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RESUMO

Macedo RS. Analise do perfil morfolégico e molecular da matriz extracelular no tendao
tibial posterior em fetos humanos de diferentes idades gestacionais [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&do Paulo; 2023.

Introdugéao: o conhecimento relacionado a etiologia, diagnodstico e ao tratamento da
deformidade colapsante progressiva do pé mudou consideravelmente nas ultimas
décadas, no entanto o entendimento relacionado ao processo de cicatrizagao tecidual
do tendao tibial posterior continua sendo um fator relevante. Os tenddes de individuos
adultos sao tecidos altamente diferenciados com baixa capacidade regenerativa e
apos uma lesao cicatrizam por meio da formacgao de tecido fibrotico, perdendo suas
caracteristicas morfolégicas e biomecanicas iniciais. Em contraste, o tecido tendineo
fetal, apresenta grande potencial regenerativo, o que pode ser um fator importante no
tratamento das desordens relacionadas a esse tend&do. Objetivo: avaliar a evolugéo
da morfologia, a distribuicdo dos colagenos e a celularidade no tend&o tibial posterior
em fetos humanos. Métodos: o perfil morfologico foi avaliado em nove fetos frescos
abortados espontaneamente: Grupo I: cinco fetos com idade entre 22 e 28 semanas
de gestacéao; Grupo ll: quatro fetos com idade entre 32 e 38 semanas de gestagéo.
Os espécimes foram estudados pelas técnicas de histologia, fluorescéncia e imuno-
histoquimica. Resultados: no Grupo |, o tendao tibial posterior apresentou maior
celularidade e maior percentual dos colagenos Il (31,19 £ 2,10 vs. 17,20 £ 1,37 ; p
<0,015)e V (12,52 + 0,76 vs. 4,39 £ 0,76 ; p <0,016) do que nos tenddes do Grupo Il.
O Grupo Il apresentou predominio de colageno | (31,11 £ 1,74 vs. 51,40 £ 1,71 ; p
<0,0159) e melhor organizagao da matriz extracelular em comparagao aos tenddes do
Grupo I. Aléem disso, uma taxa maior, estatisticamente significativa, de CD90 (7,20 +
1,06 vs. 4,01 + 0,51; p <0,0159), marcador de células-tronco mesenquimais, foi
encontrada nos tenddes mais imaturos, do Grupo |. Conclusao: durante o
desenvolvimento do tendao tibial posterior ocorrem modificacbes quantitativas e
qualitativas. Neste estudo foi identificado uma maior organizacdo da matriz
extracelular, com maior paralelismo das fibras, um aumento do colageno tipo |
acompanhado da redug¢do dos colagenos organizacionais dos tipos Ill e V além de
uma reducdo da celularidade e da quantidade do marcador CD90 para células-tronco
mesenquimais durante o desenvolvimento.

Palavras-chave: Disfun¢ao do tendéo tibial posterior. Embriologia. Matriz extracelular.
Colageno. Células-tronco fetais.



ABSTRACT

Macedo RS. Analysis of the morphological and molecular profile of the extracellular
matrix in the posterior tibial tendon in human fetuses of different gestational ages
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&do Paulo”; 2023.

Introduction: the knowledge related to the etiology, diagnosis, and treatment of
Progressive Collapsing Foot Deformity has changed considerably in recent decades.
However, the understanding of the tissue healing process of the posterior tibial tendon
remains relevant. Adult tendons are highly differentiated tissues with low regenerative
capacity that heal through the formation of fibrotic tissue, losing their initial
morphological and biomechanical characteristics. In contrast, fetal tendon tissue has
a great regenerative potential, which may be a relevant factor in the treatment of
posterior tibial tendon related pathologies. Objective: to evaluate the morphology,
distribution of collagens I, Ill, and V, and cellular components during fetal development
in the human posterior tibial tendon. Methods: The morphological profile was evaluated
in nine fresh spontaneously aborted fetuses: Group I: five fetuses aged between 22
and 28 weeks of gestation; Group II: four fetuses aged between 32 and 38 weeks of
gestation. The specimens were studied using histology, fluorescence, and
immunohistochemistry techniques. Results: in Group |, the posterior tibial tendon had
higher cellularity and a higher percentage of collagens Il (31,19 + 2,10 vs. 17,20 +
1,37 ; p <0,015) and V (12,52 + 0,76 vs. 4,39 = 0,76 ; p <0,016) compared to the
tendons in Group II. Group Il showed a predominance of collagen | (31,11 £ 1,74 vs.
51,40 £ 1,71 ; p <0,0159) and better organization of the extracellular matrix compared
to Group | tendons. In addition, a statistically significant higher rate of CD90, a
mesenchymal cell marker, was found in the more immature tendons of Group I.
Conclusion: quantitative and qualitative modifications occur during fetal development
of the posterior tibial tendon. This study identified a higher organization of the
extracellular matrix, with greater parallelism of the fibers, an increase in collagen type
| accompanied by a reduction in organizational collagens Il and V, as well as a
reduction in cellularity and the number of mesenchymal stem cells during development.

Key words: Posterior tibial tendon dysfunction. Embryology. Extracelluar matrix.
Collagen. Fetal stem cells.
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O tendao tibial posterior tem origem na regido posterior da tibia, fibula e
membrana interéssea, apresentando trajeto posteromedial no tornozelo com insergao
na tuberosidade do osso navicular, cuneiforme, cuboide e base plantar dos
metatarsais dois, trés e quatro, podendo apresentar interconexdes variaveis para o
tendao fibular longo, flexor curto do halux e a base do quinto metatarso. Esse tendao
€ um importante flexor plantar e o principal inversor do pé, sendo um dos principais
estabilizadores do arco plantar, juntamente com as estruturas capsulares e
ligamentares presentes na regido medial do tornozelo e pé'2.

A deformidade colapsante progressiva do pé (DCPP), outrora denominada
disfung¢ao do tendao tibial posterior ou pé plano adquirido do adulto, € uma patologia
prevalente, podendo acometer até 10% da populacgéo feminina acima dos 60 anos®*.
Durante anos a etiologia da DCPP foi atribuida quase que exclusivamente a
degeneragao ou rotura do tendao tibial posterior, no entanto, atualmente ela é
considerada uma condigcdo complexa e multifatorial, que envolve os tecidos moles
posteromediais, incluindo os ligamentos deltoide e mola, alteragbes motoras, bem
como o formato e as relagbes Osseas das articulagbes do retropé e mediopé®’.
Apesar do estabelecimento desses novos conceitos, o tendao tibial posterior mantém
0 seu papel de principal estabilizador dindmico das estruturas mediais e seja como
causa ou consequéncia, a sua degeneragao mantém-se relacionada a patologia38-'3,

Os tendbes adultos sado estruturas diferenciadas que, apdés uma lesao,
desencadeiam um processo reparativo, resultando na formacdo de uma cicatriz
fibrotica. Esse novo tecido formado apresenta propriedades estruturais,
organizacionais e mecanicas inferiores ao tendao normal, com piora qualitativa das
propriedades intrinsecas tais como elasticidade e resisténcia. Devido a essas
caracteristicas, os mecanismos de lesdo e reparo dos tenddes sao estudados
extensivamente tanto no cenario clinico quanto no experimental’#-18,

Estudos histopatolégicos revelam que a alteragao tecidual ocorre devido a uma
resposta reparativa, representada por uma tendinose degenerativa caracterizada por:
neovascularizagdo, deposicdo excessiva de mucina e aumento da quantidade e da
atividade dos fibroblastos, refletida respectivamente pelo aumento da celularidade, da
prolina e hidroxiprolina no tendado degenerado. Outra alteragdo relevante é a
modificagdo da composi¢ao dos diferentes tipos de colageno no tecido tendineo, com
a redugao do colageno tipo | e aumento proporcional dos tipos Ill e V, principais tipos

de colageno que compdem a matriz tendinosa®'. Modificagdes essas que, em ultima


https://paperpile.com/c/dOkiL6/tnqtw+wnKj9
https://paperpile.com/c/dOkiL6/hVxSl+ZnxZ0
https://paperpile.com/c/dOkiL6/1qjEM+pEPAU+VNUol
https://paperpile.com/c/dOkiL6/xDJsJ+hVxSl+v0gjE+DN9J4+AfyAb+5n4XM+Xe9Hf
https://paperpile.com/c/dOkiL6/YOS6H+6M9bE+9b6dx+PDxf6+zTWwt
https://paperpile.com/c/dOkiL6/YOS6H+xDJsJ
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analise, levam a quebra da formagao linear das fibras colagénicas, pois a maior
quantidade de colageno | no tendao sadio permite a formacgao de fibrilas capazes de
se organizarem paralelamente no sentido longitudinal e lateral, dando origem a fibra
tendinea. Esse arranjo tecidual é diretamente responsavel pelas caracteristicas
mecanicas e funcionais desse tecido altamente especializado'#19-22,

A reduzida propriedade regenerativa do tendao esta diretamente relacionada a
idade. Os tecidos fetais, por exemplo, possuem alta capacidade de regeneracao, de
maneira estritamente relacionada e inversamente proporcional a maturidade fetal. De
fato, esses tecidos em estagio inicial e médio da gestacdo respondem as lesbes de
maneira mais eficiente, formando um novo tecido similar ao original, sem a formacgao de
fibrose?3. As avaliagbes macro e microscopica do tenddo lesionado de espécimes de
fetos animais revelam diferengas na restauragdo da organizagéo das fibras tendineas,
que nao apresentam descontinuidade estrutural e ndo demonstram células inflamatdrias
presentes no local lesado. Entretanto, os tenddes adultos revelam descontinuidade das
fibras, presenca de infiltrado inflamatério local e desorganizagdo tecidual®*25.

As diferencas relacionadas as caracteristicas regenerativas dos tenddes fetais
e adultos dependem de uma interacdo complexa entre as propriedades extrinsecas e
intrinsecas dos tendcitos. Fatores extrinsecos que influenciam a cicatrizagdo do
tendao podem envolver alteragdes de sinais locais ou sistémicos presentes no
ambiente intrauterino, no entanto, o papel das vias intrinsecas das células do tendao
parece ser fundamental nesse processo, uma vez que tenddes fetais ovinos
transplantados para um ambiente adulto, respondem a lesdo com rapida regeneragao
de fibras colagenas alinhadas, com minima infiltracdo de células inflamatdrias ou
expressao de citocinas e auséncia de cicatriz, recuperando rapidamente suas
propriedades mecanicas originais mesmo fora do ambiente uterino?>-27. Além disso,
as células presentes nos tenddes de fetos de espécimes animais expressam
marcadores de células-tronco mesenquimais em maior quantidade do que os tecidos
adultos, sugerindo um mecanismo que pode estar relacionado a maior eficiéncia no
processo regenerativo desse tecido®.

Poucos estudos avaliam as caracteristicas tendineas em fetos humanos e, em
sua maioria, restringem-se a avaliacdo de caracteristicas morfologicas
macroscopicas?®33. A maior parte dos estudos disponiveis relacionados a
histomorfologia e moléculas em tenddes fetais refere-se camundongos, ratos, coelhos

€ 0Vinos?25:34-39,
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A descricdao da composicao e conformacdo tendinea em fetos de diferentes
idades, no tendao tibial posterior, ainda nao foi realizada, e compreender o tecido fetal
e as suas caracteristicas celulares e moleculares, pode ser o passo inicial para
descoberta de fatores especificos que podem ser usados no ambiente clinico no
intuito de melhorar a cicatrizacdo tendinea. Associado a essa lacuna, nos ultimos
anos, diversas técnicas tém sido utilizadas com o objetivo de melhorar o reparo
tendineo, incluindo projetos relacionados a células-tronco mesenquimais e
engenharia de tecidos, e embora ainda faltem evidéncias robustas, muitos estudos
estdo sendo realizados por se tratar de uma area promissora, que pode melhorar
sobremaneira o progndstico dos pacientes portadores de DCPP4041,

Dessa forma, a motivagao para o presente trabalho é avaliar a histoarquitetura,
celularidade e a composigdo molecular da matriz extracelular do tend&o tibial posterior
de fetos humanos em fases distintas da embriogénese, acreditando que a
compreensao do desenvolvimento estrutural do tendéo tibial posterior saudavel seja
um passo inicial e fundamental para fomentar novos projetos que podem fornecer
substrato a criagdo de estratégias terapéuticas capazes de promover um processo
regenerativo do tecido lesado e consequentemente melhores desfechos clinicos.

A hipoétese do presente estudo é que existe diferenca na celularidade bem como
na composi¢cao e arranjo da matriz extracelular, do tendao tibial posterior de fetos
humanos em estagios mais precoces quando comparados as idades gestacionais
tardias.
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2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a evolugdo da morfologia e a distribuicdo dos colagenos |, Ill e V no

tendao tibial posterior em fetos humanos de diferentes idades gestacionais.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a celularidade no tendao tibial posterior em fetos humanos de diferentes
idades gestacionais.
Avaliar a expressao de marcadores de células-tronco mesenquimais no tendao

tibial posterior em fetos humanos de diferentes idades gestacionais.



3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1 CARACTERISTICAS DO TENDAO NORMAL

3.1.1 Fungao, propriedades, estrutura e composig¢ao

As propriedades, estrutura e composigcdo dos tenddes, determinam as
caracteristicas especificas desse tecido diferenciado, que sao fundamentais para
realizagao da sua fungao.

Os tendbdes conectam o musculo ao osso, e dessa forma permitem a
transmissao de forgas geradas pela contragéo das fibras musculares as articulagdes,
gerando o movimento*2. Segundo Atkinson et al.*3, eles exibem um comportamento
biomecanico nao linear, demonstrado por meio de uma curva tensdo-deformagao com
uma regiao inicial “ndo linear” com baixa rigidez, seguida pela “regido linear” com
rigidez aumentada (Figura 1). Clinicamente, essa propriedade permite que o tendao
guie o movimento durante o momento de baixa rigidez, enquanto fornece estabilidade,
momento de alta rigidez. Histologicamente isso ocorre devido a configuragao tecidual

em formato de onda periddica.

Figura 1 - Grafico tensdo-deformagdao demonstrando uma regiao inicial de aumento
ndo linear da tensao, que corresponde microscopicamente ao alinhamento
das fibras demonstrado pela imagem 1 (microscopia eletronica). O ponto de
transicao é atingido apés o alinhamento das fibras, imagem 2 (microscopia
eletrénica), momento em que o grafico assume um crescimento linear
associado a rigidez aumentada da estrutura tendinea
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Além da nao linearidade, os tenddes exibem propriedades viscoelasticas
identificadas como relaxamento de tensao, histerese e fluéncia. Em 2007, Einhorn et
al.**, definiram que o relaxamento de tenso se refere a uma diminuigdo nao linear da
tensdo durante um periodo de tempo quando um tenddo € mantido sob tensao
constante. A histerese é representada pela perda de energia em ciclos repetidos,
sendo responsavel por uma mudanga gradual nas curvas de alongamento durante a
carga e descarga. Ja a fluéncia é definida por um aumento no comprimento tendineo
ao longo do tempo quando o mesmo € mantido sob tensdo constante. Essas
propriedades apontam para a capacidade tendinea de se adaptar estruturalmente a
cargas constantes ou ciclicas com o intuito de atingir o equilibrio mecanico necessario
para realizagdo da sua fungdo com melhor desempenho e menor gasto energético
possivel. Outra caracteristica relevante é a sensibilidade a taxa de deformacéo,
demonstrando que o comportamento mecanico do tecido depende da velocidade com
que o tendao é tensionado. A associacao dessas propriedades torna o tendao um
tecido complexo com fungdo altamente dependente da sua estrutura e composicao
tecidual, na qual a sua matriz extracelular € o componente principal, que o torna capaz
de suportar cargas mecanicas.

Asahara et al.*® descrevem que os tenddes normais apresentam textura
fibroelastica e coloragao branca brilhante. Sua massa seca corresponde a 30% do seu
peso e, em geral, o tendao desidratado tem aproximadamente 80% de colageno tipo
I, com os 20% restantes do seu peso, composto por: elastina, proteoglicanos,
glicolipideos, material celular e colagenos menores, principalmente os tipos lll e V. O
colageno é arranjado de forma hierarquica em relagéo ao seu nivel de complexidade,
iniciando com a formagao do tropocolageno, polipeptideo com cadeia em tripla hélice,
que se organiza em fibrilas. As fibrilas sdo dispostas paralelamente, formando as
fibras, que se organizam em fasciculos, e em seguida em feixes terciarios, para s6
entdo formar o tendao (Figura 2). As fibras sdo as menores unidades tendineas que
podem ser testadas mecanicamente, sendo vistas sob a microscopia de luz. Elas sédo
orientadas longitudinalmente em sua maioria, no entanto, elas também se distribuem
de forma transversal e horizontal, para realizar a conexao entre fibras longitudinais e

formar trancas e espirais.


https://paperpile.com/c/dOkiL6/otYbC
https://paperpile.com/c/dOkiL6/oaQ94

REVISAO DA LITERATURA - 24

Figura 2 - Tendcitos, produzindo colageno, que se organiza sob a forma de
tropocolageno em uma cadeia de tripla hélice, dando origem a fibrila, que se
organizam em fibras, que por sua vez se organizam em fasciculos, para
enfim formarem o tendao
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Os proteoglicanos desempenham papel fundamental na montagem do
colageno e no desenvolvimento da matriz extracelular. Kalamajski e Oldberg*®
demonstram que pequenos proteoglicanos ricos em leucina, especialmente a
decorina, proteoglicano presente em maior quantidade no tendao, sao reguladores da
montagem da fibrila, pois agem como restritores do crescimento lateral descontrolado,
mantendo as fibrilas em um perfil de diametro fino e uniforme. Dourte et al.’, em um
estudo que avalia as propriedades mecanicas dos proteoglicanos no tendao patelar,
sugerem que a decorina, além da sua agao estatica, desempenha um papel dindmico
com influéncia direta na taxa de deformacao tendinea.

