


JOICE FÜLBER 

Comparação do potencial condrogênico de células-tronco 

mesenquimais de líquido sinovial, medula óssea e tecido adiposo de 

equinos 

São Paulo 

2019 



JOICE FÜLBER 

Comparação do potencial condrogênico de células-tronco 

mesenquimais de líquido sinovial, medula óssea e tecido adiposo de 

equinos 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação 

em Clínica Veterinária da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da Universidade de São 

Paulo para obtenção do título de Doutor em 

Ciências. 

Departamento: 

Clínica Médica 

Área de Concentração: 

Clínica Veterinária 

Orientador: 

Prof.ª Dr.ª Raquel Yvonne Arantes Baccarin 

De acordo:______________________ 

Orientador 

São Paulo 

2019 

Obs: A versão original encontra-se disponível na Biblioteca da FMVZ/USP



Autorizo a reprodução parcial ou total desta obra, para fins acadêmicos, desde que citada a fonte. 

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAÇÃO NA PUBLICAÇÃO 

(Biblioteca Virginie Buff D’Ápice da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo) 

Ficha catalográfica elaborada pela bibliotecária Maria Aparecida Laet, CRB 5673-8, da FMVZ/USP. 

T. 3790
FMVZ

Fülber, Joice 
   Comparação do potencial condrogênico de células-tronco mesenquimais de líquido 
sinovial, medula óssea e tecido adiposo de equinos / Joice Fülber. – 2019. 

  147 f. : il. 

   Tese (Doutorado) – Universidade de São Paulo. Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia. Departamento de Clínica Médica, São Paulo, 2019. 

  Programa de Pós-Graduação: Clínica Veterinária.

  Área de concentração: Clínica Veterinária. 

  Orientadora: Profa. Dra. Raquel Yvonne Arantes Baccarin. 

1. Terapia celular. 2. Condrócitos. 3. Agrecam. 4. Queratam sulfato. I. Título.



 

 

BIOÉTICA 

 
 

 



 

 

FOLHA DE AVALIAÇÃO 

 

 

Autor: FÜLBER, Joice 

 

Título: Comparação do potencial condrogênico de células-tronco mesenquimais de líquido 

sinovial, medula óssea e tecido adiposo de equinos 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Clínica Veterinária da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 

da Universidade de São Paulo para obtenção do 

título de Doutor em Ciências 

 

Data:______/______/______ 

 

Banca Examinadora 

Prof. Dr. _______________________________________________________________ 

Instituição:______________________________Julgamento:______________________ 

 

Prof. Dr. _______________________________________________________________ 

Instituição:______________________________Julgamento:______________________ 

 

Prof. Dr. _______________________________________________________________ 

Instituição:______________________________Julgamento:______________________ 

 

Prof. Dr._______________________________________________________________ 

Instituição:_____________________________Julgamento:_______________________ 

 

Prof. Dr._______________________________________________________________ 

Instituição:_____________________________Julgamento:_______________________ 

 

  



 

 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

Johnys, meu amor.  

Obrigada por toda a compreensão nos dias difíceis.  

Obrigada por me apoiar e levantar meu astral quando eu pensava que estava tudo perdido. 

Essa vitória também é sua, pois sem o seu incentivo e paciência, não sei se eu conseguiria. 

As palavras escritas não conseguem expressar o quanto você é importante para mim.  

Obrigada, amor meu. 

 

 

 

 

Aos meus pais, Irlene e Jorge, 

 

Em primeiro lugar por me ensinarem a não ter medo das adversidades da vida e lutar para 

conquistar meus objetivos.  

Por me ensinar o que é respeito e dignidade. 

Obrigada pela confiança e todo amor.  

 

 

 

 

 

Ao meu eterno amigo, Lion. 

 

 

 

  



 

 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

Uma página para o cavalo que conquistou meu coração ao longo desse estudo.  

Me senti mais Médica Veterinária, embora com um toque de nervosismo por ter muito 

carinho por ele  

Balu...essa página toda sua. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 

Nesse tópico serei menos formal, afinal de contas, aqui será mencionado o nome de pessoas 

que convivi ao longo de alguns anos e que tenho muito carinho.  

 

A partir dessa conquista, considero que tenho um forte sentimento de alívio, felicidade, 

amadurecimento pessoal e profissional, por isso, peço licença para tentar expressar em 

palavras o tamanho do significado que têm a palavra AGRADECER. 

 

Em primeiro lugar, agradeço à DEUS. 

 

Aos animais que passaram por esse Projeto de Pesquisa, alguns com muita paciência e 

cooperativos, outros nem tanto, mas todos foram muito importantes para o desenvolvimento 

desse estudo. Eles foram os atores principais nesse cenário pela busca de possibilidades 

terapêuticas. 

 

Aos Professores da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São 

Paulo, por proporcionar excelência em ensino para nós Pós-graduandos. 

 

Às Professoras Maria Cláudia, mais conhecida como Macau e a Professora Raquel, pela 

excelente atuação na coordenação da Pós-graduação da Clínica Veterinária. 

 

Às Professoras Alice Della Libera e Marcia Gomes, pela inovação nos processos que 

concernem as atividades obrigatórias dos pós-graduandos durante atuação na coordenação da 

Pós-graduação da Clínica Veterinária. 

 

Aos meus colegas de Pós-graduação, pelo ótimo convívio, conversas e por toda ajuda, vinda 

durante a realização dos ensaios nos laboratórios ou Hospital Veterinário, ou até mesmo 

aquelas pequenas ou longas (no meu caso) conversas nos arredores da Faculdade, nos 

corredores do Departamento de Clínica Médica, ou, seja também no Hospital Veterinário.  

 

À Núbia que me ensinou como realizava às coletas de medula óssea e tecido adiposo e depois 

de alguns anos, enfim, ela foi incorporada à equipe “Raquelzetes”, equipe que tenho maior 

orgulho de pertencer e que mencionarei a seguir: 

 

Em especial, aos meus colegas que representam o bordão “Raquelzetes”: Fernanda, Eric, 

Sarah, Cynthia e “menina” Ângela (que agora é residente, mas vestiu a camisa “Raquelzetes” 

como aluna de Iniciação Científica). Cada um de vocês contribuiu do seu jeito e no seu tempo 

na realização desse trabalho. 

 

Ainda na seção “Raquelzetes”, quero demonstrar minha eterna gratidão por ter convivido com 

essas pessoas. A ênfase agora é para discorrer um pouquinho das minhas coletas. Lembro que 



 

 

foram dias mais sérios por ter tanto trabalho pela frente, mas que embora houvesse a 

necessidade de seriedade, não fomos impedidos de realizar as coletas em um clima muito 

agradável e por muitas vezes engraçados com direito à música, que, de vezes em quando o 

Eric colocava dizendo que representava as minhas coletas – Dig-Dig-Joy – (Sandy & Junior), 

apenas por me apelidarem de “Djoi”. Isso tudo parece bem bobo, mas confesso que foi 

engraçado e no fundo, podemos levar as coisas sérias de maneira mais serena. 

 

À Sofia Cicolo. Não posso deixar de agradecer você por tudo que fez para me ajudar ao longo 

do meu Doutorado. Quantas histórias temos para contar, hein? Pois é, eu poderia dizer que 

nossa amizade me surpreendeu positivamente. Sabe quando não esperamos a ajuda e ela vem 

de uma pessoa inesperada? Isso ocorreu e saiba que não foi em apenas um importante caso 

isolado, que ficou conhecido como equipe “azul de metileno” ou equipe “Balu”, mas em 

alguns outros momentos da vida. Levarei nossa amizade para todo o sempre. 

 

A todos os Professores que convivo quase que diariamente, pelos ensinamentos e atenção. 

 

Em especial ao Professor Luis Claudio Lopes Correia da Silva, por acreditar nas propriedades 

do tratamento com células-tronco mesenquimais e indicar a terapêutica, permitindo assim, que 

isso seja concretizado. 

