ Intensa |  Muito intensa [

4- Ficar em pé.
Nenhuma [] Pouca [] Moderada [ Intensa [  Muito intensa [

5- Abaixar-se para pegar algo.
Nenhuma [ Pouca [ Moderada [ Intensa "] Muito intensa [

6- Andar no plano.
Nenhuma [ Pouca [ Moderada [ Intensa ] Muito intensa [

7- Entrar e sair do carro.
Nenhuma [J Pouca [] Moderada [ Intensa [1  Muito intensa [

8- Ir fazer compras.
Nenhuma [ Pouca [J Moderada [ Intensa ] Muito intensa [J

|

9- Colocar meias.
Nenhuma [ Pouca [ Moderada [ Intensa " Muito intensa [

10- Levantar-se da cama.
Nenhuma [ Pouca [ Moderada [ Intensa ] Muito intensa [

11- Tirar as meias.
Nenhuma [ Pouca [J Moderada [ Intensa ] Muito intensa [

12- Ficar deitado na cama.
Nenhuma [J Pouca [J Moderada [ Intensa [1  Muito intensa [

13- Entrar e sair do banho.



Nenhuma [ Pouca [ Moderada [

14 - Se sentar.
Nenhuma [ Pouca [ Moderada |

15- Sentar e levantar do vaso sanitario.

Nenhuma [] Pouca [] Moderada [

16- Fazer tarefas domésticas pesadas.
Nenhuma [] Pouca Moderada

17- Fazer tarefas domésticas leves.

Nenhuma [J Pouca [ Moderada [

Intensa |

Intensa |

Intensa [

Intensa

Intensa

OBRIGADA POR RESPONDER ESTE QUESTIONARIO

Muito intensa [

Muito intensa [

Muito intensa

Muito intensa

Muito intensa

]
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ANEXO F
Escala Visual Analdgica de Dor (EVA)

wE—i IMODERADAS  —TNTENS A
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ANEXO G

Versio Brasileira do Questionario de Qualidade de Vida -SF-36

1- Em geral vocé diria que sua satude é:

Excelente Muito Boa Boa Ruim Muito Ruim
1 2 3 4 5
2- Comparada ha um ano atras, como vocé se classificaria sua idade em geral, agora?
Muito Melhor | Um Pouco Melhor | Quase a Mesma | Um Pouco Pior | Muito Pior
1 2 3 4 5

3- Os seguintes itens sdo sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante um dia
comum. Devido a sua satde, vocé teria dificuldade para fazer estas atividades? Neste caso,

quando?
.y Sim, dificulta | Sim, dificulta | 2% 130
Atividades s ? dificulta de
muito um pouco
modo algum

a) Atividades Rigorosas, que exigem
muito esforgo, tais como correr,

: o 1 2 3
levantar objetos pesados, participar em
esportes arduos.
b) Atividades moderadas, tais como
mover uma mesa, passar aspirador de 1 2 3
po, jogar bola, varrer a casa.
c) Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3
d) Subir varios lances de escada 1 2 3
€) Subir um lance de escada 1 2 3
f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar- 1 2 3
se
g) Andar mais de 1 quilometro 1 2 3
h) Andar varios quarteirdes 1 2 3
i) Andar um quarteirdo 1 2 3
j) Tomar banho ou vestir-se 1 2 3

4- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho
ou com alguma atividade regular, como conseqiiéncia de sua saude fisica?
Sim Nio
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades. 1 2
d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras atividades (p. 1 2
ex. necessitou de um esforgo extra).
5- Durante as tltimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu trabalho

ou outra atividade regular diaria, como conseqiiéncia de algum pro
se sentir deprimido ou ansioso)?

blema emocional (como

Sim Nao
a) Vocé diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c¢) Nao realizou ou fez qualquer das atividades com tanto cuidado 1 2

como geralmente faz.
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6- Durante as ultimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou problemas emocionais
interferiram nas suas atividades sociais normais, em relagao a familia, amigos ou em grupo?