Connizzo et al.*®, afirmam que a matriz extracelular é o principal componente
do tendao, determinando, dessa forma, as propriedades do tecido em relagdo a sua
biomecanica. Eles demonstram que a tensao sobre esse tecido no sentido de direcéo
ao alinhamento do colageno predominante, que é definido pela sua microestrutura,
estimula os componentes matriciais a contribuirem estruturalmente para o
comportamento nao linear, anisotropico e viscoelastico caracteristico, conforme
descrito anteriormente. Além da resisténcia mecanica das fibrilas, todas as interacbes
arquitetbnicas microestruturais participam do processo, tais como as intera¢gdes entre

diferentes fibrilas, interagdes entre fibrilas e proteoglicanas e interagbes moleculares.
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3.1.2 Fibrilogénese

Nos tenddes, as moléculas de colageno se unem para formar fibrilas longas
com uma estrutura axial peridédica caracteristica. Essas fibrilas formam o arcabouco
biomecanico essencial para fixagdo celular e ancoragem de macromoléculas,
permitindo que a forma dos tecidos seja definida e mantida. A formacgao de fibrilas de
colageno € basicamente um processo de automontagem determinado pelas
propriedades intrinsecas das moléculas de colageno, sendo sensiveis a regulagao
mediada por células, particularmente em tecidos jovens ou em cicatrizagdo, como
descrito a seguir.

A regulagado da construgao da fibrila de colageno é critica para que se atinja
uma estrutura de matriz especifica do tendéo. Kadler et al.*® descrevem que a sintese
de moléculas de colageno e sua associagéo para a formagao de fibrilas requer uma
série de etapas sequenciais que sdo comuns aos colagenos fibrilares. Isso engloba
eventos intracelulares, como glicosilagdo e hidroxilagdo, bem como extracelulares,
representados pelo processamento de procolageno e reticulagdo por exemplo.
Tresoldi et al.??> afirmam que a fibrilogénese comecga durante a embriogénese e
continua ap6s o nascimento com a montagem de moléculas de colageno tipo |,
seguida de crescimento linear e lateral associado a interagbes do colageno com
proteinas como outros colagenos e proteoglicanos (Figura 3). Em particular, o
crescimento linear e lateral € determinado por uma variedade de moléculas, incluindo
outros colagenos, principalmente os tipos Ill e V, que sdo expressos de maneira
variavel. Inicialmente, as moléculas de colageno se reunem para formar intermediarios
de fibrilas imaturas, e apds essa montagem molecular, os intermediarios de fibrila se
agrupam ponta a ponta para formar fibrilas mais longas, consistentes com fibrilas
maduras mecanicamente funcionais. Zhang et al.’° demonstram que elas entdo se
associam lateralmente para gerar didmetros de fibrilas maiores, definindo

caracteristicas especificas de cada um dos tendoes.
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Figura 3 - Montagem das moléculas de colageno dando origem as fibrilas, em seguida
o papel dos colagenos lll e V no crescimento fibrilar linear, em sequéncia o
papel destes mesmos colagenos no crescimento lateral, a partir da uniao
das fibras em paralelo para definicao do diametro fibrilar
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O colageno tipo Ill desempenha um papel fundamental na regulagdo da
fibrilogénese e extensibilidade do tenddo. Tozer e Duprezm®' afirmam que a sua
expressao diminui gradualmente durante o desenvolvimento, e que a sua alta
expressao nas fases precoces sugere um papel na montagem inicial da fibrila. Além
disso, a sua expresséo € elevada apds a lesao tecidual, sugerindo que este colageno
pode desempenhar um papel no processo de cicatrizagao, talvez por meio do estimulo

a fibrilogénese, efetuando um papel na organizagao estrutural.
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Romanic et al.>? avaliam que o colageno lll, na forma de pré-colageno |l pode
regular o diametro das fibrilas de colageno |, revestindo a sua superficie, dessa forma,
ele permite o crescimento longitudinal, mas n&o o crescimento lateral das fibrilas com
eventual espessamento do tendao.

Em 2002, Hansen et al.5® demonstram que colageno tipo V existe na forma de
heterodimeros sequestrados nas fibrilas de colageno tipo | e na forma de
homodimeros como filamentos finos que podem atuar na matriz extracelular,
exercendo o papel de um ligante molecular entre fibrilas de colageno ou entre fibrilas
e macromoléculas dependendo de sua respectiva distribuicdo nos diferentes tecidos.
Dessa forma, ele esta associado a quantidade e a qualidade da distribuigao das fibras
de colageno | e consequentemente do tendéo.

Connizzo et al.%, demonstram que apds a delegdo dos genes responsaveis
pela producéo do colageno tipo V em camundongos, ocorre uma montagem de fibrilas
de grande didmetro com ampla distribuicdo, caracteristicas semelhantes as fibrilas
produzidas em tecidos conjuntivos com baixas concentragbes desse colageno. Isso
sugere que os niveis de colageno tipo V regulam o didametro das fibrilas e que sua
reducao pode ser suficiente para alterar a montagem da fibrila de modo que fibrilas de

diametro anormalmente grande sejam depositadas na matriz.

3.1.3 Celularidade

O'Brien et al.%® descrevem que as células estio localizadas entre as fibras de
colageno ao longo do tecido tendineo e sdo compostas em 90% a 95% por tenoblastos
e tendcitos. Os tenoblastos sédo células fusiformes e imaturas com alta atividade
metabadlica, refletida pela numerosa quantidade de organelas em seu citoplasma. Os
tendcitos apresentam relagao nucleo citoplasma invertida em relagdo aos tenoblastos
e consequentemente menor atividade metabdlica. As outras células correspondem a
células da bainha sinovial do tendao, células de origem vascular e os condrécitos na
zona de fixagcao do tenddo ao osso. Em 2011, Steiner et al.®® demonstram que além
da populacéo de células maduras, o tendao também inclui pequenos subconjuntos de
células progenitoras, as células-tronco mesenquimais.

Dekoninck e Blanpain®’ afirmam que as células-tronco correspondem a um
grupo de células caracterizadas por sua capacidade de diferenciagdo em varias
linhagens teciduais. Essas células estdo presentes em todas as etapas da vida e

apresentam papel central no desenvolvimento do individuo e em processos
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restauradores apoés lesdes. Nos fetos elas se proliferam nas diferentes linhagens
necessarias ao desenvolvimento, enquanto em individuos maduros o seu papel esta
relacionado ao reparo tecidual.

Poliwoda et al.®® afirmam que as células-tronco podem ser classificadas de
acordo com o seu local de origem, sendo divididas em dois grandes grupos: As
células-tronco embrionarias e as células-tronco somaticas ou adultas. As células-
tronco embrionarias sdo aquelas derivadas do organismo até a fase de blastocisto,
enquanto as somaticas sao aquelas presentes nos fetos, criangas e adultos. Em
relagdo ao seu potencial de diferenciacdo, elas podem ser subdivididas em
totipotentes, quando capazes de formar tecidos embrionarios, se diferenciando em
toda e qualquer linhagem celular, sdo aquelas originarias do zigoto. As pluripotentes,
que podem se diferenciar em todas as trés camadas germinativas (ectoderma,
mesoderma e endoderma), mas nao sao capazes de formar tecidos embrionarios de
apoio ao feto, como a placenta por exemplo, e as multipotentes que podem se
diferenciar apenas em um tipo de tecido da linha germinal, sendo os principais
exemplos as hematopoiéticas e as mesenquimais.

O termo células-tronco mesenquimais foi definido pela primeira vez por
Caplan®®, em 1991, com o objetivo de descrever uma populagao hipotética de células
multipotentes com capacidade intrinseca de autorrenovacgao e de regular o equilibrio
e o reparo dos tecidos musculoesqueléticos. Essas células foram identificadas pela
primeira vez na medula éssea, e desde entéo ja foram encontradas em varios tecidos
conjuntivos diferentes, como gordura, musculo, pele, osso, periosteo, sindvia,
menisco, disco intervertebral, cartilagem, ligamentos e tenddes.

As células-tronco mesenquimais adultas sdo capazes de se diferenciar em:
0sso, cartilagem, musculo, estroma medular, tendao, ligamento, gordura assim como
em outros tecidos conjuntivos em uma sequéncia de transi¢des de linhagem. Estudos
recentes mostram que as células-tronco mesenquimais auxiliam no processo de cura
do dano tecidual diretamente pela sua diferenciacdo ou indiretamente por meio da
secrecdo de fatores imunomoduladores e troficos. Caplan et al.?% demonstram que
uma série de moléculas bioativas secretadas por estas células foram capazes de
promover neovascularizagdo, migragdo, imunorregulacdo, proliferacdo celular,
sintese de matriz extracelular e remodelagao. No entanto, afirma que ainda nio esta
claro se as células-tronco do tenddo agem para substituir o tendao danificado ou para
estabelecer um microambiente ideal ao reparo da lesdo, mas ambos podem ocorrer

in vivo apos a leséo tendinea.
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Rui et al.%" afirmam que o tend&o abriga um conjunto de células-tronco, capazes
de desempenhar diferentes papéis na cicatrizacdo de um eventual dano tecidual,
apesar de nado haver nenhum estudo que aborde diretamente o destino e as funcdes
destas células apds a lesdo do tendao in vivo. Em modelos de ratos, células-tronco
isoladas do tendao patelar induzidas por acolagenase e, portanto, com falha nos
mecanismos de cicatrizagdo, apresentaram capacidade tenogénica reduzida em
comparagao com as células isoladas do tenddo saudavel. Esses dados sugerem que
provavelmente as células-tronco mesenquimais participam de forma direta na
cicatrizacao ou da falha de cicatrizagao tecidual.

Russo et al.?® demonstram durante a comparacao das caracteristicas celulares
do tecido tendineo ovino fetal versus adulto, que existem diferengcas tanto na
quantidade quanto nas caracteristicas celulares dos diferentes tecidos. Em seu estudo
o desenvolvimento do tenddo ovino € acompanhado por modificagdes morfoldgicas
do nucleo celular, bem como por uma redugao progressiva da celularidade. Além
disso, marcadores de células-tronco mesenquimais estdo presentes em maior
quantidade em tecidos mais jovens e essas células, em geral, ficam localizadas no
endotendao, que por sua vez € mais robusto nos espécimes mais imaturos.

Houlihan et al.%? descrevem que o isolamento tradicional dessa linhagem
dependia de técnicas relacionadas a sua capacidade caracteristica de aderéncia ao
plastico. No entanto existem muitas limitagdes para a realizagdo do procedimento
desta maneira, pois desta forma as populagdes de células isoladas sao heterogéneas
e podem conter células hematopoiéticas contaminantes. No intuito de minimizar esse
problema, sao realizadas trocas frequentes de meio e cultura, porém este processo
requer pelo menos varias semanas e frequentemente modifica a natureza
mesenquimal conforme as células amadurecem e perdem a capacidade de
diferenciagao. Objetivando superar essas limitagdes na identificagdo de células tronco
mesenquimais humanas, além da aderéncia ao plastico se utilizam marcadores de
superficie celular tais como CD73, CD90 e o CD10583,

Cristante e Narazaki®*, em uma revisdo sobre o avanco do uso das células-
tronco na ortopedia, afirmam que diversos estudos correlacionam essas células com
patologias ortopédicas e que esse campo de pesquisa é extremamente promissor,
pois apresenta a capacidade de revolucionar terapias clinicas e cirurgicas, auxiliando
no tratamento de patologias que atualmente apresentam dificil manejo, incluindo

aquelas relacionadas aos tenddes.
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3.2 DEGENERACAO DO TENDAO TIBIAL POSTERIOR

Desde a década de 1930 alguns estudos versam sobre processos
degenerativos relacionados ao tendao tibial posterior. Em 1936, Kulowski® apud
Lapidus e Seidenstein®® pela primeira vez faz referéncia a esta patologia ao descrever
uma série de casos relacionados a um aumento de liquido sinovial na bainha do
tendao tibial posterior de trés individuos. Em 1955, Fowler™ apud Langenskiold®®,
menciona um espessamento relevante da regido inferior do tend&o e o fato de que
alguns de seus cortes histoloégicos apresentam depodsitos de hemossiderina,
levantando a possibilidade de que a condigdo pudesse ser causada por hemorragia
recorrente na bainha. Williams®’, em 1963, descreve os achados pds-operatérios de
12 tenddes de pacientes refratarios ao tratamento conservador. Macroscopicamente,
a bainha flexora fibrosa € espessada e edemaciada com o tendao saliente, enquanto
a sindvia apresenta vilosidades e aumento da espessura. Microscopicamente os
achados sao relacionados a sinovite inespecifica associada a aglomerados de
colageno. Esses s&o os primeiros relatos que descrevem as patologias relacionadas
a esse tendao e os seus achados macro e microscopicos.

Johnson®, em 1983, descreve que patologias relacionadas a este tendado eram
reconhecidas e tratadas com alta frequéncia, enfatizando a necessidade de
entendimento e aprofundamento nos estudos relacionados. Em 1989, Johnson e
Strom® desenvolvem uma classificagdo que considera a presenga de uma
peritendinite pura nos estagios iniciais, na qual o tenddo em si parece normal
macroscopicamente, associado a uma proliferacao sinovial na bainha tendinea. Com
0 avancar do processo, ocorre um espessamento sinovial e o tendao aparece firme,
mais largo e esbranquigado, podendo haver algumas lesdes longitudinais dentro de
sua substancia, caracterizando a presenga de um processo degenerativo. No ultimo
estagio € considerada a rotura do tenddo. Os autores questionam se as
apresentacdes representam causas diferentes de acometimento do tendao tibial
posterior, como por exemplo, peritendinite por doencga inflamatdria sistémica ou
degradagao intersticial por lesdes traumaticas agudas versus espectros diferentes de

uma mesma patologia.

Kulowski J. Tendovaginitis (tenosynovitis). General discussion and report of one case involving the
posterior tibial tendon. J Missouri State Med Assn. 1936;33:135-7.
T Fowler AW. Tibialis posterior syndrome. J Bone Jt Surg. 1955;520:37-B.
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Com o objetivo de determinar e comparar a resisténcia do tendao tibial posterior
em individuos de diferentes sexo e idade, Salomao et al.5° avaliam o comportamento
mecanico tendineo em 28 tornozelos de 14 individuos através de tragdo axial em
maquina de ensaios mecanicos. Os seus resultados evidenciam que nao existe
diferencga significante na resisténcia maxima entre os lados nem com a idade entre os
homens, no entanto em mulheres acima de 50 anos a resisténcia a tracao é
significativamente reduzida.

Mosier et al.'® descrevem que embora existam muitas teorias sobre a etiologia
da tendinopatia do tibial posterior, dentre elas a tenossinovite, traumas repetitivos e
hipovascularizagao, a histopatologia ndo havia sido bem documentada. Com o intuito
de determinar a patologia microscopica presente na lesdo tendinea, os autores
comparam o aspecto macro e microscopico de 15 tendbes excisados durante
procedimento cirurgico de pacientes portadores desta patologia com 15 tenddes de
cadaveres embalsamados utilizados como controle. Todas as amostras cirurgicas
apresentam anomalias grosseiras quando comparadas com 0s espécimes cadavericos.
Os tenddes operados exibem uma caracteristica bulbosa, com aparéncia branca opaca,
e muitas vezes apresentam divisdo incompleta na superficie lateral ou profunda. No
exame histolégico, 12 de 15 tenddes de cadaveres apresentam estrutura tendinea
normal caracterizada por orientacao linear de feixes de colageno, celularidade normal
e baixa densidade. As amostras cirurgicas evidenciam uma degeneragao tendinea
caracterizada por excesso do conteudo de mucina, aumento do numero de fibroblastos,
neovascularizagao e metaplasia com surgimento de tecido cartilaginoso, resultando em
uma interrupgao da orientacao linear dos feixes de colageno.

Gongalves et al.?! avaliam tenddes tibiais posteriores normais em comparagéo
com espécimes de pacientes portadores de tendinopatia. A microscopia, o tenddo
tibial posterior normal exibe estrutura caracterizada por orientacdo paralela ou linear
dos feixes de colageno, com baixa densidade vascular e celularidade.
Caracteristicamente sdo compostos por mais de 95% de colageno |, com quantidades
relativamente pequenas de outros colagenos, como lll e V. No tend&do doente observa-
se a interrupgcao da orientacdo linear dos feixes, caracterizados pela dispersao do
colageno ou presenca de um padrdo ondulado. Areas de hipercelularidade com
aumento do numero de fibroblastos também s&o observadas. Além disso, ocorre uma
reducdo quantitativa do colageno |, com aumento proporcional dos tipos Ill e V. Os

autores sugerem que o estresse crbnico colocado no tendéao tibial posterior pode
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potencialmente levar a areas de microtrauma, que cicatrizam pelo aumento da
producao de colageno tipo lll e tipo V. As fibrilas formadas neste processo modificam
as propriedades tendineas e resultam em uma zona critica, onde a resisténcia do
tecido as forgas de tracdo é comprometida na regido de maior a fragilidade com

possibilidade inclusive de ruptura do tendao.
3.3 CICATRIZACAO TENDINEA

Em seu experimento, Ansorge et al.”' citam que os tenddes adultos s&o
estruturas altamente diferenciadas que, quando lesadas, ativam processos
reparativos para conter a lesdo pela formacao de tecido cicatricial. Esse tecido
apresenta aspecto desorganizado, perdendo seu arranjo paralelo e a distribuicdo das
fibrilas pds lesdo consiste principalmente em fibrilas de pequeno diametro por um
periodo de tempo prolongado apés a lesdo, sendo incapazes de recapitular a estrutura
tecidual original, o0 que modifica suas caracteristicas mecanicas.

Mosier et al.”? demonstram uma alteracdo tendinea caracterizada pela
auséncia de células inflamatérias, aumento da deposigdo de mucina, maior presenca
dos fibroblastos e neovascularizagao que alteram a estrutura dos feixes de colageno
por meio da desorientacido das suas fibras, em pacientes com lesido crénica do tendao
tibial posterior. A essas alteragdes degenerativas, quando o tendao falha no processo
de reparo do tecido lesado, levando a alteracdes acentuadas na estrutura e orientacao
dos feixes de colageno, denomina-se tendinose. Diversos autores, como Sarkar’3, em
1980, e Regan’ em 1992, documentam as anormalidades do colageno presentes na
tendinose, descrevendo a matriz como estando em um estado de reparo continuo do
processo degenerativo, com presenca de colageno desorganizado e imaturo no local.

Fleischmajer’® e Rest e Garrone® afirmam que a estrutura e forga do tendao
dependem da composigao de colageno presente em sua matriz. No tendao saudavel,
as proteinas dos tipos | e lll respondem por manter a arquitetura e rigidez dos tecidos,
pois enquanto a primeira corresponde a base do tecido biolégico a segunda é
responsavel pelas conexdes e extensibilidade longitudinal tendinea. Ja o colageno do
tipo V regula o didmetro, ou crescimento lateral das fibrilas, bem como as conexdes
laterais entre elas. Satomi et al."* demonstram a microscopia, que o tend3o tibial
posterior normal exibe estrutura caracterizada por orientacdo paralela ou linear dos
feixes de colageno com baixa densidade vascular e celularidade e, assim como em

outros tenddes, ele é caracteristicamente composto por mais de 95% de colageno |,
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com quantidades relativamente pequenas de outros colagenos, como Ill e V.
Entretanto, no tecido degenerado s&o observadas areas de interrupgéo da orientagao
linear dos feixes de colageno, caracterizados pela sua dispersao e presenca de um
padréo ondulado de distribuicdo. Areas de hipercelularidade com aumento do nimero
de fibroblastos também s&o observadas associadas a uma redugéo significativa do
colageno tipo |, com aumento dos colagenos lll e V.