 

À professora Carla Belli. Uma pessoa iluminada, cheia de paciência e humildade. Obrigada 

pelas suas explicações e boas conversas, com pitadas de conselhos. 

 

À Professora Cristina Massoco, pela enorme ajuda com nosso grupo de Pesquisa. 

 

À Professora Denise Saretta Schwartz, pelo enorme apoio nos momentos mais difíceis da 

minha vida. 
 

A todos os residentes do HOVET: 

Carolzinha, Neto, Anderson, Alessandra, Yumi, Paula, Tati, Kauê e Manu. Obrigada pela 

convivência harmônica que tivemos durante esse período. 

 

À Professora Ana Liz Garcia Alves, que cedeu o protocolo de isolamento e expansão das 

células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (inclusive, já com exemplos dos 

cálculos da colagenase para digestão do tecido). 

 

À Ana Lúcia por me ensinar como realizar o isolamento e cultivo das células-tronco 

mesenquimais do tecido adiposo, depois de tanto sofrimento e dificuldade com o cultivo dessa 

fonte.  

 

Ao enfermeiro do Serviço de Clínica, Marcos Alves, também conhecido por Marquinhos. 

Obrigada pelo ótimo convívio, ajuda e paciência. 

 

 

https://bv.fapesp.br/pt/pesquisador/7685/denise-saretta-schwartz/
https://bv.fapesp.br/pt/pesquisador/7685/denise-saretta-schwartz/


 

 

Ao enfermeiro Cícero, que não mede esforços para ajudar em tudo que precisamos no 

HOVET/FMVZ-USP. 

 

Aos funcionários Gervásio, Rosendo e Felipera, por todo o esforço nos cuidados com os 

animais. 

 

Ao Geraldo e agora, ao Elias por ajudar na preservação das células-tronco mesenquimais ao 

buscar nitrogênio líquido de tempos em tempos. 

 

Às técnicas do laboratório do departamento de clínica da FMVZ/USP, Maria Helena, Claudia 

e Clara por me aguentarem praticamente todos os dias “tagarelando” por ali, como eu dizia... 

por vezes sentada no divã do laboratório. 

 

A todos os funcionários da FMVZ/USP. 

 

Agradeço ao André Luiz da Cunha, pelos ensinamentos de algumas técnicas realizadas nesse 

estudo, em especial na fase do estudo piloto. 

 

Agradeço ao Renan Pelluzi Cavalheiro, por me ensinar a técnica de imunofluorescência nos 

meus “pequenos” microesferoides. 

 

Às técnicas do Departamento de Bioquímica da Escola Paulista de Medicina, Aline, Elza e 

todas as outras que sempre responderam as minhas dúvidas com muito apreço. 

 

À minha amiga Francene, pelo apoio e incentivo de sempre. 

 

Espero ter lembrado de todas as pessoas que me ajudaram nessa etapa da minha vida. 

 

“O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal 

de Nível Superior – Brasil (CAPES) – Código de Financiamento 001”. 

 

 

 

E por fim, agradeço ao GATO...nomeado de Feliz, que apareceu na minha vida e de certa 

forma, trouxe felicidade para a minha casa.  

 

 

 

 

 

 

  



 

 

AGRADECIMENTOS ESPECIAIS 

 

 

 

 

 

Em especial, a Professora Raquel Yvonne Arantes Baccarin. 

 

Primeiramente pela confiança e paciência.  

Sua orientação, explicações e ensinamentos me permitiram crescer profissionalmente e 

pessoalmente. 

Tenho muita admiração pela profissional que é e tenho muito orgulho de ter sido sua 

orientada ao longo desses anos.  

 

 

 

 

 

À Dra. Yara Michelacci, 

 

Serei eternamente grata pela confiança e por todas as suas explicações e ensinamentos. 

Obrigada por abrir as portas do seu laboratório e permitir a concretização desse trabalho.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

EPÍGRAFE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se a vida não ficar mais fácil, fique mais forte 

(autor desconhecido) 

 

  



 

 

RESUMO 

 

 

FÜLBER, J. Comparação do potencial condrogênico de células-tronco mesenquimais de 

líquido sinovial, medula óssea e tecido adiposo de equinos. [Chondrogenic potential 

comparison of mesenchymal stem cells from synovial fluid, bone marrow and adipose tissue 

from equines]. 2019. 147 f. Tese (Doutorado em Ciências). Faculdade de Medicina Veterinária 

e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

 

As células-tronco mesenquimais (CTMs) representam uma terapia promissora no tratamento 

das enfermidades articulares dos equinos. As características de imunomodulação e possível 

efeito regenerativo as qualificam para essa finalidade. Entretanto, ainda não foi estabelecida 

qual fonte de CTMs é a mais indicada para originar estrutura cartilagínea hialina em processos 

de regeneração. Este estudo comparou o potencial condrogênico das CTMs derivadas de líquido 

sinovial (CTMs-LS), medula óssea (CTMs-MO) e tecido adiposo (CTMs-AD) de equinos, por 

meio da avaliação da síntese de agrecam. Para tanto, 10 cavalos foram doadores de líquido 

sinovial (LS), medula óssea (MO) e de tecido adiposo (AD). As CTMs foram extraídas dessas 

três fontes, cultivadas e diferenciadas em condrócitos a partir de duas metodologias. No 

primeiro método utilizou-se cultura em pellets dentro de tubos cônicos, resultando em 

esferoides. O segundo método foi feito a partir da exposição das células à nanopartículas 

formando cultura tridimensional, originando microesferoides. A diferenciação condrogênica foi 

induzida com meio comercial em ambos os métodos. A extração de proteoglicano foi realizada 

e a concentração de agrecam foi quantificada por ELISA e como fator de correção as proteínas 

solúveis foram quantificadas pelo método de biureto modificado. Immunobloting foi realizado 

para identificar agrecam e queratam sulfato nos esferoides e para os microesferoides foi 

realizado imunofluorescência. As células em cultura, oriundas das diferentes fontes, 

demonstraram capacidade de aderência ao plástico e aparência fibroblastoide, confirmando 

característica e morfologia de CTMs. Ambas as metodologias proporcionaram diferenciação 

condrogênica. As concentrações das proteínas solúveis, agrecam e o peso úmido foram maiores 

nos esferoides oriundos das CTMs-MO em comparação aos de CTMs-AD (P < 0.05) e as 

CTMs-LS não denotaram diferença estatística entre as duas fontes (P > 0.05). No entanto, as 

concentrações das razões agrecam/proteínas solúveis, a razão entre proteína solúvel por peso 

úmido e agrecam por peso úmido não apresentaram diferença estatística entre as fontes (P > 

0.05). Agrecam e queratam sulfato foram identificados nos esferoides oriundos das três fontes, 

demonstrados pela técnica de Immunobloting. Nos microesferoides, as concentrações de 



 

 

proteínas solúveis foram maiores naqueles derivados de CTMs-AD em comparação às de 

CTMs-LS e CTMs-MO (P < 0.05). Já as concentrações de agrecam foram superiores nos 

microesferoides derivados de CTMs-LS em relação às CTMs-MO e não diferiram 

estatisticamente das CTMs-AD. A razão do agrecam por proteínas solúveis diferiu 

estatisticamente, demonstrando superioridade das CTM-LS e CTMs-AD ao comparar com as 

CTMs-MO. Os microesferoides de todas as fontes expressaram agrecam e queratam sulfato por 

imunofluorescência confocal. Conclui-se que as CTMs derivadas das três fontes produzem 

agrecam. Os esferoides de CTMs-AD produzem menor rendimento, mas desempenham 

eficiência igual às de CTMs-LS e CTMs-MO, confirmados pelas razões de agrecam por 

proteínas solúveis. Já em ambiente tridimensional por meio de nanopartículas biocompatíveis, 

as CTMs-LS e CTMs-AD demonstraram superioridade condrogênica. Por fim, as três fontes 

podem ser utilizadas em tratamentos intra-articulares, já em conjunto com biomateriais ou 

scaffolds deve-se recomendar a utilização de CTMs-LS ou CTMs-AD. 
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ABSTRACT 