De forma nenhuma

Ligeiramente

Moderadamente

Bastante

Extremamente

1

2

3

4

5

7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as tltimas 4 semanas?

Nenhuma

Muito leve

Leve

Moderada

Grave

Muito grave

1

2

3

4

5

6

8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal (incluindo

o trabalho dentro de casa)?

De maneira alguma

Um pouco

Moderadamente

Bastante

Extremamente

1

2

3

4

5

9- Estas questdes sdo sobre como vocé se sente e como tudo tem acontecido com vocé
durante as ultimas 4 semanas. Para cada questdo, por favor dé uma resposta que mais se
aproxime de maneira como vocé se sente, em relac@o as ultimas 4 semanas.

Todo A maior | Umaboa | Alguma pelcjlgzeana
parte do parte do | parte do Nunca
Tempo parte do
tempo tempo tempo
tempo
a) Quanto tempo vocé
te:m se sentindo cheio de 1 ’ 4 5 6
vigor, de vontade, de
forca?
b) Quanto tempo vocé
tem se sentido uma 1 2 4 5 6
pessoa muito nervosa?
¢) Quanto tempo vocé
tem. se sentido  tdo | ) 4 5 6
deprimido que nada
pode anima-lo?
d) Quanto tempo vocé
tem se sentido calmo ou 1 2 4 5 6
tranqiilo?
e) Quanto tempo vocé
tem se sentido com 1 2 4 5 6
muita energia?
f) Quanto tempo vocé
tem se sentido 1 2 4 5 6
desanimado ou abatido?
g) Quanto tempo vocé
tem se sentido 1 2 4 5 6
esgotado?
h) Quanto tempo vocé
tem se sentido uma 1 2 4 5 6
pessoa feliz?
i) Quanto tempo vocé
tem se sentido cansado? . % * 2 6
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10- Durante as Gltimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua satde fisica ou problemas
emocionais interferiram com as suas atividades sociais (como visitar amigos, parentes, etc)?

Todo A maior parte do Alguma parte do Uma pequena | Nenhuma parte
Tempo tempo tempo parte do tempo do tempo
1 2, 3 4 S
11- O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmagdes para vocé?
Definitivamente i Nao SR Definitiva-
: das vezes ; das vezes
verdadeiro : sei mente falso
verdadeiro falso
a) Eu costumo obedecer
um pouco mais 1 ’ 3 5
facilmente que as outras
pessoas
b) Eu sou tdo saudavel
quanto qualquer pessoa 1 2 3 5
que eu conhego
c¢) Eu acho que a minha
, .. 1 2 3 5

saude vai piorar
d) Minha saude ¢ | ’ 3 5
excelente

CALCULO DOS ESCORES DO QUESTIONARIO DE QUALIDADE DE VIDA

Fase 1: Ponderacdo dos dados

Questao Pontuagdo
01 Se a resposta for Pontuagao
1 5,0
2 4.4
3 34
4 2,0
5 1,0
02 Manter 0 mesmo valor
03 Soma de todos os valores
04 Soma de todos os valores
05 Soma de todos os valores
06 Se a resposta for Pontuagio
1 5
2 4
3 3
4 2
5 1
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07

Se a resposta for Pontuagdo
1 6,0

(o NNV RN
)
—

08

A resposta da questdo 8 depende da nota da questdo 7
Se7=1les ralor da questao € (6)
Se7=2a6¢ » valor da questao é (5)
Se7=2a6ese8=2,0 valor da questdo é (4)
Se7=2a6ese8=3, 0 valor da questio é (3)

Se 7=2a6ese8=4,o valor da questdo ¢ (2)
Se7=2a6ese8=3, 0 valor da questdo é (1)

Se a questdo 7 ndo for respondida, o escorre da questdo 8 passa a ser o seguinte:

Se a resposta for (1), a pontuagao sera (6)
Se a resposta for (2), a pontuagdo sera (4,75)
Se a resposta for (3), a pontuagdo sera (3,5)
Se a resposta for (4), a pontuagdo sera (2,25)
Se a resposta for (5), a pontuagdo sera (1,0)

09

Nesta questdo, a pontuagdo para os itens a, d, e ,h, devera seguir a seguinte
orientac¢do:
Se a resposta for 1, o valor sera (6)
Se a resposta for 2, o valor sera (5)
Se a resposta for 3, o valor sera (4)
Se a resposta for 4, o valor sera (3)
Se a resposta for 5, o valor sera (2)
Se a resposta for 6, o valor sera (1)
Para os demais itens (b, c,f,g, 1), o valor sera mantido 0 mesmo

10

Considerar o mesmo valor.

11

Nesta questdo os itens deverdo ser somados, porém os itens b e d deverao seguir a

seguinte pontuagao:
Se a resposta for 1, o valor sera (5)
Se a resposta for 2, o valor sera (4)
Se a resposta for 3, o valor seré (3)
Se a resposta for 4, o valor sera (2)
Se a resposta for 5, o valor sera (1)

Fase 2: Calculo do Raw Scale

Nesta fase vocé ira transformar o valor das questdes anteriores em notas de 8 dominios que
variam de 0 (zero) a 100 (cem), onde 0 = pior e 100 = melhor para cada dominio. E chamado

de raw scale porque o valor final ndo apresenta nenhuma unidade de medida.

Dominio:

Capacidade funcional
Limitagao por aspectos fisicos
Dor

Estado geral de saude
Vitalidade

Aspectos sociais

Aspectos emocionais
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¢ Saude mental
Para isso vocé devera aplicar a seguinte formula para o calculo de cada dominio:
Dominio:

Valor obtido nas questdes correspondentes — Limite inferior x 100
Variagdo (Score Range)

Na formula, os valores de limite inferior e variagdo (Score Range) sdo fixos e estdo
estipulados na tabela abaixo.

Dominio Pontuagado das questdes Limite inferior Variagéo
correspondidas
Capacidade funcional 03 10 20
Limitagdo por aspectos 04 4 4
fisicos
Dor 07 + 08 2 10
Estado geral de satide 01+11 5 20
Vitalidade 09 (somente os itens a + e + 4 20
gti)

Aspectos sociais 06+ 10 2 8
Limitagao por aspectos 05 3 3

emocionais
Saude mental 09 (somente os itens b + ¢ + 5 25

d+f+h)

Exemplos de célculos:
e (Capacidade funcional: (ver tabela)

Dominio: Valor obtido nas questdes correspondentes — limite inferior x 100
Variagdo (Score Range)

Capacidade funcional: 21 — 10 x 100 =55
20

O valor para o dominio capacidade funcional é 55, em uma escala que varia de 0 a 100,
onde o zero € o pior estado e cem ¢ o melhor.

e Dor (ver tabela)

- Verificar a pontuagdo obtida nas 17 e 08; por exemplo: 54 e 4, portanto

somando-se as duas, teremos: 9,4

- Aplicar formula:
Dominio: Valor obtido nas questdes correspondentes — limite inferior x 100
Variagdo (Score Range)

Dor:9.4—-2x100=74
10

O valor obtido para o dominio dor é 74, numa escala que varia de 0 a 100, onde zero ¢
o pior estado e cem ¢ o melhor.

Assim, vocé devera fazer o calculo para os outros dominios, obtendo oito notas no
final, que serdo mantidas separadamente, nao se podendo soma-las e fazer uma média.
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Obs.: A questdo numero 02 ndo faz parte do calculo de nenhum dominio, sendo utilizada
somente para se avaliar o quanto o individuo estd melhor ou pior comparado a um ano atras.

Se algum item ndo for respondido, vocé podera considerar a questdo se esta tiver sido
respondida em 50% dos seus itens.
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