O tecido reparativo no local da lesdo possui caracteristicas biomecanicas
inferiores quando comparados com o tend&do normal. Gautieri et al.”” comparam, em
escala nanoscdpica, as fibrilas de colageno a cabos bioldgicos, e mostra que o estudo
isolado de suas propriedades mecanicas é possivel. Neste trabalho, o comportamento
das microfibrilas demonstra que as principais deformagdes durante o carregamento
mecanico ocorrem por meio do endireitamento da estrutura de hélice tripla do
colageno, seguido por alongamento axial e eventual desenrolamento molecular.
Quando o tendao esta sendo solicitado, as fibras de colageno mudam sua orientagéo
em diregdo ao eixo de ativagédo, diminuindo a distribuicdo dos angulos das fibras,
sendo esse mecanismo denominado de realinhamento. Para que o realinhamento
ocorra do modo mais favoravel possivel, as fibrilas devem estar organizadas tanto no
sentido longitudinal quanto umas em relagdo as outras.

Andarawis-Puri et al.”® afirmam que diferentes aspectos da celularidade
contribuem para a progressao da lesao tendinea e estao associados aos mecanismos
de reparo. Existem evidéncias de que o tendcito desempenha importante fungdo na
resposta do tenddo e sua incapacidade em restabelecer totalmente sua estrutura
nativa. O equilibrio fisiolégico normal da sintese e da renovagao da matriz € mantido
até que uma lesao ocorra, levando a mudancas no fenoétipo celular tendineo, que pode
perpetuar a degeneracdo da matriz e a sintese inadequada de colagenos. Clegg et
al.”®, em seu estudo de revisdo sobre fenotipo celular em tenddes normais e
patolégicos, citam que a morfologia arredondada de tendcitos nativos que é
comumente observada em tenddes doentes pode contribuir para a degradagao da
matriz principalmente devido a sintese ineficaz de matriz extracelular.

Zhang et al.8% caracterizam diferentes propriedades nas células de tendées de
coelhos, demonstrando que além da populagcdo nativa de tendcitos, existe uma
populacdo de células-tronco mesenquimais residente no tenddo. Essas células
diferem dos tendcitos em relag&o a sua morfologia, potencial proliferativo e expresséo

de marcadores especificos e, com o0 avangar da idade, tornam-se menos responsivas.



REVISAO DA LITERATURA - 34

Em seu estudo discutem que provavelmente esse grupo celular ai presente contribui
para os mecanismos de reparo da lesao tecidual, mas a sua natureza molecular e

celular ainda ndo estao bem caracterizadas, sugerindo novas pesquisas.
3.4 REGENERACAO TENDINEA

Lorenz et al.®' e Armstrong e Ferguson®'82 afirmam que, em contraste com o
reparo tecidual adulto, existem extensas evidéncias experimentais de que o tecido
fetal, principalmente nos estagios inicial e intermediario de desenvolvimento, responde
de maneira diferente a uma lesdo quando comparado ao tecido maduro. Os autores
sustentam que a cicatrizacido de feridas fetais ocorre em um ritmo mais rapido, com
menor inflamagéo e na auséncia de formacao de cicatrizes, como ja foi demonstrado
em multiplos tecidos em modelos animais variados, caracterizando um processo
regenerativo ao invés do reparativo®'-82,

Beredjiklian et al.?* comparam o tecido tendineo em um modelo de lesdo no
cordeiro adulto e no feto. Macroscopicamente, durante a disseccdo do membro
lesionado, o tend&do adulto demonstra uma ruptura facilmente identificavel na area de
ferimento. Além disso, as feridas adultas exibem tecido de granulagdo, aderido ao
tendao e as estruturas circunjacentes. Em contraste, o tend&o fetal nd&o mostra sinais
de anormalidade nem aderéncias em seu entorno. O local da ferida é apenas
identificavel pela presencga de tinta nanquim em local previamente demarcado, com a
arquitetura original normal, demonstrando que houve um processo regenerativo no
local da lesao, diferente da formacgao de cicatriz que ocorre no tecido maduro.

Stalling et al.?®> demonstram diferengas nas propriedades regenerativas entre
tecidos fetais e adultos. Por meio da avaliacdo da acao dos fibroblastos ovinos adultos
e fetais na lesdo do ligamento cruzado anterior, mostra que com o desenvolvimento e
maturacdo, a capacidade de cura regenerativa dos tecidos fetais diverge em dire¢ao
ao processo de cura reparadora observada em adultos, sugerindo que a capacidade
regenerativa dos fibroblastos ndo é intrinsecamente pobre, mas sim dependente da
sua idade. Além disso, a caracterizacdo do ambiente fetal revela uma mudanga em
direcdo a uma reducao no numero de células inflamatérias localizadas.

Chen et al.8, avaliando a pele de fetos de camundongos de diferentes idades
gestacionais e adultos, mostram que a medida em que o desenvolvimento gestacional
progride, ocorre variagdo nos principais fatores de crescimento e citocinas,

importantes na formacao do tecido cicatricial. Entretanto, além da atividade paracrina,
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os tecidos fetais também possuem uma migragdo celular peculiar, exibindo
quantidade diferenciada de moléculas que podem permitir uma producéao diferenciada
de colageno, suportando sua capacidade regenerativa mais alta.

Com o objetivo de avaliar se a alta capacidade tecidual regenerativa esta
associada a propriedades intrinsecas do tecido fetal ou se isso se deve a propriedades
especificas do ambiente intrauterino, Favata et al.?’ transplantam tenddes fetais ovinos
lesionados para animais adultos, obtendo uma rapida regeneragado tecidual, com
auséncia de tecido cicatricial desorganizado e presenga de minima infiltracao de células
inflamatdrias ou expressao de citocinas. Além disso, ha uma rapida recuperagao das
propriedades mecanicas originais, sugerindo que as caracteristicas intrinsecas do tendao
fetal sdo as principais responsaveis pela sua alta capacidade regenerativa, pois nesse
caso o processo foi capaz de ocorrer fora do ambiente uterino.

Stanley et al.®* afirmam que durante a maturagio do tenddo em espécimes
animais ocorre uma reducdo progressiva da celularidade associada a uma
especializagdo morfologica celular. O tecido fetal imaturo apresenta células com
formato heterogéneo e disposicdo aleatoria, enquanto nos fetos mais maduros as
células adquirem formato fusiforme e aparecem em menor numero. Isso pode ser
atribuido a um maior indice de proliferagao celular no tecido mais imaturo com menor
acumulo de matriz extracelular. Chuen et al.?®> e Hosaka et al.¢ corroboram essa
hipotese por meio de estudos com espécimes de tenddes patelares humanos e
tenddes equinos, respectivamente, sugerindo que a diminuigdo da celularidade ao
longo do desenvolvimento tendineo ndo se deva a um processo de apoptose, pois na
avaliacao das amostras ndo ha evidéncia de picnose ou fragmentagao nuclear, mas
sim por reducio da sua capacidade proliferativa.

Lui® afirma que as células dos tenddes fetais em espécimes animais sédo
capazes de expressar marcadores de células-tronco mesenquimais em maior
quantidade do que os tecidos mais maduros, sugerindo um mecanismo possivelmente
implicado no processo de reparo mais eficiente do tendao fetal. A presenca dessas
células foi observada principalmente préximo aos vasos sanguineos, sugerindo que
elas podem responder a sinais regulatérios locais e sistémicos, tais como tensao de
oxigénio, carga mecanica e fatores bioldgicos, assim como sugerido para tenddes
adultos. Esse achado ajuda a explicar a menor capacidade dos tenddes adultos de se
reparar de forma espontanea e eficiente, e sugere que estimular a proliferagado desse

tipo de célula pode ser um caminho para um reparo mais eficaz.
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3.5 TENDAO FETAL HUMANO

Poucos estudos tém focado na organizacéo tecidual dos tenddes humanos em
seu desenvolvimento inicial. A maioria dos autores, como por exemplo Wasniewska-
Wiodarczyk et al.?°, Karauda et al.*° e Olewnik et al.®', restringem-se a descrigédo da
variabilidade morfolégica desse tecido na populagéo fetal, ou assim como Helito et
al.%” realizam a descrigdo anatémica e histologica de estruturas ligamentares. De la
Cuadra-Blanco et al.3® descrevem o desenvolvimento morfoldgico do tend&o do biceps
braquial e do ligamento coracoide em fetos de diferentes idades gestacionais,
avaliando o seu desenvolvimento com foco nas suas relagdes anatdomicas. Dziedzic
et al.3?> descrevem caracteristicas do tenddo semitendineo em cadaveres de 10
adultos e 10 fetos, avaliando correlacdo entre a porgao intra e extramuscular do
tenddo bem como do seu comprimento total.

Grognuz et al.®® avaliam tendcitos progenitores fetais em tenddes de Aquiles
humanos. Nesse estudo eles demonstraram que essas células apresentaram um
crescimento rapido e estavel com capacidade de estimular os tendécitos humanos
adultos a depositarem uma nova matriz extracelular. Eles também foram capazes de
armazenar essas células em gel, permitindo aplicagdes variadas desse material, como

injecdes ou enxertos com capacidade de preencher espagos.
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41 ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental cadavérico em fetos humanos. Todos os
procedimentos descritos no presente estudo foram aprovados pela Comissao
Cientifica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (IOT-HCFMUSP), pelo do
protocolo 10T n° 1340 (Anexo A) e pela Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo sob o numero:
01905018.5.0000.0065 (Anexo B).

Os fetos humanos foram divididos em dois grupos: Grupo | composto por fetos
com idades gestacionais entre 22 e 28 semanas e o Grupo IlI, composto por fetos com
idades gestacionais entre 32 e 38 semanas. Essa diferenga de tempo foi definida com
o intuito de criar um espago de transicdo entre os fetos mais imaturos e maduros
possiveis de serem dissecados, permitindo de forma mais efetiva a analise
comparativa entre os grupos. Fetos com menos de 22 semanas nao foram inclusos
devido ao fato de serem considerados aborto e ndo darem entrada no Servigo de
Verificacdo de Obito da Capital da Universidade de S&o Paulo

As idades gestacionais foram determinadas pela medida do comprimento
cabega-nadega, comprimento do pé e peso fetal®®, o que foi aferido juntamente com a
idade gestacional mencionada pelos pais e descrita no cartdo de acompanhamento da
gestacao, ao assinar o termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) (Anexo C).

Critérios de inclusao:

- Fetos abortados espontaneamente com idade gestacional entre 22 e 38
semanas.

Critérios exclusio:

- Presencga de malformagdes ou anomalias evidentes na inspegédo externa
ou apos autopsia.
- Estado avangado de decomposicéo do feto.
- Nao identificacdo do tendao tibial posterior.
Os espécimes foram posteriormente submetidos a avaliagdo da
histoarquitetura e analise histomorfométrica dos componentes da matriz extracelular,
incluindo os colagenos |, lll e V, bem como a avaliagdo de marcadores sugestivos da

presenca de células-tronco mesenquimais.
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4.2 CALCULO AMOSTRAL

O caélculo da amostra partiu da premissa de que o estudo busca avaliar
diferengas quantitativas na presenga de trés tipos de colageno (I, lll e V) e células-
tronco mesenquimais em tenddes de fetos humanos. A estimativa do tamanho de
amostra necessario para garantir um poder de teste (1-8) de 80% depende de valores
esperados da variancia das medidas a serem testadas estatisticamente.

Ha poucos estudos desse tipo na literatura, ndo tendo sido encontrados
estudos similares em tenddes fetais humanos na plataforma PubMed. Estudos
realizados experimentalmente em porcos, ovelhas e camundongos, indicaram
tamanhos de amostra dispares, com numeros totais variando entre 8 e 66 individuos
respectivamente.

Nesse contexto, o estudo que melhor pode informar essa avaliagao da variancia
em medidas dos tipos de colageno, foi “Changes in collagen matrix composition in
human posterior tibial tendon dysfunction” de Gongalves-Neto et al.?!, que avaliaram
o colageno em tenddes tibiais posteriores de humanos adultos. Considerando que
dentre os resultados obtidos nesse estudo, o que demonstrou menor diferencga relativa
entre os grupos foi 0 do colageno V e para um teste t com dois grupos, espera-se um
tamanho de efeito (d) de 1,847. Como demonstrado no Grafico 1, um tamanho total
de amostra de 24 individuos (dois grupos de 12) garantiria um poder de teste de
80,92%.

Grafico 1 - Demonstracido da diferengca entre duas médias independentes (dois
grupos). No eixo vertical o tamanho total da amostra e no eixo longitudinal
o poder do estudo de 1-8, considerando um erro a de 0,05 e um tamanho
de efeito d = 1,21
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Ap6s a definicdo do calculo amostral ficou pré-determinada uma analise
interina, a ser realizada apds coleta da metade da amostra. No entanto devido a
pandemia secundaria ao Covid-19, e a impossibilidade de prosseguir a coleta pela
suspensdo das atividades didaticas e cientificas no Servico de Verificagdo de Obito
da Capital da Universidade de Sao Paulo (SVO), foi optado pela analise interina
naquele momento, quando havia nove espécimes coletados, cinco do grupo | e quatro
do Grupo Il. Ap6s avaliagao e analise dos dados obtidos até aquele momento, foi
evidenciado um poder de teste de 87% com a amostra coletada, sendo entédo definida

a amostra.
4.3 DISSECQAO E PREPARO DOS ESPECIMES

As disseccdes seguidas das resseccbes dos fragmentos do tendao tibial
posterior de fetos humanos foram realizadas no Servigo de Verificacdo de Obito da
Capital da Universidade de Sao Paulo, autorizadas conforme manifestacdo prévia a
respeito dos aspectos técnicos relacionados a obtencao de material de estudo para
pesquisa cientifica (Anexo D).

ApOs autorizagao prévia dos responsaveis e assinatura do TCLE, o feto foi
preparado em uma mesa metalica, sobre campos de tecido. Dois ortopedistas
especialistas em tornozelo e pé, com mais de 5 anos de atuagao, foram responsaveis
pela coleta. Com auxilio de uma lamina de bisturi curva de 15 mm, foi realizada uma
via de aproximadamente 1 cm sobre o tendao tibial posterior na regido posteromedial
do tornozelo. Em seguida foi aberto o retinaculo e foram identificados os tenddes tibial
posterior, flexor longo dos dedos e o flexor longo do halux, dispostos nessa sequéncia
de anterior para posterior. Os espécimes tendineos do tendao tibial posterior foram
entdo coletados desde sua regidao mais proximal, local ainda com inser¢gdo muscular
a regiao mais distal, local no qual o mesmo esta inserido no osso navicular.
Padronizou-se a coleta dos tendbes do lado direito para os procedimentos
morfolégicos e de imunomarcagéo, enquanto os espécimes do lado esquerdo foram
destinados para armazenamento em nitrogénio e realizagdo de procedimentos futuros
relacionados a biologia molecular (Figura 4).

Imediatamente apds a coleta, os espécimes foram separados em tubos
plasticos, previamente identificados, contendo 20 mL de formalina tamponada a 10%,

onde foram imersos e armazenados por aproximadamente 24 horas, permitindo ideal
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acondicionamento para efeito das analises histoldgicas e morfométricas. Apos este
periodo, as amostras do tecido foram envolvidas por papel de seda, com o objetivo de
garantir melhor disposi¢cao espacial, incluidas em parafina, a fim de facilitar o
manuseio através da formacao de um bloco que contém o espécime em seu interior.
Depois de endurecido, o bloco foi cortado, com auxilio do micrétomo, em secgdes
extremamente finas de 3 um a 4 um e em seguida foram montados sobre laminas de

vidro.

Figura 4 - A esquerda, fotografias da regido medial do tornozelo de um feto humano,
demonstrando uma incisdo medial e exposi¢ao do tendao tibial posterior
apo6s dissecgao: (a) Grupo | e (b) Grupo Il. A direita, imagens dos espécimes
tendineos coletados, com presengca de musculo na regidao proximal e
cartilagem na regiao distal: (c) Grupo | e (d) Grupo Il
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4.4 HISTOLOGIA

Secdes de tenddo (3 pm-4 pm) foram submetidas ao processo de
desparafinizagdo em xilol e hidratadas em etanol graduado. Posteriormente foram
coradas com coloragdo hematoxilina eosina (H&E) e avaliadas em microscopio optico
(Olympus Instrument BX51, Tokyo, Japan) para avaliagao da estrutura e celularidade
do tecido. Posteriormente, para realizar a avaliagdo do conteudo de colageno tecidual
em microscoépio Optico e luz polarizada, as amostras foram coradas pelo Picrosirius,
preparado a partir de Sirius red 0,2% em solucéo saturada de acido picrico (Direct
Red 80, C.1.35780, Aldrich, Milwaukee, WI).