 

 

FÜLBER, J. Chondrogenic potential comparison of mesenchymal stem cells from synovial 

fluid, bone marrow and adipose tissue from equines. [Comparação do potencial 

condrogênico de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial, medula óssea e tecido 

adiposo de equinos].  2019. 147 f. Tese (Doutorado em Ciências). Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

 

Mesenchymal stem cells (MSCs) represent a promising therapy for treatment of joint disorders 

in horses. They are qualified for this purpose because of the immunomodulation characteristics 

and possible regenerative effect. However, it has not yet been established which source of 

MSCs is the most indicated to create hyaline cartilage structure in regeneration processes. This 

study compared the chondrogenic quality of the MSCs derived from synovial fluid (MSCs-SF), 

bone marrow (MSCs-BM) and adipose tissue (MSCs-AT) of horses, through the evaluation of 

the aggrecan synthesis. For this purpose, 10 horses were donors of synovial fluid (SF), bone 

marrow (BM) and adipose tissue (AT). The MSCs were extracted from these three sources, 

cultured and differentiated into chondrocytes from two methodologies. In the first method, 

pellets were cultured inside conical tubes, resulting in spheroids. The second method was made 

by exposing of the cells to nanoparticles forming a three-dimensional culture, originating 

microspheres. Chondrogenic differentiation was commercially induced in both methods. 

Proteoglycan extraction was performed and aggrecan concentration in the spheroids and 

microspheres was quantified by ELISA and the soluble proteins were quantified by modified 

biuret method as a correction factor. Immunobloting was performed to identify aggrecan and 

keratan sulfate on spheroids and in the microspheres by high resolution confocal microscopy 

immunofluorescence. Cells in culture from different sources showed ability to adhere to plastic 

and a fibroblastic appearance, confirming the characteristic and morphology of MSCs. Both 

methodologies provided chondrogenic differentiation. Concentrations of the soluble proteins, 

aggrecan and wet weight were higher in the spheroids derived from the MSCs-BM compared 

to the MSCs-AT (P <0.05) and the MSCs-SF showed no statistical difference between the two 

sources (P> 0.05). Although, the ratio between aggrecan/soluble proteins concentration, wet 

weight soluble protein and wet weight aggrecan showed no significant difference (P> 0.05). 

Aggrecan and keratan sulfate were identified in the spheroids from the three sources, 

demonstrated by the Immunobloting technique. In the microspheres, soluble proteins 



 

 

concentrations were higher in those derived from MSCs-AT compared to MSCs-SF and MSCs-

BM (P <0.05). However, the concentrations of aggrecan were higher in the microspheres 

derived from MSCs-SF in relation to the MSCs-BM and did not differ statistically from the 

MSCs-AT. Soluble protein and aggrecan ratio differed statistically, demonstrating superiority 

of MSCs-SF and MSCs-AT when compared to the MSCs-BM. Microspheres from all sources 

expressed aggrecan and keratan sulfate by confocal immunofluorescence. It is concluded that 

the MSCs derived from the three sources produce aggrecan. The spheroids of MSCs-AT had 

lower productivity but perform efficiency equal to those of MSCs-SF and MSCs-BM, that being 

confirmed by the aggrecan and soluble proteins ratio. The MSCs-SF and the MSCs-AT 

demonstrate chondrogenic superiority in three-dimensional environment using biocompatible 

nanoparticles. Finally, all three sources can be used in intra-articular treatments. In conjunction 

with biomaterials or scaffolds, the use of MSCs-SF or MSCs-AT should be recommended. 
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CD105 Endoglina: Glicoproteína de membrana expressa em células endoteliais, 

macrófagos ativados, fibroblastos e células músculo esqueléticas  

CD34 Sialomucina: Glicoproteína que expressa fator de adesão  

CD73 ecto 5 nucleotidase 

CD14 Expressos em monócitos e macrógafos  

CD11b Expressos em monócitos e macrógafos 

CD79 Marcador de células B 

CD19 Marcador de células B 

CD45 Marcador de leucócitos 

CLIP Proteína da camada intermédia da cartilagem 

CO2  Dióxido de carbono 

COMP  proteína oligomérica da matriz da cartilagem 

 (Cartilage Oligomeric Matrix Protein) 

Col  Colágeno 



 

 

CS Condroitim sulfato 

CTM Célula-tronco mesenquimal 

CTMs Células-tronco mesenquimais 

DMEM/F12 Dulbecco Modified Essential Medium  

ECM Extracellular matrix (matriz extracelular) 

GAG  Glicosaminoglicano 

GuHCl Hidrocloreto de guanidina 

HtrA-1 Serino proteases 

IDO Indoleamina 2,3 dioxigenase 

IL-4 Interleucina 4 

IL-6 Interleucina 6 

IL-10 Interleucina 10 

INF-γ interferon gama 

LS 

MO       

Líquido sinovial 

Medula óssea 

CTM-LS Célula-tronco mesenquimal de líquido sinovial 

CMT-MO Célula-tronco mesenquimal de medula óssea 

CTM-AD Célula-tronco mesenquimal de tecido adiposo 

G1 Domínio globular 1 

G2 Domínio globular 2 

G3 Domínio globular 3 

GalNAc N- acetilgalactosamina 

GDF-5 Fator de diferenciação de crescimento 5 

GlcNAc N-acetilglicosamina 

Glu-Ala Ácido glutâmico e L-alalanina 

H2SO4 Ácido sulfúrico 

HGF Fator de crescimento hepatóide 

ICAM Molécula de adesão intercelular 

IGD Domínio interglobular 

IL-1α Interleucina 1 alpha 

ITS Insulina transferrina sódica 

KS Queratam sulfato 

KS-1 Queratam sulfato 1 



 

 

KS-2 Queratam sulfato 2 

MCP-1 Proteína quimiotática de monócitos 

MHC-I Complexo de histocompatibilidade classe I 

MHC-II Complexo de histocompatibilidade classe II 

MMPs  Metaloproteinases 

NK Natural Killer 

PBS  Salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffered Saline) 

PDA 1,3 diaminopropano-acetato 

pH Potencial de hidrogênio 

P1 Primeira passagem das células-tronco mesenquimais 

P3 Terceira passagem das células-tronco mesenquimais 

PGE2 Prostaglandina E2 

PGs Proteoglicanos 

PPARγ Receptores ativadores de proliferação de peroxissomos gama 

PRELP Proteína de repetição rica em leucina 

PRP Plasma rico em plaquetas 

PTGER-2 Receptor da PGE2 

RANTES Quimiocinas expressas e secretadas por células T normais e reguladas por 

ativação 

RLAH Região de ligação do ácido hialurônico 

Runx2 Fator de transcrição 2 

SFB Soro fetal bovino 

SLRPs  Proteoglicanos ricos em leucina 

SOX 9 Fator de transcrição 9 

TGF-β  Fator de crescimento transformador beta 

Th Linfócito T auxiliar 

Th 1 Células T regulatórias 1 

TNF-α  Fator de necrose tumoral alfa 

Treggs Células T regulatórias 

TTD Articulação tibiotársica direita 

TTE Articulação tibiotársica esquerda 

VEGF Fator de crescimento do endotélio vascular 
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1 INTRODUÇÃO 

 

   

 O cavalo foi domesticado por volta de 3000 anos antes de Cristo, e a espécie é 

considerada importante desde o início da sua domesticação por servir à humanidade com seu 

sistema locomotor excepcionalmente desenvolvido, com ênfase no seu trabalho no campo, 

como meio de transporte, e inclusive durante as guerras. Sendo assim, os cavalos foram 

selecionados de acordo com seu desenvolvimento e suas características a depender do uso 

pretendido, resultando em diversas raças e diferentes aptidões para diversas modalidades 

esportivas (HINCHCLIFF, 2014).   