4.5 IMUNOFLUORESCENCIA

Para a imunomarcagao do colageno dos tipos I, lll e V, cortes de amostras de
tecido tendineo de 3-4 ym foram aderidos em laminas com aminosilane (Sigma
Chemical Co.; St. Louis, Missouri, USA). Elas foram imersas em xilol e reidratadas em
concentragdes decrescentes de etanol. Os sitios imunogénicos foram expostos pelo
tratamento enzimatico com pepsina bovina (10,000 UTD; Sigma Chemical Co.; St.
Louis, Missouri, USA), na concentragao de 10 mg/mL em acido acético 0,5 N, pH 2,2
por 45 min, a 37°C. Apos sucessivas lavagens com PBS as laminas foram incubadas
em 5% de albumina bovina (BSA), diluida em tampéo fosfato pH 7,0 durante 30
minutos. Posteriormente foram incubadas durante uma noite a 4°C com Col | policlonal
de coelho anti-humano (1: 100, Rockland, Carlsbad, CA, EUA), Col Il anti-humano (1:
200, Rockland, Carlsbad, CA, EUA), e anticorpos anti-Col V humano (1: 2000,
Rockland, Carlsbad, CA, EUA) diluidos em BSA (albumina bovina, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, EUA) e revelados com anticorpo de cabra ALEXA FLUOR 488 IgG
anti-coelho (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) diluido 1: 200 em uma solucé&o de PBS
contendo 0,006% de azul de Evans. Como controle negativo, o anticorpo primario foi
substituido por PBS. Apds lavagem com PBS/Tween2o 0,05%, as laminas foram
novamente incubadas com 1 pg/mL bisbenzimida Hoechst 33258 (DAPI) (Invitrogen)
para se evidenciar o nucleo das células. Finalmente as laminas foram montadas com
tampéao glicina em PBS (v/v) e analisadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus
BX51, Olympus Co, St Laurent, Quebec, Canada)?®-%,


https://paperpile.com/c/dOkiL6/jcTwV+Okvu9
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4.6 HISTOMORFOMETRIA DOS COLAGENOS DOS TIPOS |, Il EV

A analise histomorfométrica foi realizada para quantificar a densidade de fibras
imunomarcadas de colageno dos tipos I, lll e V, por meio de analise de imagem. Este
sistema € constituido por uma camera fotografica (Olympus Co, St Laurent, Quebec,
Canada) acoplada a um microscopio (Olympus BX-51, Olympus Co, Tokyo, Japan),
que captura as imagens e as envia para o0 monitor, por um sistema de digitalizagao
(Oculus TCX, Coreco, Inc, St. Laurent, Quebec, Canada). As imagens sao entao
processadas por um software (Image-Pro Plus 6.0) que permite quantificar as fibras
imunomarcadas em verde fluorescente.

A densidade das fibras de colageno foi medida em todos os campos
microscopicos, por observador, as cegas, sendo adquiridas aleatoriamente 10
imagens de cada caso, em aumento de 400x. A area de cada campo analisado foi
medida em pm? e utilizando-se os recursos do software (Image-Pro Plus 6.0), através
da selecao de cores, a tonalidade verde fluorescente foi quantificada. A média da area
do conteudo de colageno foi dividida pela média da area total analisada e o resultado

final expresso em porcentagem®.
4.7 IMUNOMARCACAO PARA CD90

Para analisar a presenca de células-tronco mesenquimais no tecido tendinoso,
secgoes de 3 ym-4 ym foram aderidas em laminas com aminossilano (Sigma Chemical
Co.; St. Louis, Missouri, EUA). As laminas foram imersas em xileno e reidratadas em
concentragdes decrescentes de etanol. Em seguida, uma solugdo de perdxido de
hidrogénio a 0,3% foi utilizada quatro vezes por 5 minutos para inibir a atividade da
peroxidase enddgena e a recuperacao antigénica foi processada imediatamente. Os
sitios imunogénicos foram expostos ao tratamento enzimatico com pepsina de
mucosa gastrica suina (P7000; Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, EUA) a uma
concentragao de 0,4% em tampao de glicina pH 2,2 por 30 minutos a 37 °C e, em
seguida, incubados com o anticorpo primario monoclonal CD90 (Abcam Ab 92574)
diluido 1:200 em BSA a 0,01%, durante a noite a 4°C. De acordo com as
recomendacgdes do fabricante, a reacao foi desenvolvida usando um kit de deteccéo
de polimero biotina-estreptavidina-peroxidase (Novolink, Leica Biosystems, Reino

Unido). Depois disso, a 3,3-diaminobenzidina (Sigma Chemical, St Louis, MO) foi
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utilizada como cromégeno e corada com hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt,
HE Germany). O isotipo IgG foi utilizado como controle negativo. Para acessar
amostras de tenddo uniformes e proporcionais, 10 campos foram analisados
aleatoriamente no tenddo com aumento de x1000 para expressao de CD90 e a
contagem de células foi realizada por contagem manual de pontos em cada campo
com o software de sistema Image Pro-Plus 6.0, composto por uma camera Olympus
(Olympus Co, St Laurent, Quebec, Canada) acoplada a um microscépio Olympus
(Olympus BX51), a partir do qual as imagens foram enviadas para um monitor LG
utilizando um sistema de digitalizagao (Oculus TCX, Coreco, Inc., St. Laurent, Quebec,
Canada). Os resultados sao relatados como a porcentagem de células positivas no

tendao por micrometro quadrado®.

4.8 ANALISE MORFOMETRICA CELULAR

Para a avaliagdo da imunomarcacgao das células presentes no tendao dos fetos,
foi utilizado o método estereolégico do point-counting, que consiste num reticulo
contendo 100 pontos e cinquenta retas. A avaliacao foi realizada por observador, sem
conhecimento do grupo da amostra, em 10 campos randomizados do tecido tendineo,
em aumento de 1000X, capturados através de uma camera fotografica (Olympus Co,
St Laurent, Quebec, Canada) acoplada a um microscépio (Olympus BX-51, Olympus
Co, Tokyo, Japan) com sistema de digitalizagao (Oculus TCX, Coreco, Inc, St. Laurent,
Quebec, Canada). Apos a captura, as imagens foram finalmente processadas pelo
software Image-Pro Plus 6.0. A porcentagem (P) de pontos marcados no
compartimento de referéncia para o marcador estudado foi expressa pela férmula: P
= (Pix100)/Pt; sendo Pi, o numero de pontos que incide sobre a marcacgéao positiva por
imuno-histoquimica e Pt, o numero total de pontos analisados. A porcentagem (P) de
cada antigeno foi calculada a partir da soma dos resultados de todos os campos

analisados para cada amostra®s.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Prism, Inc., San Diego, CA, EUA), valores de P < 0,05 foram considerados
significativos. As diferengas estatisticas entre os grupos foram determinadas pelo
teste U de Mann Whitney para uma area da fragdo ocupada por células mesenquimais
e imunofluorescéncia para colageno I, lll e V dos tenddes. Testes post-hoc, corrigidos
para comparagdes multiplas com o ajuste de Tukey-Kramer, foram usados para
avaliar diferengas significativas quando efeitos principais ou efeitos de interagcéo foram
identificados. A correlacdo de Spearman foi realizada entre as células e os tipos de

colageno.
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5.1 CASUISTICA

Foram obtidas amostras de nove espécimes de tendao tibial posterior de fetos
oriundos do SVO, sendo sete fetos do sexo masculino e dois do sexo feminino. Os
espécimes foram divididos em dois grupos: Grupo |: 5 fetos - 22-28 semanas de
gestacdo, média de 25 semanas de idade gestacional, e Grupo Il: 4 fetos - 32-38
semanas de gestagao, média de 34,5 semanas de idade gestacional. Todos os pais
entrevistados autorizaram a realizagao do estudo e apenas um feto selecionado nao

foi incluido devido a presenca de anomalias apos autopsia.

Tabela 1 - Dados epidemiologicos dos espécimes do Grupo |

Comprim’ento Comprimento Idac!e
Grupo 1 Peso (9) Sexo cabeca-nadega : gestacional
(cm) pé (cm) (semanas)
Feto 1 640 Masculino 21,5 4,5 22
Feto 2 968 Feminino 25 5,3 26
Feto 3 1300 Masculino 27 6,0 28
Feto 4 1210 Feminino 25 5,5 25
Feto 5 804 Masculino 22 43 24
Média 984,4 - 241 5,1 25

Tabela 2 - Dados epidemioldgicos dos espécimes do Grupo Il

Comprin'[ento Comprimento Idaqe
Grupo 1 Peso (g) Sexo cabeca-nadega : gestacional
(cm) ) (semanas)
Feto 1 2880 Masculino 34 7,2 36
Feto 2 2200  Masculino 31 6,8 32
Feto 3 3500 Masculino 35 8,0 38
Feto 4 2340 Masculino 30 7,0 32
Média 2730 - 32,5 7,2 34,5

5.2 HISTOLOGIA E DISTRIBUICAO CELULAR

O Grupo | (22-28 semanas) apresentou tenddes com grande numero de células
com distribuicdo assimétrica, formatos variados, imersas em feixes de colageno,
disposto em um padrao desordenado, principalmente em torno do endotenddo. No
Grupo Il (32-38 semanas), foram encontrados tenddes com menor grau de
celularidade, com formato fusiforme e aumento da orientacdo paralela ou linear aos
feixes de colageno (Figuras 5 e 6). Houve uma diferenga estatistica significante entre
o numero total de células nos grupos | e Il (23,35% + 1,74% vs. 16,07% % 0,77%,
respectivamente; p < 0,0357) (Grafico 2).
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Figura 5 -

Amostras de tendoes fetais humanos obtidas do Grupo | (22-28 semanas) e
do Grupo Il (32-38 semanas) mostram a manutengao da histoarquitetura em
preparagcoes de H&E. Em um aumento menor, observa-se maior quantidade
de células imersas na matriz fibrilar dos tenddées do Grupo |, quando
comparados ao Grupo ll. Em uma ampliagdo maior, percebe-se as células
distribuidas entre as fibras de colageno nos tendodes fetais humanos do
grupo | (setas), de maneira difusa, em comparagdao com os tendodes fetais
humanos do grupo Il (setas), dispostos na orientacao linear aos feixes de

colageno

Grupo Il (32-38 semanas)

Grupo | (22-28 semanas)

Tendoes Fetais
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Figura 6 - Sob microscopia de fluorescéncia pela coloragcao DAPI, que caracteriza o
nucleo celular, as imagens evidenciam uma maior quantidade de células
com padrao de distribui¢ao difuso nos tendées do Grupo I. Nos espécimes
de tendao do grupo Il, arranjo uniforme e linear dos nucleos (setas brancas)

Tendoes Fetais

Grupo | (22-28 s

emanas)

Grupo |l (32-38 semanas)
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Grafico 2 - Aumento significativo do percentual de células do grupo | em relagao ao
grupo Il (p < 0,0357)
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5.3 HISTOARQUITETURA E DISTRIBUIGCAO DOS COLAGENOS |, llE V

No Grupo |, foi identificada uma rede de fibras birrefringentes laranja
avermelhadas na coloracdo de Picrosirius. Elas apresentaram um padrao
fragmentado e quebrado que cobre toda a superficie do tenddo. Em contraste, nos
tenddes fetais humanos do Grupo I, as fibras de colageno mostraram uma orientagéo

paralela ou linear do feixe de colageno presente do tecido (Figura 7).

Figura 7 - Fibras colagenas birrefringentes com coloragao laranja avermelhadas,
analisadas pela coloragdo Picrosirius sob polarizagcao no tendao tibial
posterior de fetos humanos. No Grupo |, a esquerda, observa-se um padrao
fragmentado e desarranjado das fibras, enquanto as fibras de colageno
ficam em orientagao paralela ou linear no Grupo Il (seta branca)

Grupo | (22-28 semanas) Grupo Il (32-38 semanas)

teeD

" Sy Gn
t 3 " A W) Yy 'L

Wl o)

Tendoes Fetais




ResuLTADOS - 50

Na analise do colageno I, os resultados mostraram um aumento significativo na
matriz dos tenddes do Grupo Il em comparagdao com os tenddes do Grupo |,
apresentando respectivamente os seguintes resultados com significancia estatistica
(51,40% + 1,71% vs. 31,11% + 1,74%; p < 0,0159) (Figura 8 e Grafico 3).

Figura 8 - Laminas com imunomarcag¢ao para o colageno | visualizado na cor verde
(setas brancas) em microscopia de fluorescéncia. Grupo |, a esquerda, e o
Grupo ll, a direita

Grupo | (22-28 semanas) Grupo Il (32-38 semanas)

Colageno |

Grafico 3 - Diferenga entre as quantidades de colageno do tipo | entre os tenddes dos
grupos l e ll (p < 0,015)
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Na analise de imunofluorescéncia dos colagenos tipos Il (Figura 9) e V (Figura
10), houve uma quantidade significativamente maior de colageno tipo Ill nos tenddes
do Grupo | em comparacgédo ao Grupo I, 31,19% + 2,10% vs. 17,02% = 1,37%; p <
0,015 (Gréfico 3), bem como colageno tipo V, 12,52% + 0,76% vs. 4,39% + 0,76%; p
< 0,016 (Grafico 4).
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Figura 9 - Laminas com imunomarcac¢ao para o colageno lll visualizado na cor verde
(setas brancas) em microscopia de fluorescéncia. Grupo | a esquerda e o
Grupo Il a direita

nas)

Colageno Il

Grafico 4 - Diferenga entre as quantidades de colageno do tipo lll entre os tendées dos
grupos l e ll (p <0,016)
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Figura 10 - Ladminas com imunomarcagcidao para o colageno V visualizado em
microscopia de fluorescéncia com a marcagao verde (setas brancas).
Grupo | a esquerda e o Grupo Il a direita

Grupo | (22-28 semanas) Grupo Il (32-38 semanas)
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Grafico 5 - Diferenga entre as quantidades de colageno do tipo V entre os tenddes dos

grupos l e ll (p < 0,015)
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5.4 IMUNOMARCACAO PARA O CD90

Grupo I

Em relagdo a imunomarcacao para CD90, foi encontrado intensa expressao

desse marcador em tenddées humanos do Grupo |, quando comparada ao Grupo |l

(Figura 11). Além disso, os resultados histomorfométricos mostraram uma quantidade
significativa de CD90 em tenddes fetais humanos do Grupo |, quando comparados ao
Grupo Il (7,20 £ 1,06 vs. 04,01 £ 0,51; p < 0,0159) (Grafico 6). A marcagao foi mais

intensa na regiao do endotendao.

Figura 11 - Alta expressao de CD90 em tend

oes fetais humanos do Grupo |, mais

imaturos, quando comparado ao Grupo Il. Observa-se a presencga intensa
de células CD90 positivas em toda a matriz do tendao no Grupo | sob

imuno-histoquimica (setas)

Grupo | (22-28 semanas)

Grupo Il (32-38 semanas)
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Grafico 6 - Aumento significativo do percentual de células positivas do Grupo | em
relagdo ao Grupo Il para marcagao pelo CD90 (p < 0,015)
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Assim como em outros tecidos conjuntivos, o tend&o tibial posterior humano
sofre alteragdes morfolégicas e moleculares durante seu desenvolvimento, que
envolvem tanto suas caracteristicas celulares quanto a matriz extracelular. O processo
de maturacéo intrautero do tendéo tibial posterior € acompanhado por uma diminuigao
progressiva da celularidade. Observa-se uma diferenga estatistica significante com
aumento dos tendcitos por campo no tendao imaturo, confirmando os achados de
estudos em tenddes de equinos e ovinos descritos por Stanley et al.®* e Russo et al.?®
respectivamente. Este € o primeiro estudo a realizar essa avaliagao no tendao tibial
posterior de fetos humanos.

Além da maior quantidade, as caracteristicas celulares também mudaram a
medida que o tendao se desenvolve. De fato, os espécimes do Grupo | apresentaram
células com formatos heterogéneos e em maior quantidade quando comparados aos do
Grupo Il, que apresentaram células com formato mais fusiforme e em menor nimero.
Avilion et al.*, em 2003 descrevem achados semelhantes em espécimes de tenddes de
animais. O fato de n&do haver evidéncias de picnose ou fragmentagdo nuclear a
microscopia nos faz supor que essa reducao nao esteja relacionada a apoptose e sim a
diferenciacdo e reducido da velocidade de multiplicagdo, assim como Hosaka et al.%% e
Chuen et al.8® apresentam resultados semelhantes em flexores digitais de cavalos e
tenddes patelares humanos respectivamente.

Amostras de tecido de tendao fetal mais jovens apresentaram maior quantidade
de células imunomarcadas para CD90, um dos marcadores de células-tronco
mesenquimais humanas, em comparagéo com tenddes mais maduros. Russo et al.?5
também demonstraram alta expressdo de marcadores que caracterizam células
mesenquimais em tenddes fetais de ovelhas mais jovens quando comparados a
tenddes fetais mais maduros e adultos. A presenca dessas células foi observada
principalmente préximo aos vasos sanguineos, no endotenddo, e conforme
demonstrado por Lui et al.6" em sua avaliagdo de tendbes adultos, essa localizagéo
sugere que elas podem apresentar resposta a sinais reguladores locais ou sistémicos.
Caplan et al.®® demonstram que moléculas bioativas secretadas por essas células
foram capazes de promover neovascularizagdo, migragdo, imunorregulagao,
proliferacdo celular, sintese e remodelamento da matriz extracelular no tecido. No
entanto, os autores afirmam que ainda nao esta claro se as células-tronco do tendao
funcionam para substituir os tenddes danificados ou para estabelecer um

microambiente para o reparo de lesdes. Seja qual for o seu papel, em qualquer uma
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das possibilidades, entender os mecanismos de ativagao celular dessa linhagem
podem auxiliar no estimulo a regeneracgéao tecidual apés um dano.

A caracterizagdo das células-tronco mesenquimais teve como objetivo
identificar em qual fase do desenvolvimento tecidual ela esteve presente em maior
quantidade. A sua presenga em maior quantidade nas fases iniciais sugere que a
constituigdo da matriz fibrilar do tendao possa estar ligada a maior presenca dessas
células durante o desenvolvimento do tecido tendineo no feto humano. No entanto,
outros marcadores que caracterizassem essa linhagem celular seriam necessarios
para sustentar essa hipotese. Por outro lado, a indicacdo de maior quantidade de
células que expressam CD90 pode ser considerado um forte indicio da participagao
dessas células na maturagao do tendao do feto humano.

No presente estudo, o tend&o tibial posterior de fetos em diferentes idades
gestacionais apresentou colageno tipos |, lll e V em diferentes quantidades e padréao
de distribuigao distinto. Tresoldi et al.?? afirmam que a fibrilogénese comega durante a
embriogénese e continua apds o nascimento com a montagem de moléculas de
colageno tipo I, que seguem o crescimento linear e lateral associado as interagcdes do
colageno com proteinas, sejam elas outros colagenos ou proteoglicanos por exemplo.
Inicialmente, as moléculas de colageno se agrupam para formar intermediarios de
fibrilas imaturas e, apés essa montagem molecular, os intermediarios de fibrilas se
agrupam de ponta a ponta para formar fibrilas mais longas, consistentes com fibrilas
maduras mecanicamente funcionais. Esses dados corroboram achados no tendao
tibial posterior de fetos humanos, em que a quantidade e o padréao de organizagao do
colageno tipo | aumentaram em fetos mais maduros em comparagéo aos mais jovens.

Os fetos mais jovens apresentam colageno tipo Il em maior quantidade em
relagdo aos fetos mais maduros. Tozer e Duprez®' afirmam que a expressao do colageno
[l diminui gradualmente durante o desenvolvimento e que sua alta expresséao nos
estagios iniciais sugere um papel na montagem inicial da fibrila. Além disso, sua
expressao € elevada apds lesédo tecidual, sugerindo que esse colageno pode
desempenhar um papel no processo de cicatrizagdo, talvez por essa relacdo na
montagem da fibra e estimulo da fibrilogénese. Romanic et al.>? avaliam que o colageno
lll, na forma de procolageno lll, pode regular o didmetro das fibrilas de colageno |,
revestindo sua superficie, permitindo assim o crescimento longitudinal, mas n&o o

crescimento lateral das fibrilas com eventual espessamento do tecido tendinoso.
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Nesse estudo, os fetos mais jovens apresentaram maior quantidade de
colageno tipo V quando comparados aos fetos mais maduros. Isso corrobora os dados
apresentados na literatura e sugere maior capacidade de regulagdo e organizagéo de
tecidos imaturos. Hansen et al.>® demonstram que o colageno tipo V desempenha o
papel de ligante molecular entre as fibrilas de colageno | ou entre fibrilas e
macromoléculas, dependendo de sua respectiva distribuicdo em diferentes tecidos,
estando assim associado a quantidade e qualidade da distribuicdo das fibras de
colageno | no tendao.

Connizzo et al.% demonstram que, apds a delegdo dos genes responsaveis
pela producéo do colageno tipo V em camundongos, ocorre uma montagem de fibrilas
de grande didmetro e distribuicdo difusa, caracteristicas semelhantes as fibrilas
produzidas em tecidos conjuntivos com baixas concentragbes desse colageno. Isso
sugere que os niveis de colageno tipo V regulam o didmetro das fibrilas e que sua
reducao pode ser suficiente para alterar a montagem das fibrilas de modo que fibrilas
de diametro anormalmente grandes sejam depositadas na matriz.

Compreender mais profundamente as propriedades intrinsecas da organizagao
tecidual dos fetos humanos pode ajudar em uma possivel modulagao da resposta do
tecido tendineo maduro a lesdo. Sem duvida, existem muito mais moléculas
envolvidas nessa resposta do que podem ser examinadas em uma unica investigacao,
0 que € um ponto fraco do presente trabalho. Pensando em uma possivel aplicagao
terapéutica desses resultados, alguns estudos sugerem a ideia de se isolar e utilizar
as citocinas que participam da cicatrizacio tendinea, no entanto esse processo parece
ser complexo e composto multiplas interagdes entre as diferentes moléculas, tornando
a missao de estabelecer um equilibrio perfeito para a cicatrizacdo do tendao quase
impossivel?*. Por outro lado, as células fetais apresentam um equilibrio natural em
relacdo a producdo e liberacdo dessas citocinas, podendo ser elas mesmas os
efetores de um reparo sem cicatriz, se utilizadas para uso terapéutico®®9, O presente
estudo comega a fornecer informagdes sobre os complexos mecanismos que
controlam o processo de maturagdo e organizagdo dos tenddes humanos, e as
informacgdes deste projeto podem ser o ponto de partida para o desenvolvimento de

terapias inovadoras para minimizar a formacgao de cicatrizes apoés lesdes tendineas.
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De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que durante o
desenvolvimento embriolégico do tendao tibial posterior em fetos humanos ocorre
uma modificag&do tanto quantitativa como qualitativa da celularidade e dos colagenos
que compdem a matriz extracelular:

Em relagédo aos colagenos ha um aumento do tipo | durante o desenvolvimento
bem como uma redugédo dos colagenos organizacionais tipo Ill e tipo V, com uma
organizagao progressiva das fibrilas.

O numero total de células reduz durante o desenvolvimento tendineo, assim

como a presenca de células-tronco mesenquimais.



REFERENCIAS?

¥ De acordo com Estilo Vancouver.



REFERENCIAS - 61

10.

11.

12.

Bloome DM, Marymont JV, Varner KE. Variations on the insertion of the
posterior tibialis tendon: a cadaveric study. Foot Ankle Int. 2003 Oct;24(10):780—
3.

Deland JT, de Asla RJ, Sung IH, Ernberg LA, Potter HG. Posterior tibial tendon
insufficiency: which ligaments are involved? Foot Ankle Int. 2005 Jun;26(6):427—
35.

Myerson MS, Thordarson DB, Johnson JE, Hintermann B, Sangeorzan BJ,
Deland JT, et al. Classification and Nomenclature: Progressive Collapsing Foot
Deformity. Foot Ankle Int. 2020 Oct;41(10):1271-6.

Kohls-Gatzoulis J, Angel J, Singh D. Tibialis posterior dysfunction as a cause of
flatfeet in elderly patients. The Foot. 2004 Dec 1;14(4):207-9.

Albano D, Martinelli N, Bianchi A, Romeo G, Bulfamante G, Galia M, et al.
Posterior tibial tendon dysfunction: Clinical and magnetic resonance imaging
findings having histology as reference standard. Eur J Radiol. 2018 Feb;99:55—
61.

Pinney SJ, Lin SS. Current concept review: acquired adult flatfoot deformity.
Foot Ankle Int. 2006 Jan;27(1):66—75.

Bernasconi A, Vacas E, Godoy-Santos AL, Lintz F. Progressive collapsing foot
deformity: How should we translate it into Neo-Latin languages? Foot Ankle
Surg. 2021 Dec;27(8):949-50.

Mosier SM, Lucas DR, Pomeroy G, Manoli A 2nd. Pathology of the posterior
tibial tendon in posterior tibial tendon insufficiency. Foot Ankle Int. 1998
Aug;19(8):520-4.

Hintermann B, Deland JT, de Cesar Netto C, Ellis SJ, Johnson JE, Myerson MS,
et al. Consensus on Indications for Isolated Subtalar Joint Fusion and
Naviculocuneiform Fusions for Progressive Collapsing Foot Deformity. Foot
Ankle Int. 2020 Oct;41(10):1295-8.

Johnson JE, Sangeorzan BJ, de Cesar Netto C, Deland JT, Ellis SJ, Hintermann
B, et al. Consensus on Indications for Medial Cuneiform Opening Wedge
(Cotton) Osteotomy in the Treatment of Progressive Collapsing Foot Deformity.
Foot Ankle Int. 2020 Oct;41(10):1289-91.

C Schon L, de Cesar Netto C, Day J, Deland JT, Hintermann B, Johnson JE, et
al. Consensus for the Indication of a Medializing Displacement Calcaneal
Osteotomy in the Treatment of Progressive Collapsing Foot Deformity. Foot
Ankle Int. 2020 Oct;41(10):1282-5.

Sangeorzan BJ, Hintermann B, de Cesar Netto C, Day J, Deland JT, Ellis SJ, et
al. Progressive Collapsing Foot Deformity: Consensus on Goals for Operative
Correction. Foot Ankle Int. 2020 Oct;41(10):1299-302.


http://paperpile.com/b/dOkiL6/tnqtw
http://paperpile.com/b/dOkiL6/tnqtw
http://paperpile.com/b/dOkiL6/tnqtw
http://paperpile.com/b/dOkiL6/wnKj9
http://paperpile.com/b/dOkiL6/wnKj9
http://paperpile.com/b/dOkiL6/wnKj9
http://paperpile.com/b/dOkiL6/hVxSl
http://paperpile.com/b/dOkiL6/hVxSl
http://paperpile.com/b/dOkiL6/hVxSl
http://paperpile.com/b/dOkiL6/ZnxZ0
http://paperpile.com/b/dOkiL6/ZnxZ0
http://paperpile.com/b/dOkiL6/1qjEM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/1qjEM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/1qjEM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/1qjEM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/pEPAU
http://paperpile.com/b/dOkiL6/pEPAU
http://paperpile.com/b/dOkiL6/VNUol
http://paperpile.com/b/dOkiL6/VNUol
http://paperpile.com/b/dOkiL6/VNUol
http://paperpile.com/b/dOkiL6/xDJsJ
http://paperpile.com/b/dOkiL6/xDJsJ
http://paperpile.com/b/dOkiL6/xDJsJ
http://paperpile.com/b/dOkiL6/v0gjE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/v0gjE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/v0gjE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/v0gjE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/DN9J4
http://paperpile.com/b/dOkiL6/DN9J4
http://paperpile.com/b/dOkiL6/DN9J4
http://paperpile.com/b/dOkiL6/DN9J4
http://paperpile.com/b/dOkiL6/AfyAb
http://paperpile.com/b/dOkiL6/AfyAb
http://paperpile.com/b/dOkiL6/AfyAb
http://paperpile.com/b/dOkiL6/AfyAb
http://paperpile.com/b/dOkiL6/5n4XM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/5n4XM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/5n4XM

REFERENCIAS - 62

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Thordarson DB, Schon LC, de Cesar Netto C, Deland JT, Ellis SJ, Johnson JE,
et al. Consensus for the Indication of Lateral Column Lengthening in the
Treatment of Progressive Collapsing Foot Deformity. Foot Ankle Int. 2020
Oct;41(10):1286-8.

Satomi E, Teodoro WR, Parra ER, Fernandes TD, Velosa APP, Capelozzi VL, et
al. Changes in histoanatomical distribution of types I, Ill and V collagen promote
adaptative remodeling in posterior tibial tendon rupture. Clinics. 2008
Feb;63(1):9-14.

Lin TWTW, Cardenas L, Soslowsky LJLJ. Biomechanics of tendon injury and
repair. J Biomech. 2004 Jun;37(6):865—77.

Thomopoulos S, Parks WC, Rifkin DB, Derwin KA. Mechanisms of tendon injury
and repair. J Orthop Res. 2015 Jun;33(6):832-9.

Dyment NA, Galloway JL. Regenerative Biology of Tendon: Mechanisms for
Renewal and Repair. Current Molecular Biology Reports. 2015 Sep 1;1(3):124—
31.

Voleti PB, Buckley MR, Soslowsky LJ. Tendon Healing: Repair and
Regeneration. Annu Rev Biomed Eng. 2012 Aug 15;14(1):47-71.

Mosier SM, Lucas DR, Pomeroy G, Manoli A 2nd. Pathology of the posterior
tibial tendon in posterior tibial tendon insufficiency. Foot Ankle Int. 1998
Aug;19(8):520-4.

Teodoro WR, Velosa AP, Witzel SS, Garippo AL, Farhat C, Parra ER, et al.
Architectural remodelling in lungs of rabbits induced by type V collagen
immunization: a preliminary morphologic model to study diffuse connective
tissue diseases. Pathology - Research and Practice. 2004 Dec 15;200(10):681—
91.

Goncalves-Neto J, Witzel SS, Teodoro WR, Carvalho-Junior AE, Fernandes TD,
Yoshinari HH. Changes in collagen matrix composition in human posterior tibial
tendon dysfunction. Joint Bone Spine. 2002;69:189-94.

Tresoldi I, Oliva F, Benvenuto M, Fantini M, Masuelli L, Bei R, et al. Tendon’s
ultrastructure. Muscles Ligaments Tendons J. 2013 Jan;3(1):2-6.

Stalling SS, Nicoll SB. Fetal ACL fibroblasts exhibit enhanced cellular properties
compared with adults. Clin Orthop Relat Res. 2008 Dec;466(12):3130-7.

Beredjiklian PK, Favata M, Cartmell JS, Flanagan CL, Crombleholme TM,
Soslowsky LJ. Regenerative versus reparative healing in tendon: a study of
biomechanical and histological properties in fetal sheep. Ann Biomed Eng. 2003
Nov;31(10):1143-52.

Russo V, Mauro A, Martelli A, Di Giacinto O, Di Marcantonio L, Nardinocchi D, et
al. Cellular and molecular maturation in fetal and adult ovine calcaneal tendons.
J Anat. 2015 Feb;226(2):126—-42.


http://paperpile.com/b/dOkiL6/Xe9Hf
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Xe9Hf
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Xe9Hf
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Xe9Hf
http://paperpile.com/b/dOkiL6/YOS6H
http://paperpile.com/b/dOkiL6/YOS6H
http://paperpile.com/b/dOkiL6/YOS6H
http://paperpile.com/b/dOkiL6/YOS6H
http://paperpile.com/b/dOkiL6/6M9bE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/6M9bE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/9b6dx
http://paperpile.com/b/dOkiL6/9b6dx
http://paperpile.com/b/dOkiL6/PDxf6
http://paperpile.com/b/dOkiL6/PDxf6
http://paperpile.com/b/dOkiL6/PDxf6
http://paperpile.com/b/dOkiL6/zTWwt
http://paperpile.com/b/dOkiL6/zTWwt
http://paperpile.com/b/dOkiL6/GIsY7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/GIsY7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/GIsY7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Okvu9
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Okvu9
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Okvu9
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Okvu9
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Okvu9
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Oz9gf
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Oz9gf
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Oz9gf
http://paperpile.com/b/dOkiL6/xLnxJ
http://paperpile.com/b/dOkiL6/xLnxJ
http://paperpile.com/b/dOkiL6/o3fx1
http://paperpile.com/b/dOkiL6/o3fx1
http://paperpile.com/b/dOkiL6/S3GBe
http://paperpile.com/b/dOkiL6/S3GBe
http://paperpile.com/b/dOkiL6/S3GBe
http://paperpile.com/b/dOkiL6/S3GBe
http://paperpile.com/b/dOkiL6/R8F8j
http://paperpile.com/b/dOkiL6/R8F8j
http://paperpile.com/b/dOkiL6/R8F8j

REFERENCIAS - 63

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Silva H, Conboy IM. Aging and stem cell renewal. In: StemBook. Cambridge
(MA): Harvard Stem Cell Institute; 2008.

Favata M, Beredjiklian PK, Zgonis MH, Beason DP, Crombleholme TM, Jawad
AF, et al. Regenerative properties of fetal sheep tendon are not adversely
affected by transplantation into an adult environment. J Orthop Res. 2006
Nov;24(11):2124-32.

Lui PPY. Identity of tendon stem cells--how much do we know? J Cell Mol Med.
2013 Jan;17(1):55-64.

Wasniewska-Wtodarczyk A, Paulsen F, Olewnik £, Polguj M. Morphological
variability of the plantaris tendon in the human fetus. Sci Rep. 2021 Aug
19;11(1):16871.

Karauda P, Paulsen F, Polguj M, Diogo R, Olewnik t. Morphological variability of
the fibularis tertius tendon in human foetuses. Folia Morphol. 2022;81(2):451-7.

Olewnik t, Zielinska N, Ruzik K, Podgorski M, Paulsen F, Diogo R, et al.
Morphological variability of the fibularis longus tendon in human fetuses. Ann
Anat. 2022 Jan;239:151838.

Dziedzic DW, Bogacka U, Komarnitki |, Ciszek B. Anatomy and morphometry of
the distal gracilis muscle tendon in adults and foetuses. Folia Morphol.
2018;77(1):138-43.

de la Cuadra-Blanco C, Arraez-Aybar LA, Murillo-Gonzalez JA, Herrera-Lara
ME, Mérida-Velasco JA, Mérida-Velasco JR. Development of the Human Biceps
Brachii Tendon and Coracoglenoid Ligament (7th-12th Week of Development).
Cells Tissues Organs. 2017 Feb 10;203(6):365-73.

Holm-Pedersen P, Viidik A. Tensile properties and morphology of healing
wounds in young and old rats. Scand J Plast Reconstr Surg. 1972;6(1):24-35.

Ippolito E, Natali PG, Postacchini F, Accinni L, De Martino C. Morphological,
immunochemical, and biochemical study of rabbit achilles tendon at various
ages. J Bone Joint Surg Am. 1980;62(4):583-98.

Whitby DJ, Ferguson MW. The extracellular matrix of lip wounds in fetal,
neonatal and adult mice. Development. 1991 Jun;112(2):651-68.

Rodriguez-Vazquez JF, Jin ZW, Zhao P, Murakami G, Li XW, Jin Y.
Development of digastric muscles in human foetuses: a review and findings in
the flexor digitorum superficialis muscle. Folia Morphol. 2018;77(2):362—70.

Naito M, Suzuki R, Abe H, Rodriguez-Vazquez JF, Murakami G, Aizawa S. Fetal
Development of the Human Obturator Internus Muscle With Special Reference
to the Tendon and Pulley. Anat Rec. 2015 Jul;298(7):1282-93.


http://paperpile.com/b/dOkiL6/VipGX
http://paperpile.com/b/dOkiL6/VipGX
http://paperpile.com/b/dOkiL6/44ktR
http://paperpile.com/b/dOkiL6/44ktR
http://paperpile.com/b/dOkiL6/44ktR
http://paperpile.com/b/dOkiL6/44ktR
http://paperpile.com/b/dOkiL6/duHVV
http://paperpile.com/b/dOkiL6/duHVV
http://paperpile.com/b/dOkiL6/94Yxu
http://paperpile.com/b/dOkiL6/94Yxu
http://paperpile.com/b/dOkiL6/94Yxu
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Y3VXK
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Y3VXK
http://paperpile.com/b/dOkiL6/2D0cE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/2D0cE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/2D0cE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/v74J3
http://paperpile.com/b/dOkiL6/v74J3
http://paperpile.com/b/dOkiL6/v74J3
http://paperpile.com/b/dOkiL6/K5n64
http://paperpile.com/b/dOkiL6/K5n64
http://paperpile.com/b/dOkiL6/K5n64
http://paperpile.com/b/dOkiL6/K5n64
http://paperpile.com/b/dOkiL6/bIS2T
http://paperpile.com/b/dOkiL6/bIS2T
http://paperpile.com/b/dOkiL6/30wCd
http://paperpile.com/b/dOkiL6/30wCd
http://paperpile.com/b/dOkiL6/30wCd
http://paperpile.com/b/dOkiL6/IMrnc
http://paperpile.com/b/dOkiL6/IMrnc
http://paperpile.com/b/dOkiL6/qzDPM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/qzDPM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/qzDPM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/1lkbn
http://paperpile.com/b/dOkiL6/1lkbn
http://paperpile.com/b/dOkiL6/1lkbn

REFERENCIAS - 64

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Hayashi S, Kim JH, Jin ZW, Murakami G, Rodriguez-Vazquez JF, Abe H.
Development and growth of the calcaneal tendon sheath with special reference
to its topographical relationship with the tendon of the plantaris muscle: a
histological study of human fetuses. Surg Radiol Anat. 2023 Mar;45(3):247-53.

de Albornoz PM, Aicale R, Forriol F, Maffulli N. Cell Therapies in Tendon,
Ligament, and Musculoskeletal System Repair. Sports Med Arthrosc. 2018
Jun;26(2):48-58.