 Por ser um animal atleta, sofre lesões frequentes relacionadas ao sistema 

musculoesquelético, as quais podem ocorrer por diversos fatores como condição física, 

vulnerabilidade individual pré-existente, má conformação ou genética, ferrageamento 

inadequado, fatores nutricionais e erros em programas de treinamento (EGENVALL et al., 

2013; BARREY, 2014).  

 De todas as lesões que abrangem o sistema musculoesquelético, os problemas 

relacionados às articulações são frequentes causas de perda de desempenho, ocorrem 

consequentemente ao estresse mecânico, provocado após cargas excessivas, que ultrapassam 

os limites fisiológicos articulares (RIGGS, 2010). Essas lesões raramente acontecem de forma 

aguda ou catastrófica como nos casos de fraturas, mas como seu início é muitas vezes silencioso 

e associado a baixa capacidade regenerativa da cartilagem articular, as tornam um problema 

ligado diretamente ao bem-estar desses animais e consequentemente levam ao prejuízo 

econômico. Em paralelo, a doença articular em humanos, a exemplo da osteoartrite, é causa de 

incapacidade de locomoção e perda de qualidade de vida, cuja situação não difere da 

demonstrada pelos equinos que perdem sua capacidade esportiva (VAN WEEREN, 2014).  

 Nesse contexto, há interesse científico direto relacionado a pesquisas sobre a influência 

e efeitos do exercício, treinamento e seu impacto na saúde articular, assim como na busca por 

suporte terapêutico que objetive a reparação tecidual a partir da recuperação da integridade da 

cartilagem hialina, a qual é de difícil regeneração. A Medicina Regenerativa surge nessa 

circunstância em razão da dificuldade ou falhas parciais das atuais abordagens terapêuticas para 

as artropatias, iniciando com o emprego da terapia celular e aplicação de células-tronco 

mesenquimais (CTMs), as quais possuem propriedades promissoras (BOEUF; RICHTER, 

2010; ORTH et al., 2014).  
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 Assim, as CTMs são comumente estudadas na Medicina Veterinária, principalmente na 

Medina Equina, para uso em aplicações terapêuticas nas doenças de origem 

musculoesqueléticas (CLEGG; PINCHBECK, 2011; FORTIER; TRAVIS, 2011; CARRADE 

HOLT et al., 2012).  Dentre suas propriedades a promessa de regeneração tecidual as tornam 

promissoras com a finalidade de  restaurar novamente a arquitetura estrutural e a função 

biomecânica do tecido lesionado (FORTIER; SMITH, 2008; LOPEZ; JARAZO, 2015), 

fornecendo melhor condição de reparação tecidual e controle ou modulação do processo 

inflamatório no qual é um denominador comum em todas as lesões atléticas ligadas ao sistema 

musculoesquelético (LACITIGNOLA et al., 2008). Isto resulta na reabilitação funcional dos 

tecidos, especialmente nos que possuem capacidade limitada de reparação, tais como tendões, 

ligamentos, meniscos e cartilagem (GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011).  

Entretanto, alguns fatores devem ser considerados, uma vez que existem diversos nichos 

para obtenção das CTMs, como por exemplo: facilidade no procedimento da coleta; 

possibilidade de morbidade relacionada ao momento da coleta; quantidade de células obtidas 

das diferentes fontes de coletas; bem como capacidade proliferativa e de diferenciação celular 

(FRISBIE; SMITH, 2010; TOUPADAKIS et al., 2010). Essas imprecisões devem ser mais 

estudadas e compreendidas para estabelecer a fonte benéfica do tecido de origem das CTMs, 

principalmente quando são voltadas para tratamento de tecidos específicos, como a cartilagem 

articular.  

Os condrócitos e as CTMs provenientes da medula óssea e do tecido adiposo são as 

principais fontes utilizadas para reparação da cartilagem, todavia presume-se que as células 

isoladas a partir de tecidos oriundos das articulações, como membrana sinovial ou líquido 

sinovial possam ser uma fonte mais favorável para o tratamento das enfermidades de origem 

articular. Tal suposição baseia-se no fato das CTMs derivadas de tecido sinovial apresentarem, 

segundo alguns autores, maior potencial condrogênico in vitro do que as CTMs obtidas de 

medula óssea, periósteo, músculo esquelético e tecido adiposo (SAKAGUCHI et al., 2005; 

MOCHIZUKI et al., 2006; SHIRASAWA et al., 2006; YOSHIMURA et al., 2007). Porém, essa 

afirmação foi fundamentada apenas por aumento no tamanho dos pellets formados após 

diferenciação condrogênica e na expressão do colágeno tipo II por meio de RT-PCR em 

humanos e ratos. Logo, ainda faltam estudos  in vitro e in vivo, nas espécies alvo para comprovar 

essa hipótese.  
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Além disso, foi demonstrado que as células obtidas da medula óssea, em situações de 

diferenciação condrogênica in vitro, podem resultar em cartilagem hipertrófica, formada 

durante os estágios finais da ossificação. Este fenótipo celular é representado pela síntese de 

colágeno X, que resulta em fibrocartilagem, com propriedade funcional inferior, capaz de 

originar mineralização e, consequentemente, indesejável e nociva a qualquer processo de 

regeneração cartilagínea (MCCARTHY et al., 2012). 

O uso de CTMs em enfermidades articulares é uma terapia em evolução e aparentemente 

pode proporcionar benefícios aos pacientes (FORTIER et al., 2010; STEWART, 2011). Ainda 

não está claro qual é o número ideal de CTMs necessário para o tratamento, assim como qual 

fonte seria mais benéfica para o paciente visando o tratamento de enfermidades articulares, 

essencialmente a osteoartrite (FORTIER; TRAVIS, 2011; SCHNABEL et al., 2013). 

Esse estudo investigou se CTMs isoladas de medula óssea, tecido adiposo e líquido 

sinovial apresentam atividades biológicas distintas, principalmente relacionadas a síntese de 

matriz extracelular após diferenciação condrogênica. Além disso, procurou estabelecer se tais 

diferenças justificariam uso preferencial nas aplicações clínicas e, consequentemente, no 

tratamento específico de enfermidades articulares.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 Nesta revisão, serão abordadas as propriedades das células-tronco mesenquimais e sua 

terapêutica para enfermidades de origem locomotora nos equinos, assim como os aspectos 

estruturais, morfológicos e funcionais do complexo que envolve a cartilagem articular. As 

informações obtidas foram pesquisadas por meio das plataformas Pubmed, Scopus, 

ScienceDirect e livros.  

 

 

2.1 Células-tronco mesenquimais   

 

 

 A descoberta das células-tronco mesenquimais (CTMs) ocorreu na década de 1970, 

quando Friedensteim e colaboradores relataram pela primeira vez uma subpopulação de células 

originárias da medula óssea com capacidade de formar colônias a partir da sua capacidade de 

aderência à superfície plástica, nomeando-as como unidades formadoras de colônias. Tais 

células também demonstraram habilidades no processo de diferenciação em osteoblastos 

(PROCKOP, 1997; BROOKE et al., 2007).  

 Em 1991 o termo CTMs foi então introduzido na literatura por Arnold Caplan, que as 

definiu como células estromais, capazes de diferenciação celular, com habilidades de 

autorrenovação e características de migração para tecidos (MAO et al., 2015).    

 As CTMs correspondem a uma população heterogênea de células estromais, com 

potencial multipotente, ou seja, atuação no processo de diferenciação nos tecidos do mesoderma 

(CHEN et al., 2008), como exemplo na diferenciação da cartilagem, osso e tecido adiposo. 

Além disso, oferecem suporte na hematopoese e na formação de adipócitos na medula (IM, 

2017).  

 Com base nas propriedades das CTMs, existe enorme interesse de pesquisadores nessa 

área, com foco no tratamento de doenças cardíacas (HARE et al., 2013), respiratórias (LALU 

et al., 2014), digestivas (DUIJVESTEIN et al., 2010) locomotoras (RICHARDSON et al., 

2016), assim como algumas doenças de origem neurológica (RUFF; FAULKNER; 

FEHLINGS, 2013; MAIA et al., 2015).   

 As CTMs podem ser extraídas de diversas fontes, sendo que nos cavalos já foram 

obtidas a partir da medula óssea, (GODWIN et al., 2012), tecido adiposo (DE MATTOS 
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CARVALHO et al., 2009), cordão umbilical (TOUPADAKIS et al., 2010; RANERA et al., 

2011; BARBERINI et al., 2014), sangue do cordão umbilical (KOCH et al., 2007; MOHANTY 

et al., 2014), membrana amniótica (DE VITA et al., 2013; LANGE-CONSIGLIO et al., 2013), 

sangue periférico (KOERNER et al., 2006) e também do líquido e da membrana sinovial 

(FÜLBER et al., 2016).  

 As CTMs derivadas de tecido sinovial foram caracterizadas primeiramente por De Bari 

em 2001, a partir da membrana sinovial de pacientes humanos com doença articular 

degenerativa (DE BARI et al., 2001). A partir disso, outros estudos iniciaram suas buscas, em 

que o potencial condrogênico das CTMs da membrana sinovial de humanos foi comparada com 

CTMs extraídas da medula óssea (SHIRASAWA et al., 2006). A caracterização e comprovação 

das suas habilidades de diferenciação nas linhagens osteogênica, adipogênica e em especial na 

demonstração de seu fenótipo condrogênico as classificaram como linhagens superiores nos 

estudos em células de humanos (SAKAGUCHI et al., 2005) assim como nos casos de 

osteoartrite (NAGASE et al., 2008). As CTMs extraídas do líquido sinovial foram 

demonstradas também nos coelhos (KOGA et al., 2008) e ratos (YOSHIMURA et al., 2007) e 

anos depois, o equino foi a espécie alvo de estudo, usando a fonte derivada do líquido e da 

membrana sinovial em estudos que as caracterizaram (FÜLBER et al., 2016; BURK et al., 

2017). 

 Com o objetivo de diminuir as discrepâncias na caracterização das CTMs, a Sociedade 

Internacional de Terapia Celular estabeleceu alguns critérios para sua identificação, destacando 

suas características, dentre as quais: a aderência ao plástico, a avaliação por citometria de fluxo 

quanto a expressão de marcadores de superfície CD90 (Thy-1), CD73 (ecto 5 nucleotidase) e 

CD105 (endoglina), associada a inexistência da expressão de CD45 (marcador e leucócitos), 

CD34 (células hematopoiéticas), CD14 e CD11β (expressos em monócitos e macrófagos), 

CD79α ou CD19 (marcadores de células B) e, ainda, a diferenciação condrogênica, osteogênica 

e adipogênica (DOMINICI et al., 2006). 

 Os critérios mencionados são exigidos para células de origem humana. A caracterização 

para outras espécies é ainda algo desafiador, devido à falta de marcadores específicos para a 

espécie estudada (STEWART; STEWART, 2011). Nessas circunstâncias, caracterizar as CTMs 

obtidas de equinos é algo laborioso, pois a disponibilidade dos anticorpos espécie específicos é 

ainda limitada (ARNHOLD et al., 2007; BORJESSON; PERONI, 2011; PASCUCCI et al., 

2011). Sendo assim, a identificação para outras espécies se torna restrita à adesão das células 

ao plástico, somado à diferenciação celular in vitro nas três linhagens mesodermais 

(condrogênica, osteogênica e adipogênica) (DOMINICI et al., 2006; ROZEMULLER et al., 
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2010). Portanto, a definição de um conjunto de marcadores para garantir a homogeneidade e 

convicção na identificação das CTMs da espécie equina é ainda relevante (BORJESSON; 

PERONI, 2011).  

  Apenas os marcadores CD13, CD44 e MHC-II estão disponíveis comercialmente para 

a espécie equina. Entretanto, alguns estudos demonstraram caracterização dessas células a partir 

da aderência ao plástico, diferenciação celular e expressão de CD29, CD44 e CD90 

(ARNHOLD et al., 2007), associado à ausência da expressão de CD14, CD79 e MHC-II 

(GUEST; OUSEY; SMITH, 2008; BORJESSON; PERONI, 2011; CARVALHO et al., 2014). 

  As CTMs podem ser cultivadas por diferentes protocolos, porém algumas diferenças 

nas condições de cultura podem interferir diretamente com a sua qualidade (LIU et al., 2017). 

A cultura prolongada resulta em alterações funcionais, como redução na proliferação, na 

capacidade de formar colônias secundárias e no seu potencial de diferenciação, tornando-se 

células senescentes. Ressalta-se também que as células se modificam a cada passagem 

realizada, diminuindo ainda mais suas propriedades (LIU et al., 2017).  

Em resposta as modificações na expressão genética durante o processo de diferenciação 

celular, ocorrem transformações nas células, como no seu tamanho, morfologia, potencial de 

membrana e na sua atividade metabólica (TAYLOR; CLEGG, 2011). 

Para que as CTMs se diferenciem, são necessários meios de cultura específicos 

suplementados com diversos fatores de crescimento (TAYLOR; CLEGG, 2011). 

Para a linhagem osteogênica os agentes indutores estabelecidos são betaglicerol fosfato, 

ácido ascórbico, dexametasona e soro fetal bovino (DOMINICI et al., 2006; STEWART; 

STEWART, 2011), resultando na diferenciação em osteoblastos após três semanas a partir da 

identificação de depósitos de cálcio, matriz mineralizada e atividade de fosfatase alcalina após 

coloração com Von Kossa (DOMINICI et al., 2006), Alizarin Red ou cloreto de tetrazólio 

nitroazul, respectivamente. Outras técnicas para a confirmação da diferenciação osteogênica 

são obtidas pela expressão dos genes Runx2 (relacionado ao fator de transcrição 2), do colágeno 

tipo I, da osteopontina, da osteonectina, da osteocalcina e da β1 integrina (TAYLOR; CLEGG, 

2011). 

O meio de cultivo indutor para diferenciação adipogênica deve ser enriquecido com 

isobutilxantina, fosfodiesterase, pantotenato, biotina, insulina, dexametasona, soro fetal bovino, 

indometacina e rosiglitazona (GUEST; OUSEY; SMITH, 2008). Os agentes indutores são 

ligeiramente diferentes ao comparar à diferenciação de CTMs humano, pois, em células de 

equinos se faz necessário adicionar soro de coelho ao meio de cultura. O cultivo em 

monocamada celular é ativado pelo gene de receptores ativadores de proliferação de 



32 

 

 

peroxissomos gama (PPAR-γ), desta forma, acumulam gotículas lipídicas no citoplasma, 

evidenciadas pela coloração positiva de Oil Red O. Outra forma de detecção adipogênica, 

envolve a expressão do gene PPAR-γ para identificação de proteínas adiponectina e β1 integrina 

(TAYLOR; CLEGG, 2011). 

 A indução das CTMs em condrócitos pode ser realizada in vitro, entretanto, demanda 

protocolo de cultura tridimensional possível de ser realizado dentro de tubos cônicos, resultando 

em micromassas ou esferoides. Os fatores de crescimentos necessários para essa diferenciação 

são: fator transformador beta (TGF-β1), proteína morfogênica óssea-2 (BMP-2), fator de 

diferenciação de crescimento-5 (GDF-5) (MURPHY et al., 2015), ácido ascórbico, insulina 

transferrina sódico (ITS) e dexametasona. A detecção de proteoglicanos é identificada 

histologicamente pela coloração positiva de azul de toluidina e alcian blue. A expressão gênica 

inclui análise de fator de transcrição SOX9, colágeno tipo II e agrecam (STEWART; 

STEWART, 2011). 