Migliorini F, Tingart M, Maffulli N. Progress with stem cell therapies for tendon
tissue regeneration. Expert Opin Biol Ther. 2020 Nov;20(11):1373-9.

Birk DE, Trelstad RL. Extracellular compartments in tendon morphogenesis:
collagen fibril, bundle, and macroaggregate formation. J Cell Biol. 1986
Jul;103(1):231-40.

Atkinson TS, Ewers BJ, Haut RC. The tensile and stress relaxation responses of
human patellar tendon varies with specimen cross-sectional area. J Biomech.
1999 Sep;32(9):907-14.

Einhorn T, O’Keefe R, Buckwalter J. Orthopaedic basic science: foundations of
clinical practice. 2007 [cited 2021 Dec 25]; Available from:
https://www.semanticscholar.org/paper/61df32e8efda24971925adafbe33515055
a6540b

Asahara H, Inui M, Lotz MK. Tendons and Ligaments: Connecting
Developmental Biology to Musculoskeletal Disease Pathogenesis. J Bone Miner
Res. 2017 Sep;32(9):1773-82.

Kalamajski S, Oldberg A. The role of small leucine-rich proteoglycans in collagen
fibrillogenesis. Matrix Biol. 2010 May;29(4):248-53.

Dourte LM, Pathmanathan L, Jawad AF, lozzo RV, Mienaltowski MJ, Birk DE, et
al. Influence of decorin on the mechanical, compositional, and structural
properties of the mouse patellar tendon. J Biomech Eng. 2012
Mar;134(3):031005.

Connizzo BK, Yannascoli SM, Soslowsky LJ. Structure-function relationships of
postnatal tendon development: a parallel to healing. Matrix Biol. 2013 Mar
11;32(2):106-16.

Kadler KE, Holmes DF, Trotter JA, Chapman JA. Collagen fibril formation.
Biochem J. 1996 May 15;316 ( Pt 1):1-11.

Zhang G, Young BB, Ezura Y, Favata M, Soslowsky LJ, Chakravarti S, et al.
Development of tendon structure and function: regulation of collagen
fibrillogenesis. J Musculoskelet Neuronal Interact. 2005 Mar;5(1):5-21.

Tozer S, Duprez D. Tendon and ligament: development, repair and disease.
Birth Defects Res C Embryo Today. 2005 Sep;75(3):226—-36.


http://paperpile.com/b/dOkiL6/OUXEy
http://paperpile.com/b/dOkiL6/OUXEy
http://paperpile.com/b/dOkiL6/OUXEy
http://paperpile.com/b/dOkiL6/OUXEy
http://paperpile.com/b/dOkiL6/m0Qii
http://paperpile.com/b/dOkiL6/m0Qii
http://paperpile.com/b/dOkiL6/m0Qii
http://paperpile.com/b/dOkiL6/mfoIl
http://paperpile.com/b/dOkiL6/mfoIl
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Svbgp
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Svbgp
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Svbgp
http://paperpile.com/b/dOkiL6/do0fV
http://paperpile.com/b/dOkiL6/do0fV
http://paperpile.com/b/dOkiL6/do0fV
http://paperpile.com/b/dOkiL6/otYbC
http://paperpile.com/b/dOkiL6/otYbC
https://www.semanticscholar.org/paper/61df32e8efda24971925adafbe33515055a6540b
https://www.semanticscholar.org/paper/61df32e8efda24971925adafbe33515055a6540b
http://paperpile.com/b/dOkiL6/oaQ94
http://paperpile.com/b/dOkiL6/oaQ94
http://paperpile.com/b/dOkiL6/oaQ94
http://paperpile.com/b/dOkiL6/TfKGN
http://paperpile.com/b/dOkiL6/TfKGN
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Z5OKg
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Z5OKg
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Z5OKg
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Z5OKg
http://paperpile.com/b/dOkiL6/z9jaW
http://paperpile.com/b/dOkiL6/z9jaW
http://paperpile.com/b/dOkiL6/z9jaW
http://paperpile.com/b/dOkiL6/gH1d7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/gH1d7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/KOjOE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/KOjOE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/KOjOE
http://paperpile.com/b/dOkiL6/3j5z9
http://paperpile.com/b/dOkiL6/3j5z9

REFERENCIAS - 65

52.

53.

54.

95.

56.

S7.

58.

59.
60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Romanic AM, Adachi E, Kadler KE, Hojima Y, Prockop DJ. Copolymerization of
pNcollagen Ill and collagen I. pNcollagen Il decreases the rate of incorporation
of collagen | into fibrils, the amount of collagen | incorporated, and the diameter
of the fibrils formed. J Biol Chem. 1991 Jul 5;266(19):12703-9.

Hansen KA, Weiss JA, Barton JK. Recruitment of tendon crimp with applied
tensile strain. J Biomech Eng. 2002 Feb;124(1):72-7.

Connizzo BK, Han L, Birk DE, Soslowsky LJ. Collagen V-heterozygous and -null
supraspinatus tendons exhibit altered dynamic mechanical behaviour at multiple
hierarchical scales. Interface Focus. 2016 Feb 6;6(1):20150043.

O’Brien M. Structure and metabolism of tendons. Scand J Med Sci Sports. 1997
Apr;7(2):55-61.

Steinert AF, Kunz M, Prager P, Barthel T, Jakob F, Noth U, et al. Mesenchymal
stem cell characteristics of human anterior cruciate ligament outgrowth cells.
Tissue Eng Part A. 2011 May;17(9-10):1375-88.

Dekoninck S, Blanpain C. Stem cell dynamics, migration and plasticity during
wound healing. Nat Cell Biol. 2019 Jan;21(1):18-24.

Poliwoda S, Noor N, Downs E, Schaaf A, Cantwell A, Ganti L, et al. Stem cells: a
comprehensive review of origins and emerging clinical roles in medical practice.
Orthop Rev. 2022 Aug 25;14(3):37498.

Caplan Al. Mesenchymal stem cells. J Orthop Res. 1991 Sep;9(5):641-50.

Caplan Al. Why are MSCs therapeutic? New data: new insight. J Pathol. 2009
Jan;217(2):318-24.

Rui YF, Lui PPY, Wong YM, Tan Q, Chan KM. Altered fate of tendon-derived
stem cells isolated from a failed tendon-healing animal model of tendinopathy.
Stem Cells Dev. 2013 Apr 1;22(7):1076-85.

Houlihan DD, Mabuchi Y, Morikawa S, Niibe K, Araki D, Suzuki S, et al. Isolation
of mouse mesenchymal stem cells on the basis of expression of Sca-1 and
PDGFR-a. Nat Protoc. 2012 Dec;7(12):2103-11.

Zou D, Vigen M, Putnam AJ, Cao C, Tarlé SA, Guinn T, et al. Phenotypic,
trophic, and regenerative properties of mesenchymal stem cells from different
osseous tissues. Cell Tissue Res. 2022 Apr;388(1):75-88.

Cristante AF, Narazaki DK. Avancos no uso de células-tronco em ortopedia. Rev
Bras Ortop. 2011;46(4):359-67.

Lapidus PW, Seidenstein H. Chronic non-specific tenosynovitis with effusion
about the ankle; report of three cases. J Bone Joint Surg Am. 1950
Jan;32A(1):175-9.

Langenskiold A. Chronic Non-Specific Tenosynovitis of the Tibialis Posterior
Tendon. Acta Orthop Scand. 1967 Jan 1;38(1-4):301-5.


http://paperpile.com/b/dOkiL6/MfJaO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/MfJaO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/MfJaO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/MfJaO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/tuaZy
http://paperpile.com/b/dOkiL6/tuaZy
http://paperpile.com/b/dOkiL6/BbxNR
http://paperpile.com/b/dOkiL6/BbxNR
http://paperpile.com/b/dOkiL6/BbxNR
http://paperpile.com/b/dOkiL6/39vOh
http://paperpile.com/b/dOkiL6/39vOh
http://paperpile.com/b/dOkiL6/GgkpB
http://paperpile.com/b/dOkiL6/GgkpB
http://paperpile.com/b/dOkiL6/GgkpB
http://paperpile.com/b/dOkiL6/IWWAb
http://paperpile.com/b/dOkiL6/IWWAb
http://paperpile.com/b/dOkiL6/jQZTq
http://paperpile.com/b/dOkiL6/jQZTq
http://paperpile.com/b/dOkiL6/jQZTq
http://paperpile.com/b/dOkiL6/A50jk
http://paperpile.com/b/dOkiL6/8Zlev
http://paperpile.com/b/dOkiL6/8Zlev
http://paperpile.com/b/dOkiL6/7jFES
http://paperpile.com/b/dOkiL6/7jFES
http://paperpile.com/b/dOkiL6/7jFES
http://paperpile.com/b/dOkiL6/nhXGO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/nhXGO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/nhXGO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/iarC5
http://paperpile.com/b/dOkiL6/iarC5
http://paperpile.com/b/dOkiL6/iarC5
http://paperpile.com/b/dOkiL6/QRss7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/QRss7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/bVkHx
http://paperpile.com/b/dOkiL6/bVkHx
http://paperpile.com/b/dOkiL6/bVkHx
http://paperpile.com/b/dOkiL6/DXURq
http://paperpile.com/b/dOkiL6/DXURq

REFERENCIAS - 66

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Robin W. Chronic non-specific tendovaginitis of tibialis posterior. J Bone Joint
Surg Br. 1963 Aug;45:542-5.

Johnson KA. Tibialis posterior tendon rupture. Clin Orthop Relat Res. 1983
Jul;(177):140-7.

Salomao O, Fernandes TD, Carvalho Junior AE, Leivas TP, Tranchitella FB,
Nardelli JCC, Filho JHA, Kokron AEV. Avaliagado das propriedades mecanicas
do tendao do musculo tibial posterior submetido a ensaio de tracido axial. Rev
Bras Ortop. 1994;29(7):483-6.

Johnson KA, Strom DE. Tibialis posterior tendon dysfunction. Clin Orthop Relat
Res. 1989 Feb;(239):196—-206.

Ansorge HL, Adams S, Birk DE, Soslowsky LJ. Mechanical, Compositional, and
Structural Properties of the Post-natal Mouse Achilles Tendon. Ann Biomed Eng.
2011 Jul 1;39(7):1904-13.

Mosier SM, Pomeroy G, Manoli Il A. Pathoanatomy and Etiology of Posterior
Tibial Tendon Dysfunction. Clin Orthop Relat Res. 1999;365:12-22.

Sarkar K, Uhthoff HK. Ultrastructure of the common extensor tendon in tennis
elbow. Virchows Arch A Pathol Anat Histol. 1980;386(3):317-30.

Regan W, Wold LE, Coonrad R, Morrey BF. Microscopic histopathology of
chronic refractory lateral epicondylitis. Am J Sports Med. 1992 Nov;20(6):746-9.

Fleischmajer R, Perlish JS, Burgeson RE, Shaikh-Bahai F, Timpl R. Type | and
type Il collagen interactions during fibrillogenesis. Ann N 'Y Acad Sci.
1990;580:161-75.

van der Rest M, Garrone R. Collagen family of proteins. FASEB J. 1991
Oct;5(13):2814-23.

Gautieri A, Vesentini S, Redaelli A, Buehler MJ. Hierarchical Structure and
Nanomechanics of Collagen Microfibrils from the Atomistic Scale Up. Nano Lett.
2011 Feb 9;11(2):757-66.

Andarawis-Puri N, Flatow EL, Soslowsky LJ. Tendon basic science:
Development, repair, regeneration, and healing. J Orthop Res. 2015
Jun;33(6):780-4.

Clegg PD, Strassburg S, Smith RK. Cell phenotypic variation in normal and
damaged tendons. Int J Exp Pathol. 2007 Aug;88(4):227-35.

Zhang J, Wang JHC. Characterization of differential properties of rabbit tendon
stem cells and tenocytes. BMC Musculoskelet Disord. 2010 Jan 18;11:10.

H. Peter Lorenz, M.D., David J. Whitby, M.D., Michael T. Longaker, M.D, and N.
Scott Adzick. Fetal Wound Healing. The Ontogeny of Scar Formation in the Non-
Human Primate. Ann Surg. 1993;217(4):391-6.


http://paperpile.com/b/dOkiL6/DE4b7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/DE4b7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/s82Bs
http://paperpile.com/b/dOkiL6/s82Bs
http://paperpile.com/b/dOkiL6/38FsP
http://paperpile.com/b/dOkiL6/38FsP
http://paperpile.com/b/dOkiL6/fEfPN
http://paperpile.com/b/dOkiL6/fEfPN
http://paperpile.com/b/dOkiL6/fEfPN
http://paperpile.com/b/dOkiL6/j4SxF
http://paperpile.com/b/dOkiL6/j4SxF
http://paperpile.com/b/dOkiL6/34LIb
http://paperpile.com/b/dOkiL6/34LIb
http://paperpile.com/b/dOkiL6/GaWj6
http://paperpile.com/b/dOkiL6/GaWj6
http://paperpile.com/b/dOkiL6/GaWj6
http://paperpile.com/b/dOkiL6/SdsLZ
http://paperpile.com/b/dOkiL6/SdsLZ
http://paperpile.com/b/dOkiL6/JXLI3
http://paperpile.com/b/dOkiL6/JXLI3
http://paperpile.com/b/dOkiL6/JXLI3
http://paperpile.com/b/dOkiL6/cBSvF
http://paperpile.com/b/dOkiL6/cBSvF
http://paperpile.com/b/dOkiL6/cBSvF
http://paperpile.com/b/dOkiL6/PrN63
http://paperpile.com/b/dOkiL6/PrN63
http://paperpile.com/b/dOkiL6/d5RYo
http://paperpile.com/b/dOkiL6/d5RYo
http://paperpile.com/b/dOkiL6/dSu4R
http://paperpile.com/b/dOkiL6/dSu4R
http://paperpile.com/b/dOkiL6/dSu4R

REFERENCIAS - 67

82

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

J. R. Armstrong and M. W. J. Ferguson. Ontogeny of the Skin and the Transition
from Scar-Free to Scarring Phenotype during Wound Healing in the Pouch
Young of a Marsupial, Monodelphis domestica. Dev Biol. 1995;169:242-50.

Chen W, Fu X, Ge S, Sun T, Zhou G, Jiang D, et al. Ontogeny of expression of
transforming growth factor-beta and its receptors and their possible relationship
with scarless healing in human fetal skin. Wound Repair Regen. 2005
Jan;13(1):68-75.

Stanley RL, Fleck RA, Becker DL, Goodship AE, Ralphs JR, Patterson-Kane JC.
Gap junction protein expression and cellularity: comparison of immature and
adult equine digital tendons. J Anat. 2007 Sep;211(3):325-34.

Chuen FS, Chuk CY, Ping WY, Nar WW, Kim HL, Ming CK.
Immunohistochemical characterization of cells in adult human patellar tendons. J
Histochem Cytochem. 2004 Sep;52(9):1151-7.

Hosaka Y, Kirisawa R, Ueda H, Yamaguchi M, Takehana K. Differences in tumor
necrosis factor (TNF)alpha and TNF receptor-1-mediated intracellular signaling
factors in normal, inflamed and scar-formed horse tendons. J Vet Med Sci. 2005
Oct;67(10):985-91.

Helito CP, do Prado Torres JA, Bonadio MB, Aragéo JA, de Oliveira LN, Natalino
RJ, Pécora JR, Camanho GL, Demange MK. Anterolateral Ligament of the Fetal
Knee: An Anatomic and Histological Study. Am J Sports Med. 2017;45(1):91-96

Grognuz A, Scaletta C, Farron A, Raffoul W, Applegate LA. Human Fetal
Progenitor Tenocytes for Regenerative Medicine. Cell Transplant.
2016;25(3):463-79.

Moore KL, Persaud TVN, Torchia MG. The Developing Human: Clinically
Oriented Embryology. Elsevier Brasil; 2008. 522 p.

Parra ER, Aguiar AC Jr, Teodoro WR, de Souza R, Yoshinari NH, Capelozzi VL.
Collagen V and vascular injury promote lung architectural changes in systemic
sclerosis. Clin Respir J. 2009 Jul;3(3):135-42.

Martin P, Teodoro WR, Velosa APP, de Morais J, Carrasco S, Christmann RB,
et al. Abnormal collagen V deposition in dermis correlates with skin thickening

and disease activity in systemic sclerosis. Autoimmun Rev. 2012
Sep;11(11):827-35.

Gundersen HJ, Bagger P, Bendtsen TF, Evans SM, Korbo L, Marcussen N, et al.
The new stereological tools: disector, fractionator, nucleator and point sampled
intercepts and their use in pathological research and diagnosis. APMIS. 1988
Oct;96(10):857-81.

Gundersen HJ, Bendtsen TF, Korbo L, Marcussen N, Mgller A, Nielsen K, et al.
Some new, simple and efficient stereological methods and their use in
pathological research and diagnosis. APMIS. 1988 May;96(5):379-94.


http://paperpile.com/b/dOkiL6/xjoob
http://paperpile.com/b/dOkiL6/xjoob
http://paperpile.com/b/dOkiL6/xjoob
http://paperpile.com/b/dOkiL6/9lv3m
http://paperpile.com/b/dOkiL6/9lv3m
http://paperpile.com/b/dOkiL6/9lv3m
http://paperpile.com/b/dOkiL6/9lv3m
http://paperpile.com/b/dOkiL6/wdlKO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/wdlKO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/wdlKO
http://paperpile.com/b/dOkiL6/A8f2t
http://paperpile.com/b/dOkiL6/A8f2t
http://paperpile.com/b/dOkiL6/A8f2t
http://paperpile.com/b/dOkiL6/UMD04
http://paperpile.com/b/dOkiL6/UMD04
http://paperpile.com/b/dOkiL6/UMD04
http://paperpile.com/b/dOkiL6/UMD04
http://paperpile.com/b/dOkiL6/sOFbe
http://paperpile.com/b/dOkiL6/sOFbe
http://paperpile.com/b/dOkiL6/sOFbe
http://paperpile.com/b/dOkiL6/2q5W7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/2q5W7
http://paperpile.com/b/dOkiL6/jcTwV
http://paperpile.com/b/dOkiL6/jcTwV
http://paperpile.com/b/dOkiL6/jcTwV
http://paperpile.com/b/dOkiL6/L4RV8
http://paperpile.com/b/dOkiL6/L4RV8
http://paperpile.com/b/dOkiL6/L4RV8
http://paperpile.com/b/dOkiL6/L4RV8
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Ikdgq
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Ikdgq
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Ikdgq
http://paperpile.com/b/dOkiL6/Ikdgq
http://paperpile.com/b/dOkiL6/SQStc
http://paperpile.com/b/dOkiL6/SQStc
http://paperpile.com/b/dOkiL6/SQStc

REFERENCIAS - 68

94. Avilion AA, Nicolis SK, Pevny LH, Perez L, Vivian N, Lovell-Badge R. Multipotent

95.

cell lineages in early mouse development depend on SOX2 function. Genes
Dev. 2003 Jan 1;17(1):126—-40.