 Embora as células possam ser encontradas em diversos tecidos, as células oriundas de 

medula óssea e tecido adiposo são as mais estudadas (IM, 2017). Há certa desvantagem quanto 

à obtenção de células da medula óssea em relação ao tecido adiposo, isto se deve tanto ao 

procedimento teoricamente mais invasivo durante a aspiração da medula, quanto ao número de 

CTMs obtidas. O tecido adiposo produz maior número de células, somado ao procedimento 

menos invasivo, atraindo cada vez mais os pesquisadores (FRASER et al., 2006).  

Porém, após alguns ensaios in vitro com células de humanos, foi possível demonstrar 

que existem diferenças nas características destas células com relação à diferenciação celular 

para a linhagem osteogênica. Um estudo demonstrou maior atividade da fosfatase alcalina nas 

células de tecido adiposo quando comparada com células da medula óssea (ZUK et al., 2001). 

Entretanto, outro estudo não observou diferença quanto à atividade de fosfatase alcalina e o 

conteúdo de cálcio após diferenciação osteogênica de ambas as fontes (DE UGARTE et al., 

2003). Em caráter contraditório, foi demonstrado que as células do tecido adiposo são inferiores 

às células extraídas da medula óssea, durante o processo de diferenciação osteogênica, por 

apresentarem baixa atividade de fosfatase alcalina, menor mineralização e menor expressão de 

osteocalcina e osteopontina (IM; SHIN; LEE, 2005; VISHNUBALAJI et al., 2012). 

 Ainda no contexto dos diferentes tecidos em que as células-tronco possam ser extraídas 

e as diferenças relacionadas ao potencial de diferenciação (DIGIROLAMO et al., 1999; 

DIMOCK et al., 2000; KIM et al., 2012; SCHELLENBERG et al., 2012), foi demonstrado que 

as células oriundas de tecido adiposo foram incapazes de se diferenciar espontaneamente em 

osso após transplante in vivo (SACCHETTI et al., 2016).  
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  Nos últimos anos foi sugerido que a regulação da dinâmica e da função da mitocôndria 

é essencial para a diferenciação de CTMs. As mitocôndrias são organelas das células 

eucarióticas, e possuem papel essencial na longevidade dos organismos devido sua função no 

metabolismo energético e na morte celular. O equilíbrio entre a dinâmica e a morfologia 

mitocondrial é crucial para a manutenção da homeostase dos tecidos: a dinâmica mitocondrial 

regula o destino das CTMs (LI et al., 2017).  

 As condições da atividade metabólica são diferentes nas CTMs quando comparadas às 

células diferenciadas. As CTMs são mais dependentes da glicólise, enquanto que as células 

diferenciadas dependem mais do metabolismo oxidativo (HOFMANN et al., 2012; HSU et al., 

2016).  

 Em situações in vitro em longo prazo, a cultura exibe menor proporção significativa de 

células com uma distribuição mitocondrial perinuclear, demonstrando maior teor de adenosina 

trifosfato (ATP) e tendem a se diferenciar quando comparadas com as células de uma passagem 

anterior. Após o início do processo de diferenciação, as mitocôndrias presentes nas CTMs são 

ativadas por meio de mecanismo ainda desconhecido e a fosforilação oxidativa torna-se a 

principal fonte de ATP (LI et al., 2017).  

 Há aumento de geração de espécies reativas de oxigênio durante o processo de indução 

da diferenciação condrogênica (in vitro) (JALLALI et al., 2007; MORITA et al., 2007; 

HEYWOOD; LEE, 2016). Além disso, interessantemente, a diferenciação em condrócitos 

parece ser regulada pela adição de peróxido de hidrogênio, e inibida pela administração do 

antioxidante N-acetilcisteína, sugerindo que espécies reativas de oxigênio geradas por NADPH 

desempenham papel importante na condrogênese, essencial para a sobrevivência e 

diferenciação apenas durante o estágio inicial da condrogênese (KIM et al., 2010). 

 As CTMs exercem seus efeitos terapêuticos por vários mecanismos, como a capacidade 

de se diferenciar em vários tipos de células (mencionado anteriormente), enfatizando a 

possibilidade de regeneração do tecido alvo; a capacidade de tropismo para locais inflamados 

após lesão tecidual; a capacidade de segregar múltiplas moléculas bioativas, capazes de 

estimular a recuperação de células lesionadas, e assim, inibir a inflamação; a falta de 

imunogenicidade e a capacidade de realizar funções imunomoduladoras (SHARMA et al., 

2014).   

 A capacidade de modular o ambiente inflamatório é demonstrada por propriedades que 

as CTMs possuem em suprimir a ativação ou proliferação dos linfócitos, que ocorre por meio 

do contato direto com o tecido ou por interação parácrina com interferon gama (INF-γ) 

produzidos por células do sistema imunológico. Após essa interação, as CTMs desencadeiam a 
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liberação de fatores solúveis, dentre eles, indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), IL-6 (HUAMAN 

et al., 2019), IL-10 , PGE2 (BOUFFI et al., 2010; HSU et al., 2013), IL-4, IL-10, o fator de 

crescimento transformador beta (TGF-β) (BARRACHINA et al., 2016)  e o fator de 

crescimento hepatoide (HGF) (AGGARWAL; PITTENGER, 2004), resultando na inibição da 

atividade de linfócitos T, B e citotóxicos, células Natural Killer (NK) (CHEN et al., 2008; 

NAUTA; FIBBE, 2008)) e de células dendríticas apresentadoras de antígenos (BOUFFI et al., 

2010; VAN LENT; VAN DEN BERG, 2013). 

Nesse contexto, após exposição das CTMs ao ambiente inflamado quando são expostas 

ao IFNγ, destaca-se eventos em cascata ou simultâneos a partir da secreção de PGE2, mediado 

principalmente por PTGER-2 (receptor da PGE2) (LEE et al., 2016), atuando principalmente 

na inibição dos mediadores inflamatórios TNF-α, INF-γ e metaloproteinases (MMPs) 

(JORGENSEN, 2013) e estimulando a produção de IL-10 (PERONI; BORJESSON, 2011; 

CARRADE HOLT et al., 2012), que juntamente com IL-6 e IDO, promovem a conversão de 

células T CD4+ em células Treg CD4 + Foxp3 + (células T reguladoras), suprimindo a resposta 

aloantígena (KYURKCHIEV, 2014). Ao secretar citocinas, as CTMs são envolvidas em 

mecanismos de interações complexas com o sistema imune. As principais citocinas secretadas 

pelas CTMs são demonstradas no quadro 1. 
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Quadro 1 - Citocinas secretadas por células-tronco mesenquimais e as células-alvo    

correspondentes. 

Citocinas 

secretadas por 

CTMs 

Células alvo 

IL-10 Macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, Th1, Tregs eTr1,  

IL-6 Neutrófilos, monócitos, células dendríticas, células B, Th2, Tregs, 

Th17 e CD8+FoxP3+ 

TGF-β Macrófagos, Natural killer, células dendríticas, células B, células 

T e Tregs 

Quimiocinas Neutrófilos, monócitos, Natural killer, eosinófilos, basófilos, 

células dendríticas e linfócitos 

CCL-2/MCP-1 Macrófagos, células endoteliais, células plasmáticas, Th2 e Th17 

CCL-5/RANTES Neutrófilos, monócitos, células dendríticas, Th1, Tregs e 

CD8+FoxP3+ 

IDO Monócitos, células dendríticas, células B, células T e Tregs 

VEGF Células dendríticas, células endoteliais, Th1, Th17 e Tregs  

ICAM Células T 

PGE2 Macrófagos, monócitos, Natural killer, células dendríticas, células 

T e Tr1 

CTMs: Células-tronco mesenquimais; TGFβ: fator de crescimento transformante β; CCL: 

quimiocinas da família CC; MCP-1: proteína quimiotática de monócitos 1; RANTES: 

Quimiocinas expressas e secretadas por células T normais e regulada por ativação; IDO: 

Indoleamina-2,3-dioxigenase; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; ICAM: 

molécula de adesão intercelular; PGE2: Prostaglandina E2; Th: linfócito T auxiliar; Tregs: 

células T regulatórias; Tr1: células T regulatórias 1. Fonte: (KYURKCHIEV, 2014), adaptado. 

 

 

Vantagens nas aplicações terapêuticas das CTMs apontam mecanismos envolvidos com 

baixa expressão dos principais complexos de histocompatibilidade I e II (MHC I e MHC II) e 

ausência de expressão de moléculas capazes de estimular células T (CD40, CD80 e CD86) 

(ZHANG et al., 2015).  



36 

 

 

A imunogenicidade reduzida juntamente com a capacidade de regular o sistema imune, 

permite às CTMs evitar o reconhecimento direto por células Natural Killer e previne a ativação 

de linfócitos T em receptores, além de diminuir a ativação da via indireta por meio da 

apresentação de MHC-I por células apresentadoras de antígenos para células B, seguido de 

produção de aloanticorpos. Essa característica é vantajosa, uma vez que resulta em maior 

eficácia e menor risco de inflamação no local após a aplicação das CTMs, reduzindo assim 

efeitos adversos (CONSENTIUS; REINKE; VOLK, 2015).   

A descrição de todas as habilidades de CTMs fornece um conhecimento sobre as células 

de valor inestimável, tanto para pesquisa, quanto para aplicação clínica, como no 

desenvolvimento da regeneração tecidual, que tem por finalidade a cura de lesões provocadas 

por doenças congênitas ou degenerativas. A terapia celular propõe especialmente, a substituição 

de células doentes ou incapazes por células saudáveis. 

 

 

2.1.1 Terapia de reparação articular e o uso de células-tronco mesenquimais  

 

 

 As CTMs são cada vez mais estudadas com o objetivo de tratar enfermidades articulares 

nos equinos, ao demonstrar características voltadas ao seu potencial regenerativo. Além disso, 

o foco atual parece estar direcionado para a investigação da sua habilidade imunomoduladora. 

A inflamação desempenha papel fundamental nas doenças de origem articular, visto que a 

liberação de mediadores pró-inflamatórios presentes no líquido sinovial, levam a ativação da 

degradação enzimática da cartilagem. As CTMs podem modular o ambiente local por meio da 

interação direta ou parácrina com células do sistema imunológico, suprimindo sua proliferação 

(como já descrito na seção anterior) e estabelecendo a retomada das funções do tecido alvo 

(BARRACHINA et al., 2016).  

 O tratamento dos defeitos da cartilagem representa muitos desafios clínicos, dada sua 

natureza avascular, aneural e alinfática. A microfratura, que é uma técnica voltada para 

estimulação da medula óssea, é um procedimento muito utilizado na prática cirúrgica, 

entretanto o tecido resultante nesse processo é predominantemente formado por 

fibrocartilagem, que é inferior à cartilagem hialina. Existe crescente interesse de pesquisadores 

na medicina regenerativa e engenharia de tecidos visando melhorar os resultados nos pacientes 

que necessitam de reparação da cartilagem (GOLDBERG et al., 2017), pois o tecido substituído 

por fibrocartilagem não possui a mesma propriedade mecânica, tornando-se vulnerável às 
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forças de cisalhamento da articulação (TAYLOR; SMITH; CLEGG, 2007; WILKE; VYDAM; 

NIXON, 2007).   

 Dentre as opções de reparação ou regeneração da cartilagem são incluídos o uso de 

enxertos osteocondrais, aplicações intra-articular de plasma rico em plaquetas (PRP) (ZHU et 

al., 2013; CHIANG et al., 2014; YAMADA et al., 2016; SHI et al., 2017; MEHRANFAR et 

al., 2019), implante de condrócitos autólogos (MALLICK et al., 2017) e aplicação de CTMs 

(ORTVED; NIXON, 2016). Atualmente, a microfratura óssea subcondral associada à injeção 

intra-articular de CTMs parece estar à frente para tratar defeitos articulares nos equinos 

(JOHNSON; FRISBIE, 2016). Após a artroscopia, associado ou não a terapia celular, o 

tratamento continua com metas de reabilitação ao fornecer suporte ao membro afetado, 

restaurar flexibilidade articular, estabilidade e diminuir a dor perioperatória (JOHNSON; 

FRISBIE, 2016). 

 Originalmente, o principal foco da atividade terapêutica das CTMs estava voltada para 

sua habilidade de diferenciação celular, considerando essa característica fundamental no seu 

envolvimento de regeneração tecidual (TAYLOR; SMITH; CLEGG, 2007), no entanto, outros 

mecanismos de ação destas células são considerados relevantes, como a secreção parácrina e a 

interação células-célula, estimulando assim os mecanismos de cura inata do paciente (SMITH; 

GARVICAN; FORTIER, 2014). 

 Há indícios que as CTMs oriundas da medula óssea demonstrem maior potencial 

condrogênico quando comparadas com as células provenientes do tecido adiposo (VIDAL et 

al., 2008), assim como maior potencial osteogênico em comparação com as células de tecido 

adiposo (TOUPADAKIS et al., 2010).  

 Por outro lado, quando o tratamento tem por objetivo a regeneração por tecido 

fibrocartilaginoso, como nos casos de lesão de menisco, tanto as CTMs obtidas de tecido 

adiposo ou medula óssea semeadas em scaffolds de colágeno demonstram capacidade de 

regeneração nos meniscos. Neste caso, as células-tronco de fonte adiposa são mais atrativas 

para o tratamento ao ponderar o método de extração e o maior número de células que são 

expandidas no laboratório (GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ et al., 2016). 

 O tratamento com CTMs derivadas da medula óssea, infundindo cerca de 20x106 células 

por via intra-articular em defeitos condrais na tróclea femoral de equinos, levou a melhor 

cicatrização precocemente ao comparar animais tratados com fibrina. Contudo, este efeito não 

foi mantido após oito meses, demonstrando pouca diferença em comparação com o outro grupo 

do estudo (WILKE; VYDAM; NIXON, 2007). 
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A avaliação do tratamento intra-articular com CTMs oriundas de medula óssea foi 

investigado em equinos após indução de microfraturas nos côndilos mediais do fêmur. Após 

um mês da indução, um grupo de animais recebeu tratamento com CTMs, associadas com ácido 

hialurônico e outro grupo recebeu apenas ácido hialurônico. A avaliação por artroscopia revelou 

maior qualidade tecidual e resistência da cartilagem, além de aumento na concentração de 

agrecam obtida por meio da avaliação imuno-histoquímica nas articulações tratadas com as 

CTMs (McILWRAITH et al., 2011). 

Outro estudo descreveu um caso de um cavalo de 4 anos de idade da raça Puro sangue 

inglês com defeitos bilaterais nos côndilos femorais mediais associado à lesão no ligamento 

cruzado cranial, que foi tratado por artroscopia e após noventa dias recebeu 2 x 106 CTMs 

oriundas da medula óssea suspensas em cola de fibrina. Após cinco e 13 meses do exame inicial 

esse cavalo recebeu nova aplicação de células suspensas em ringer com lactato, nos respectivos 

períodos mencionados. Quatro meses após a realização do tratamento foi demonstrado redução 

na profundidade dos defeitos da cartilagem e melhora moderada no ligamento cruzado cranial 

e após 15 meses o cavalo voltou às corridas demonstrando desempenho semelhante quando 

comparado ao que ele tinha anterior à lesão, incluindo momentos em que ele venceu os páreos 

durante as corridas (RAHEJA et al., 2011).  