Lorenz HP, Lin RY, Longaker MT, Whitby DJ, Adzick NS. The fetal fibroblast: the
effector cell of scarless fetal skin repair. Plast Reconstr Surg. 1995
Nov;96(6):1251-9; discussion 1260-1.


http://paperpile.com/b/dOkiL6/TuMWM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/TuMWM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/TuMWM
http://paperpile.com/b/dOkiL6/dqk0U
http://paperpile.com/b/dOkiL6/dqk0U
http://paperpile.com/b/dOkiL6/dqk0U

ANEXOS



ANEXos - 70

Anexo A - Aprovacgao Comissao Cientifica do IOT-HCFMUSP

COMISSAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO Protocolo 10T n® 1340 CEP/FMUSP

Pesquisador Responsavel: Prof. Alexandre Leme Godoy dos Santos
Titulo: Estudo da sintese e distribuicdo das proteinas da matriz extracelular em tenddes e
ligamentos do tornozelo e do retrope em fetos humanos.

APRECIACAO GERAL DA PROPOSTA

1° PARECER

- Projeto de pesquisa bem delineado e escrito
- Houve calculo do tamanho da amostra

- Metodologia adequada

- Cronograma razoavel

- TCLE adequado

Deve ser aprovado.

Relator
Comissdo Cientifica
Data: 21/09/2018

DECISAO DA COMISSAO CIENTIFICA EM 21.09.2018: Projeto aprovado.

Apas a coleta de assinaturas do DOT/FMUSP, os doecumentos serdo enviades aos
pesquisadores para serem anexados d Plataforma Brasil e emviados ae CEP para
apreciagio.
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USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE W
DE SAO PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DA SINTESE E DISTRIBUIGAD DAS PROTEINAS DA MATRIZ
EXTRACELULAR EM TENDOES E LIGAMENTOS DO TORNOZELO E DO RETROPE
EM FETOS HUMANOS

Pesquisador: Alexandre Leme Godoy dos Santos

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 01205018.5.0000.0065

Instituigao Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

Patrocinador Principal: FUNDACAD DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADD DE SAO PAULD

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 3.031.872

Apresentacao do Projeto:

Metodologicamente bem descrito.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo primério deste estudo & avaliar a histoarquitstura & a sintese dos tipos de colageno dos tendbes e
ligamentos do tornozelo e retropé em fetos humanos de diferentes faixas etarias gestacionais e comparar
com o perfil morfolégico & molecular de individuos adultos.

Objetivo secundéno avaliar as caracteristicas morfoldgicas e de sintese da MEC dos tendfes e ligamentos
do tomozelo e retropé em fetos humanos nos diferentes grupos de faixas etérias.

Avaliacao dos Rigcos e Beneficios:

Rizco minimo, sem beneficios imediatos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa viavel & sem restrigio Stica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:-

Presentes e adequados.

Recomendacoes:

Aprovacio.

= a |
DOUTOR ARMAL DO 251 21° andar sala 36

Balmro: PACAEMEL CEP: 01.246-803
UF: Sp Municiplo: SAO PAULD
Tekefone:  (11)3683-4401 E-mall: cep.im@usp br

Pigina 01 de @2
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Anexo B - Aprovacido Comité de Etica em Pesquisa

USP - FACULDADE DE

MEDICINA DA UNIVERSIDADE @W"‘m e
DE SAO PAULO - FMUSP
Continusgio do Pamsoer- 3 031 872
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncia.
Consideragdes Finails a critério do CEP-
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacio
Informagfes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | oan1/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1243174 pdf 08:4345
Projeto Detalhado / | PROJETO. pdf 08112018 |Alexandre Leme Aceito
Brochura 08:4327 |Godoy dos Santos
Investigador
TCLE f Termos de 081172018 |Alexandre Leme Aceito
Assentimento / 08:3944 |Godoy dos Santos
Justificativa de
Auséncia
Orgamento ORCAMENTO_DD_PRCOJETO.pdf 22072018 | Alexandre Leme Aceito

11:13:23 | Godoy dos Santos
Outros MANIFESTACAD_SVOC pdf 22002018 | Alexandre Leme Aceito
111312 | Godoy dos Santos
Outros DECLARACAD_LIM_17 . pdf 2210/2018 | Alexandre Leme Aceito
111256 | Godoy dos Santos
Outros CADASTRO_DA_PESQUISA pdf 221002018 | Alexandre Leme Aceito
11:12:22 | Godoy dos Santos
Folha de Hosto FOLHA_ROSTO pdf 22A0/2018 | Alexandre Leme Aceito
111125 | Godoy dos Santos
Situacao do Parecer:
Aprovado
MNecessita Apreciagao da CONEP:
Mo
SA0 PAULO, 22 de Movembro de 2018
Assinado por:
Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
{Coordenador{al)
Enderego: DOUTOR ARMALDO 251 21° andar sala 36
Balrmo: PACASMEL CEP: 01.245-803
UF: &P Municiplo: SAC PAULD
Telefone:  (11)3893-4401 E-mall: cep.tm@usp.br

Piging 02 de 02
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Titulo da prajefa de pesquisa

(TCLE versdo 1/ colocar data)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAD DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE M°: e SEXO = MO F O
DATA NASCIMENTD: ...
BAIRRO: ...

NATUREZA (grau de parentesco, Tior, CUFBOOE BEEJ oo ees s e es s e es s e esameresnememamreee
DOCUMENTO DE IDENTIDADE e JSEXD: A0 F O

DATA NASCIMENTO.: L

EMOERERD: ...
BAIRRO: Lo

DADOS SOBRE A PESQUISA

ESTUDO DA SINTESE E DISTRIBUICAO DAS PROTEINAS DA MATRIZ
EXTRACELULAR EM TENDOES E LIGAMENTOS DO TORNOZELO E DO RETROPE EM
FETOS5S HUMANOS

FESQUISADOR : Prof. Dr. Alexandre Leme de Godoy Santos

Departamento de Ortopedia e Traumatologia
Laboratorio de Matriz Extracelular
Faculdade de Medicina

Universidade de S0 Paulo

2. AVALIACAD DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO  x RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO . RISCO MAIOR o

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador

Da pesquisa
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Anexo C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titula da prajefa de pesguisa

{TCLE versda 1/ colocar data)
3.DUH."—'!.I;|E.G LA PESQUISA -4 anos

4 — Apresentagio:

Convidamos of{a) senhor{a) a participar de uma pesquisa cientlfica. Pesquisa & um conjunto de
procedimentos gue procura crigr ou sumentar o conhecimento sobre um assunto. Estas
descobertas embora frequentemente ndo tragam beneficios diretos ac participants da pesguisa,
podem no futuro ser Oteis para muitas pesscas.

Para decidir se aceita ou ndo parficipar desta pesquiza, ofa) senhar{a) precisa entender o
suficiente sobre os riscos e beneficics, para gque possa fazer um julgamenic consciente.
Inicialmente explicaremos as razdes da pesguisa. A seguir, forneceramos um termo de
consentimente livre & esclarecide (TCLE), documento gue contédm informagdes sobre a
pesquisa, para que leia e discuta com familiares e ou outras pessoas de sua confianga. Uma
vez compreendido o objetive da pesquisa e havendo seu interesse em paricipar, seré sclicitada
a sua rubrica em fodas as paginas do TCLE e sua assinatura na dltima pagina. Uma via
assinada deste termo deverd ser retida pelo senhor{a) ou por seu represeniante legal & uma
copia serd arquivada pelo pesquisador responsdvel.

5A) Justificativa, objetivos e precedimentos:
Muites fatores envolvidos nas lesdes degenerativas do tornozelo e retropé em adultos estio
relacionados a caracteristicas anatdmicas dos tenddes, ligamentos e oss08.

Alteragdes na composigho do tecido tendinea, normal e doente, estdo bem documentados na
literatura, @ representam fator determinante nas lesées degenerativas. E hem estabelecido
também que em diferentes regides do tendio existem alteragies de quantidade e gualidade na
composiglo do coldgeno

Poucos estudos avaliam as estruturas tendineas e ligamentares do tornezele e retropé, & a
composigio becidual na faixa etaria fetal, justificando a realizagio do presente estudo, gue
consiste na ressecgio de pequencs fragmentos dos tenddes para andlise dos seus
componantes.

§B) Desconfortes, riscos & beneficios:

Ao aceitar participar deste estudo, 1 pequena incisdoe de cerca de 2em, na regi@o medial de
cada perna do feto, serd coletade o tend3o tibial posterior, que ser2o encaminhados para
avaligio histoldgica, imunchistequimica e molecular.

Az dissecgfes serfe realizadas no servigo de Verificagio de Obitos da Capital da universidade
de sdo Paulo.

Rubrica do

Da pesquisa

!'.I:IL'.r.I.'.h.' RODNCa OO PesqUIsmlnT
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Tiulo da projeéa de pesquisa
(TCLE versda 1/ cobocar data)

Mic hd beneficio direlo para ofa} senhoria). Estudos cientificos baseiam-se na andlise de
grande nimero de amostras, sendo impossivel estimar o beneficie individual de cada paciente
inglulde nmo estudo. Pode ser que os resultados deste estudo tragam um beneficie para uma
parcela de pacientes nc futuro. Estes resulitados podem lewar muilos anos para serem
alcangados, por isso gualguer beneflcio proveniente desse estude, caso haja, serd apenas em
lengo prazo.

Entretanto, os resultados do presente estudo podem confribuir de maneira significativa para o
aentendimento da fisiopatologia dos doengas relacicnadas aos tendées e ligamentos do
tornozels e retropd, auxiliando o desenvalviments de terapias e prevengies relacionadas a
estas patologias.

5C) Forma de acompanhamento e assisténcia

Em gualguer etapa do estudo, ofa) senhor(a) terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa. O investigador principal @ Prof. Alexandre Leme de Godoy Santos, que pode ser
ancontrada no R. Ovidio Pires de Campos 233, 3° andar, sala do grupo de pé e tornozelo
do Institute de Ortopedia e Traumatologia de HCFM-USP. Telefone {11) 2661-6000, herdrio
de atendimentz 09-16hs. O investigador executante & Rodrige Sousa Macedo, que pode ser
ancontrado na R. Ovidio Pires de Campos 333, 3? andar, sala do grupo de pé e tornozelo
do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HCFM-USP. Telefone {11) 2661-6000, horério
de atendimento das 08-16hs horas.

Se vocod tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (CEP-
FMUSP): Av. DOr. Amaldo, 251 - Cergueira César - 580 Paulo - 5P -21" andar — sala 36- CER:
01246-000, horaric de atendimenio: 8:00-17:00h; Tel: (11) 3883-4401/4407 E-mail:
cep.fm@usp.br

4D Liberdade de recusar-se e retirar-se do estudo

A escolha de entrar ou ndo nesse estudo & inteiramente sua. Caso ofa) senhor{a) se recuse a
participar deste estudo, o{a)} senhor(a) receberd o tratamento habitual, sem gqualguer tipe de
prejulze ou represdlia. Of{A) senhor{a) também tem o direito de retirar-se deste esiudo a
qualguer momento, sem qualquer dnus.

5E) Manutengde do sigilo e privacidade

0= dados coletados serdo analisados em conjunio com ouiros pacientes, ndo sendo divulgado
a identificagéo de nenhum paciente sob gqualguer circunstincia.

Solicitamos sua aulorizagio para que os dados oblidos nesta pesquisa sejam ulilizados em
uma publicagdo cientifica, meiec como os resultados de uma pesgquisa sdo divulgados e
compartilhados com a comunidade cientifica.

5F) O (A} =enhor(a) receberd uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Rubrica do participante Rubrica do pesquisador

Dia pesquisa
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Titula da prajefa de pesquisa

(TCLE versdo 1/ colocar data)

5G] Garantia de Ressarcimenio

O(A) senhor{a) ndo tera gualguer custo, pois o custo desta pesquisa serd de responsabilidade
do orgamento da pesquisa. O (A) senhor{a) tem direite a ressarciments em caso de despesas
decorrentes da sua participaglo na pesgquisa.

Acredito ter side suficientemente informade a respeito das informagdes que li cu gue foram lidas
para mim, descrevendo o estudo: ESTUDO DA SINTESE E DISTRIBUICAO DAS PROTEINAS DA
MATRIZ EXTRACELULAR EM TENDOES E LIGAMENTOS D0 TORNOEZELD E DO RETROPE EM

FETOS HUMANOS.
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Histoarchitecture of the fibrillary
matrix of human fetal posterior
tibial tendons

Rodrigo Sousa Macedo?, Walcy Rosolia Teodoro?, Vera Luiza Capellozzi®,
Dov Lagus Rosemberg'™, Rafael Barban Sposeto?, Cesar de Cesar Netto®,
JonathanT. Deland®, Nicola Maffulli®”:%, Scott J. Ellis® & Alexandre Leme Godoy-Santos®

Adult tendons are highly differentiated. In mature individuals, tendon healing after an injury occurs
through fibrotic tissue formation. Understanding the intrinsic reparative properties of fetal tendons
would help to understand the maturation tissue process and tendon tissue repair. The present study
evaluated the evolution of histoarchitecture, cellularity and the distribution of collagens |, Il and V
in the posterior tibial tendon in human fetuses at different gestational ages. Morphological profiles
were assessed in nine fresh spontaneously aborted fetuses (Group I: five fetuses aged between

22 and 28 weeks of gestation; Group II: four fetuses aged between 32 and 38 weeks of gestation),
characterized by a combination of histology, fluorescence and immunohistochemistry. In Group

I, the posterior tibial tendon showed statistically significant greater cellularity and presence of
collagen Il and V than in Group Il tendon, which showed a predominance of collagenous | and a better
organization of the extracellular matrix compared with Group | tendons. In addition, a statistically
significant higher rate of CD90, a marker of mesenchymal cells, was found in Group | tendons. In
fetuses with gestational age between 22 and 28 weeks, the posterior tibialis tendons showed a thin
and disorganized fibrillar structure, with an increase in collagen |ll and V fibers and mesenchymal
cells. In the posterior tibialis tendons of fetuses with gestational age between 32 and 38 weeks, the
fibrillar structure was thicker with a statistically significant increase in type | collagen and decreased
cellularity.

The posterior tibial tendon (PTT) is the main inverter of the ankle and foot and the primary dynamic stabilizer
of the medial plantar arch, acting in conjunction with the capsulo-ligamentous passive stabilizers'. Posterior
tibial tendinopathy is very common, especially in women, in part due to hormonal changes related to the post-
menopausal period, with a prevalence of 10% in the seventh decade of life, restricting activity and affecting the
quality of life of this population'~%. New factors have been implicated in the genesis of pathology, with acceler-
ated development of new techniques, implants, and rehabilitation protocols; however, the posterior tibial tendon
remains the primary dynamic arch stabilizer, and tissue healing remains a fundamental factor to achieve optimal
clinical results®.

Adult tendons are highly differentiated structures that, after an injury, react through a reparative process that
results in the formation of a fibrotic scar due to its low regeneration capacity®’. Tissue alterations are represented
by degenerative tendinosis characterized by: neovascularization, mucin deposition and an increase in the quantity
and activity of fibroblasts, reflected respectively by the increase in cellularity, proline and hydroxyproline in the

Lab. Prof. Manlic Mario Marco Napoli, Departamento de Ortopedia e Traumatologia, Hospital das Clinicas,
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, R. Dr. Ovidio Pires de Campos, 333-Cerqueira César, Sao Paulo,
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de Sao Paulo, FMUSP, Sdo Paulo, Brazil. *Department of Pathology of the Hospital das Clinicas, Faculdade
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Orthopedics and Rehabilitation, University of lowa, Carver College of Medicine, John Pappajohn Pavilion (JPP),
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degenerated tendon. Another relevant alteration is the modification of the composition of the different types of
collagens in the tendon tissue, with the reduction of type I collagen and a proportional increase of types Il and
V. These modifications lead to the breakdown of the linear formation of collagens fibers, reflecting a less elastic
and resistant tissue® 2

In contrast, fetal tendon responses to injury are more efficient. It is well established that fetal tissue, especially
in the early and middle stages of pregnancy, responds to injury differently from adult tissue'*'*. In general, fetal
wound healing occurs at a faster rate and in the absence of scar formation. This observation was confirmed in
animal models and different tissues, including the tendon'®. Intrinsic fetal regenerative properties are shown by
data on matrix composition and changes in tenocyte synthetic activity, which are directly correlated with tissue
maturation and aging'®-'%.

During fetal development, tendons undergo significant changes that transform a plastic tissue into a highly
differentiated structure. Tendon maturation is characterized in some studies by its morphological and histo-
architectural characteristics, which include cellularity and the organization and distribution of collagens, as
well as evaluating the gene expression of factors that correlate with fetal maturity such as Scleraxis B and Ten-
omodulin. In general, during development, these genes suffer a reduction in expression, which would justify
the lower tissue regenerative capacity after maturation'®?’. However, most studies on tendon organization and
function analyze the tissue of mice, rats, rabbits, horses, and sheep, with a limited number of studies on human
fetal tendon histomorphology'®-%.

‘We hypothesized that there is a difference in the composition and arrangement of the extracellular matrix of
the posterior tibial tendon of human fetuses at earlier stages when compared to the lateral gestational ages. The
present study evaluated the evolution of histoarchitecture, cellularity, mesenchymal stem cell markers, and the
distribution of collagens I, IIT and V in the posterior tibial tendon in human fetuses of different gestational ages.

Methods

Our institution’s scientific and research ethics committees approved all the procedures described in the present
study (Scientific Committee of the Institute of Orthopedics and Traumatology, Faculty of Medicine, University
of Sdo Paulo under protocol number 1340 and consubstantial opinion of the Ethics and Research Committee
under number 3.031.872). Signed parental informed consent was obtained to examine fetuses obtained from
spontaneous abortions and stillbirths. All experiments were performed in accordance with relevant guidelines
and regulations, including the Declaration of Helsinki. Gestational ages were determined by the head, buttock
length, foot length and fetal weight, and the gestational age mentioned by the parents when signing the consent
form (ICF)*.

Inclusion criteria. Spontaneously aborted fetuses with a gestational age between 22 and 38 weeks.

Non-inclusion criteria. Fetuses less than 22 weeks old, given the difficulties in the dissection of the early
specimens and the higher chance of malformations or anomalies evident on external inspection or after autopsy:
We obtained a total of 9 fetuses divided into two groups, Group 1: 5 fetuses—22-28 weeks of gestation (mean
24.80 weeks gestational age) and Group 2: 4 fetuses—32-38 weeks of gestation (mean 33.75 weeks of gestational age).
The PTT was collected from both sides of each fetus. These specimens underwent histoarchitecture and
histomorphometric analysis of the extracellular matrix components, including collagens I, IIl and V.

Dissection and specimen preparation. We performed the dissections and resections of the tendons of
human fetuses’ fragments at the Death Verification Service of the Capital of the University of Sdo Paulo. With
the aid of a 15 mm curved scalpel blade, we made an incision of approximately 1 cm over the TTP in the pos-
teromedial region of the ankle. The posterior tibial tendon was identified and was harvested from its origin to
insertion (Fig. 1). For the purposes of the histological and morphometric analyses, human fetal tendon samples
were immersed in buffered formalin 10% with a Sodium Phosphate buffer solution at pH="7.0 for staining with
hematoxylin-eosin (H&E) and Picrossirius. The solution consists of Sodium Chloride (Code $9888), Potassium
Chloride (Code P3911), Potassium Phosphate Monobasic (Code P5655), and Dibasic Sodium Phosphate (Code
P71645).

Optical microscopy. Tendon sections (3-4 pm) were used in the deparaffinization process in ethanol and
hydrated in graded ethanol. Subsequently, they were stained with hematoxylin guidance (H&E) and instrument
evaluations and evaluations at Bx51, Tokyo, Japan) for B51 structure and tissue cell age. Subsequently, from an
analysis of tissue collagen in optical analysis, samples were stained by Picrosirius, which is a selective connective
tissue staining that allows a qualitative analysis of the collagen fibers of connective tissue, prepared from Sirius
red 0.2% here epicry acid solution (Direct Red 80, CI375, Milwaukee, WI).

Collagen types immunofluorescence. For immunostaining of collagen types I, IIl and V, 3-4 pm sec-
tions of tendon tissue samples were adhered to slides with aminosilane (Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri,
USA). They were immersed in xylene and rehydrated in decreasing concentrations of ethanol. The immunogenic
sites were exposed to enzymatic treatment with porcine gastric mucosa pepsin (P7000; Sigma Chemical Co,; St.
Louis, Missouri, USA) at 10 mg/ml concentration in 0.5 N acetic acid, pH 2.2 for 45 min, at 37 °C. After succes-
sive washes with PBS, the slides were incubated in 5% bovine albumin (BSA) and diluted in phosphate buffer pH
7.0 for 30 min. They were subsequently incubated overnight at 4 °C with polyclonal rabbit anti-human Collagen
1(1:100, Rockland, Carlsbad, CA, USA), anti-human Collagen III (1:200, Rockland, Carlsbad, CA, USA)), and
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Group |- 22-28 Weeks

Group |l - 32-38 Weeks

Figure 1. Dissection of tendon specimens. (A,B) Fetuses of Group I from 22 to 28 weeks; (C,D) Fetuses of
Group II from 32 to 38 weeks. (A,C) Dissection of the fetus ankle of the tibialis posterior tendon from its origin
to its insertion. (B,D) Measurement of the sample obtained from one of the lower limbs of a fetus.

anti-human Collagen V antibodies (1:2000, Rockland, Carlsbad, CA, USA) diluted in BSA (bovine albumin,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) and stained with goat antibody ALEXA FLUOR 488 anti-rabbit IgG
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) diluted 1:200 in a PBS solution containing 0.006% Evans blue. As a negative
control, the primary antibody was replaced by PBS. After washing with PBS/0.05% Tween20, the slides were
again incubated with 1 pg/ml Hoechst 33258 bisbenzimide (DAPI) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to evidence
the cell nucleus. Finally, slides were mounted with a glycine buffer in PBS (v/v) and analyzed under a fluores-
cence microscope (Olympus BX51, Olympus Co, St Laurent, Quebec, Canada)'*°.

Mesenchymal stem cell immunostaining. To analyze mesenchymal stem cells from the tendon tissue,
3-4 um sections were adhered to slides with aminosilane (Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, USA). The
slides were immersed in xylene and rehydrated in decreasing concentrations of ethanol. Subsequently, a 0.3%
hydrogen peroxide solution was used four times for 5 min to inhibit the activity of endogenous peroxidase, and
the antigenic recovery was immediately processed. The immunogenic sites were exposed to enzymatic treatment
with porcine gastric mucosa pepsin (P7000; Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, USA) at a concentration of
0.4% in glycine buffer pH 2.2 for 30 min at 37 °C, and then incubated with CD90 monoclonal primary antibody
(Abcam Ab 92574) diluted 1:200 in 0.01% BSA, overnight at 4 °C. According to the manufacturer’s recom-
mendations, the reaction was developed using a biotin-streptavidin-peroxidase (Novolink Polymer Detection
Systems Kit, Leica Biosystems, UK). After that, 3,3 diaminobenzidine (Sigma Chemical, St Louis, MO) was used
as the chromogen and counterstained with Harris hematoxylin (Merck, Darmstadt, HE Germany). The IgG
isotype was used as a negative control. To access uniform and proportional tendon samples, ten fields were ran-
domly analyzed in the tendon at x1000 magnification for CD90 expression, and the cells count was performed
by a manual point count in each field system software Image Pro-Plus 6.0), composed of an Olympus camera
(Olympus Co, St Laurent, Quebec, Canada) coupled to an Olympus microscope (Olympus BX51), from which
the images were sent to an LG monitor utilizing a digitizing system (Oculus TCX, Coreco, Inc., St. Laurent, Que-
bec, Canada) The results are reported as the percentage of positive cells in the tendon per micrometer square®.
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Figure 2. Cell distribution in human fetal tendons. (A) Cell distribution in human fetal tendons—Human

fetal tendon samples from Group I (22-28 weeks; n=5) and Group II (32-38 weeks; n =4) show typical
histoarchitecture appearance in H&E preparations. At lower magnification, a large number of cells immersed

in the fibrillar matrix can be seen in Group I in relation to the tendons in Group II. At higher magnification,
note the cells distributed among the collagen fibers in the tendons of Group I (arrows) compared to the tendons
of Group II (arrows) (insert) arranged in a linear orientation along the collagen bundles. (B) Immunostaining
of CD90 in Group I compared to human fetal tendons in Group II. Note a high expression of CD90 positive
cells throughout the tendon matrix in human fetal tendons in Group I (arrows) (insert) and in (C) Graphic
representation of CD90 measurement (mean + standard deviation), showing a significant increase in the number
of positive cells in Group I compared to Group II (7.20+1,06 vs. 4.01+0.51 cell/um? p<0.015). This graph
shows the mean and the value found in the analysis of the dispersion of each specimen in the sample. GraphPad
Prism 6.0 software: Mann Whitney U test; P-values < 0.05 were considered significant.

Histomorphometry of tendons. Photomicrographs at magnification 400x were obtained from ten non-
overlapping fields of view per section under a fluorescence microscope (Olympus BX51, Olympus Co, St Lau-
rent, Quebec, Canada). The images were processed through Image Pro-Plus 6.0 software (NCH Software Inc.,
Greenwood Village CO, USA), and the immunofluorescence density of collagen I, 111, and V fibers were meas-
ured. The threshold for identification of collagen fibers was given for all slides after the contrast was increased to
the point where the fibers were clearly identified as green bands. Its density was expressed as the ratio between
the measurement of the fibers by the total area studied 100x. The microscopic fields of the slides were quantified,
and the results were shown as the average of these fields.

Statistical analysis. Data are presented as the mean * standard deviation of the mean. Statistical analysis
was performed using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Prism, Inc., San Diego, CA, USA), and P-val-
ues <0.05 were considered significant. Statistical differences between groups were determined by the Mann—
Whitney U test for an area of the fraction occupied by mesenchymal cells and immunofluorescence for collagen
1,1l and V of the tendons. Post-hoc tests, corrected for multiple comparisons with the Tukey-Kraemer fit, were
used to locate significant differences when significant main effects or interaction effects were shown. Spearman
correlation was performed between cells and collagen types.

Results

Cell distribution in human fetal tendons. Group I (22-28 weeks) had tendons with a large number
of cells with an asymmetric distribution, mainly in the endotenon region, around the tendinous tissue and
immersed in collagen bundles, following a pattern of thick scaffolding. In Group II (32-38 weeks), tendons
with a lower degree of cellularity were found, with increased parallel or linear orientation of collagen bundles
(Fig. 2A). Regarding the presence of mesenchymal cells, we found an intense expression of CD90 in human
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tendons in Group I compared to immunostaining in Group II. A high expression of CD90-positive cells in the
tendon tissue is characterized by intense cytoplasmic immunostaining in these cells (Fig. 2B). Furthermore,
the histomorphometric results showed more CD90 in human fetal tendons in Group I compared to Group II
(7.20+1.06 vs. 4.01 £0.51; P <0.0159), this marker was found mainly in the endotenon (Fig. 2C).

Collagen molecular architecture and cells amount depends on gestational fetus age. In Group
1, a network of reddish-orange birefringent fibers in Picrosirius staining was identified, with a fragmented and
broken pattern covering the entire surface of the tendon (Fig. 3A,B). In contrast, the collagen fibers in group II
human fetal tendons showed a parallel or linear orientation of the tissue collagen bundle (Fig. 3C,D).

Human fetal tendons in Group I showed greater cellularity, with a disordered pattern in all tendon tissues
(Fig. 3E,1LM). In Group II tendons, the number of cells decreased, and a linear and uniform pattern oriented in
parallel, following the tissue-oriented fibrillar matrix, was evident (Fig. 3G,K,0).

Through histomorphometric analysis, there was a significant increase in cell content in human fetal tendons
in Group I compared to tendons in Group II (23.35+1.74 vs. 16.07+0.77; p<0.0357) (Fig. 3Q). The immuno-
fluorescence analysis of collagen I showed green fluorescence for collagen type I, with diffuse fiber distribution in
all areas of the tendon for Group I. On the other hand, tendons in Group II exhibited marked green fluorescence
for collagen type I, with parallel or linear orientation of the collagen bundles (Fig. 3EH). Quantitative results
showed a significant increase in collagen I in Group II tendons compared to Group I tendons, respectively
(51.24+ 1.71 vs. 31.11+ 1.74; p <0.0159) (Fig. 3R). In addition, immunofluorescence analysis of collagen types
III and V showed a finely reticulated network of collagen fibers in human fetal tendons in Group I, with diffuse
fiber distribution in all tissue areas (Fig. 3],N). In contrast, Group II tendon specimens showed prominent fluo-
rescence for collagen types III and V arranged in a fine and regular fibrillar fashion with better organization of
the extracellular matrix (Fig. 3L,P). There was a significantly greater amount of type III collagen in the tendons
of Group I compared to group I, respectively (31.19+2.10 vs. 17.02 + 1.37; p< 0.015), as well as type V collagen
(12.52£0.76 vs. 4.39£0.76; p< 0.016) (Fig. 35,T).

Discussion

As in other connective tissues, the human posterior tibial tendon undergoes morphological and molecular
changes during its development, which involve both its cells and the extracellular matrix. The process of in utero
maturation of the posterior tibial tendon is accompanied by a progressive decrease in cellularity and modification
of tissue structure. We observed a significantly greater number of tenocytes per field in the immature tendon,
confirming the findings of studies in equine and sheep tendons'®"’. This is the first study to perform this evalu-
ation in the posterior tibial tendon of human fetuses.

During the process of fetal development, there was a reduction in the cellularity of the posterior tibial tendon
that accompanied tendon maturation. The endotenon was more robust in younger fetal tendons compared to
more mature ones, and cell characteristics also changed as the tendon matured. In fact, the specimens from
Group I presented heterogeneous cell shapes and in greater quantity when compared to those from Group II,
which presented cells with a more fusiform shape and in smaller numbers. Avilion et al. and Russo et al. have
described similar findings in animal tendon specimens®*. The fact that there is no evidence of pyknosis or
nuclear fragmentation under microscopy makes us suppose that this reduction is unrelated to apoptosis. Hosaka
et al. and Chuen et al. present similar results in horse digital flexor and human patellar tendons, respectively'”'*.

In our study, the posterior tibial tendon of fetuses at different gestational ages presented collagen types I, III
and V in different amounts and a distinct distribution pattern. Tresoldi et al. state that fibrillogenesis begins dur-
ing embryogenesis and continues after birth with the assembly of type I collagen molecules, which follow linear
and lateral growth associated with collagen interactions with proteins such as other collagens and proteoglycans'®.
Initially, collagen molecules assemble to form immature fibril intermediates, and after this molecular assembly,
fibril intermediates assemble end-to-end to form longer fibrils, consistent with mechanically functional mature
fibrils. These data corroborate findings in the posterior tibial tendon of human fetuses, in which the amount and
pattern of organization of type I collagen increased in more mature fetuses compared to younger ones.

Younger fetuses had collagen type III in greater amounts compared to more mature fetuses. Tozer and Duprez
state that collagen III expression gradually decreases during development and that its high expression in the
early stages suggests a role in the initial assembly of the fibril. Furthermore, its expression is elevated after tissue
injury, suggesting that this collagen may play a role in the healing process, perhaps by stimulating fibrillogenesis™.

Romanic et al. evaluated that collagen III, in the form of procollagen III, can regulate the diameter of collagen
Ifibrils, coating their surface, thus allowing longitudinal growth, but not lateral growth of fibrils with eventual
thickening of the tissue tendon.

Hansen et al. demonstrate that type V collagen plays the role of a molecular ligand between collagen I fibrils
or between fibrils and macromolecules depending on their respective distribution in different tissues®.. Thus, it is
associated with the quantity and quality of the distribution of collagen I fibers and, consequently, of the tendon.
Connizzo et al. demonstrated that, after the deletion of the genes responsible for the production of type V col-
lagen in mice, an assembly of fibrils of large diameter and wide distribution occurs, characteristics similar to the
fibrils produced in connective tissues with low concentrations of this collagen. This suggests that type V collagen
levels regulate fibril diameter and that its reduction may be sufficient to alter fibril assembly so that abnormally
large diameter fibrils are deposited in the matrix™. In our study, younger fetuses had a higher amount of type
V collagen when compared to more mature fetuses. This corroborates the data presented in the literature and
suggests a greater ability to regulate and organize immature tissue.

Younger fetal tendon tissue samples showed a greater amount of cells immunostained for CD90, one of
the markers of mesenchymal stem cells, compared to more mature tendons®. The presence of these cells was
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Figure 3. Collagen molecular architecture and cells distribution. (A,B) note reddish-orange birefringent
collagen fibers analyzed by picrosirius under polarization in Group I (n=>5) human fetal tendons with a
fragmented and disarranged pattern. In contrast, the collagen fibers stay in parallel or linear orientation in
Group II (n=4) tendons, (C,D) (arrows). (E,ILM) fluorescence microscopy by DAPI staining to identify the cell
nucleus, with a large amount of cells with diffuse pattern in Group I tendons and in (G,K,0Q) demonstrate Group
1I tendon specimens with uniform and linear arrangement of the nuclei (arrows). (F,J,N) Immunostaining

to collagen I, Il and V visualized under fluorescence microscopy of Group I, demonstrating the reticulated
pattern of collagen types, In contrast, (H,L,P) uniform green fluorescence and parallel orientation of collagen
type I, 11l and V fibers in all areas of Group II tendons. (Q) A graphic representation of the total number of
cells in Group I compared to Group II tendons (23.35+1.74 vs. 16.07+0.77; p <0.04). A graphic representation
of the amount (percentage of total tendon area, mean and standard deviation) of collagen I (51.40+ 1.71 vs.
31.11+1.74; p<0.016) (R), collagen 11T (31.19+2.10 vs, 17.02+1.37; p<0.015) (S) and collagen V (12.52+0.76
vs. 4.392 £0.76; p <0.016) (T) in the Group I in compared to Group II tendons. GraphPad Prism 6.0 software:
Mann Whitney U test; P-values < 0.05 were considered significant.

observed mainly close to the blood vessels, as demonstrated by Lui et al. in their evaluation of adult tendons,
suggesting that they may respond to local and systemic regulatory signals*. Russo et al. also demonstrated a high
expression of markers that characterize mesenchymal cells in fetal tendons of younger sheep when compared to
more mature and adult fetal tendons'”. Adult mesenchymal stem cells are able to differentiate into: bone, cartilage,
muscle, medullary stroma, tendon, ligament, fat, and other connective tissues in a sequence of lineage transitions.
Caplan et al. demonstrate that bioactive molecules secreted by these cells were able to promote neovasculariza-
tion, migration, immunoregulation, cell proliferation, synthesis, and remodeling of the extracellular matrix in
the tissue*. However, he states that it is still unclear whether tendon stem cells work to replace damaged tendons
or to establish a microenvironment for injury repair. Still, both can occur in vivo after tendon injury.
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In the present study, the characterization of mesenchymal stem cells aimed to identify whether the constitu-
tion of the fibrillar matrix of the tendon could be linked to the increase of these cells during the development of
the tendon tissue of the human fetus. However, other markers that characterize this cell lineage would be neces-
sary to support this hypothesis. On the other hand, the indication of a greater amount of cells that express CD90
may be a strong indication of the participation of these cells in the maturation of the tendon of the human fetus.

Goldman et al. and Russo et al. have already demonstrated a greater association of the amount of TGFp with
the production of collagen I and a greater association with mesenchymal stem cells in the endotenon'*. Our
attempt at immunostaining TGF in a human tendon by immunohistochemistry showed a nonspecific and
difficult to interpret the result in tissue. We believe that the fact that the fetuses were removed from the death
verification service may have had some influence on this tissue.

A deeper understanding of the intrinsic properties of the response of fetal tissue to injury may allow for the
modulation of the response of mature tendon tissue to injury. There are undoubtedly many more molecules
involved in this response than can be examined in a single investigation, which is a weakness of the present work.
Nevertheless, our study begins to provide information on the complex mechanisms that control the process of
maturation and organization of human tendons, and the information from this project can be the starting point
for the development of innovative therapies to minimize the formation of scars after tendon injury in humans.

Data availability
All data generated or analysed during this study are included in this published article [and its supplementary
information files].
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