Ainda em estudos com equinos, Fortier et al. (2010) induziram defeitos condrais e 

trataram um grupo com CTMs de medula óssea associado a microfraturas e outro grupo foi 

tratado apenas com microfratura e demonstraram tanto macroscopicamente quanto por 

histologia e por ressonância magnética, melhor cicatrização condral nos animais tratados com 

microfraturas e CTMs.  

 O tratamento intra-articular em cavalos é uma escolha segura e tem colaborado para a 

volta dos animais ao esporte. Trinta e três casos de equinos com lesão na articulação 

femorotibial tratados com artroscopia seguida por aplicação de CTMs derivadas de medula 

óssea demonstraram que 43% dos cavalos tratados voltaram ao esporte com o mesmo 

desempenho que tinham anterior à lesão, outros 33% dos cavalos voltaram ao esporte, porém 

com nível de performance inferior a ocorrência da lesão e 24% dos cavalos não voltaram ao 

esporte. Por apresentar perspectiva e porcentagem significativa de retorno atlético desses 

animais, pode-se supor que as CTMs apresentam características promissoras (FERRIS et al., 

2014).  

 Em defeitos condrais induzidos experimentalmente a aplicação intralesional de CTMs 

derivadas de tecido adiposo demonstrou melhora nas condições inflamatórias articulares, ou 

seja, apresentaram menor número de linfócitos e neutrófilos no líquido sinovial avaliado após 
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o tratamento. Além disso, as articulações tratadas demonstraram formação de fibrocartilagem 

e resultaram em melhor tecido de reparação quando observados macroscopicamente, enquanto 

os animais com defeitos condrais não tratados demonstraram maior intensidade de fibrose por 

apresentarem concentração de células fibroblásticas e maior área de transição entre o tecido 

neoformado e a cartilagem normal, observando a presença de condrócitos mortos e lacunas 

vazias (YAMADA et al., 2013). 

 A aplicação de PRP ativado com trombina como arcabouço para as aplicações de 107 

CTMs oriundas do tecido adiposo demonstra ser outra possibilidade de tratamento por via intra-

articular nos defeitos condrais induzidos em cavalos. Animais tratados apresentaram melhor 

aspecto macroscópico do tecido de reparação condral, resistentes à palpação com probe, 

observados durante o procedimento de avaliação cirúrgica por artroscopia em que o tecido 

demonstrou maior similaridade cartilagínea, com aderência às bordas das lesões e 

preenchimento das áreas totais dos defeitos condrais induzidos, enquanto cavalos não tratados 

demonstraram falhas de preenchimento, com aspecto friável e pouco aderido na lesão 

(YAMADA et al., 2016).  

 Um estudo randomizado, multicêntrico, controlado e duplo cego verificou a eficácia do 

tratamento de osteoartrite em setenta equinos com grau de claudicação entre 2 a 4 avaliados de 

acordo com os critérios da Associação Americana de Veterinários de Equinos (AAEP) com 

duas aplicações de CTMs alogênicas derivadas de tecido adiposo com intervalo de 45 dias. Os 

cavalos foram acompanhados por 90 dias e os animais tratados demonstraram redução 

significativa (considerando P < 0.05) na claudicação, associado à diminuição do processo 

inflamatório local, observados por meio da diminuição da temperatura local e efusão articular 

(MARIÑAS-PARDO et al., 2018).  

 As CTMs derivadas da sinóvia ainda não foram estudadas extensivamente nos trabalhos 

in vivo na espécie equina, entretanto, tais células parecem possuir maior capacidade para 

diferenciação condrogênica, com menores chances de ossificação endocondral hipertrófica, que 

é indesejável e observada nos estudos com CTMs derivadas da medula óssea (ORTVED; 

NIXON, 2016), sendo que essa característica baseia-se em experimentos in vitro, em que as 

células provenientes da medula óssea resultam em cartilagem hipertrófica após serem 

diferenciadas (MCCARTHY et al., 2012). 

 A avaliação da cicatrização da cartilagem após utilização das células de sinóvia, em 

coelhos como modelos experimentais, demonstrou maior produção de matriz cartilaginosa, 

proliferação celular e capacidade de cicatrização superior às CTMs extraídas de tecido adiposo 

e muscular, concluindo assim possível vantagem relacionada ao seu maior potencial  
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condrogênico (KOGA et al., 2008).  

Em engenharia de tecidos, as CTMs oriundas de líquido sinovial de coelhos associadas 

a hidrogel de quitosana como scaffold, demonstraram reparação tecidual macroscópica e na 

avaliação histológica. A diferenciação condrogênica foi avaliada por expressão de colágeno II, 

agrecam por PCR e marcadores de superfície CD34, CD45, CD44, CD90, CD166 por 

citometria de fluxo, demonstrado resultado promissor para tratar defeitos cartilagíneos nas 

aplicações clínicas (JIA et al., 2019).  

 As células derivadas de membrana sinovial também oferecem regeneração dos 

meniscos. As células extraídas da membrana sinovial desempenham papel fundamental durante 

o curso natural da cicatrização de meniscos, dado seu potencial condrogênico. A investigação 

desta característica foi elucidada em ratos transgênicos após meniscectomia. Neste caso, houve 

regeneração do menisco após 12 semanas, comprovada por meio de microscopia eletrônica ao 

observar as características meniscais e também expressão de colágeno tipo II (HORIE et al., 

2009). 

 CTMs obtidas do líquido sinovial de pacientes humanos com osteoartrite severa 

submetidos a substituições totais da articulação do joelho foram aplicadas (1 x 106) por via 

intra-articular em camundongos imunossuprimidos Balb-Cnu/nu após transecção do ligamento 

cruzado e indução de osteoartrite e a avaliação macroscópica e histológica do tecido 

cartilagíneo, foi realizada após 28 dias (primeiro grupo sacrificado) e 56 dias (segundo grupo 

sacrificado), contudo, as CTMs xenogênicas não demonstraram influência benéfica ou 

prejudicial nas articulações dos camundongos (NEYBECKER et al., 2018).  

 A realização de artroscopia somado à aplicação intra-articular de CTMs derivadas de 

tecido adiposo (4 x 106) foi avaliado em trinta pacientes humanos com idade acima de 65 anos 

diagnosticados com osteoartrite severa na articulação do joelho. Quase todos os pacientes 

demonstraram melhora significativa durante a avaliação clínica ao longo de dois anos de 

acompanhamento, seguido de avaliação por meio de artroscopia que resultou em melhora 

macroscópica da cartilagem ou não demonstraram piora na degradação, considerando o 

tratamento efetivo e seguro com redução da dor e melhora da função (KOH et al., 2015). 

 Outro estudo clínico em humanos diagnosticados com osteoartrite crônica e tratados 

com CTMs derivadas da medula óssea (40,9 x 106), demonstrou ser viável, seguro e eficaz, 

resultando em diminuição da intensidade da dor relatada pelos pacientes e redução na 

incapacidade funcional musculoesquelética, com sinais de reparo da cartilagem após doze 

meses em que o tratamento foi realizado, quando as articulações foram visualizados por 

ressonância magnética (SOLER et al., 2016).  
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 Embora a utilização de CTMs em enfermidades articulares mostrem resultados 

promissores com aparente diferenciação condrogênica, CTMs com características hipertróficas 

após diferenciação e expansão limitada ainda permanecem (GOLDBERG et al., 2017).  

A elaboração de scaffolds de quitosana incorporados a nanopartículas de óxido de 

grafeno parece demonstrar uma composição atrativa para os condrócitos (SHAMEKHI et al., 

2019). Esses estudos vêm crescendo e parecem significativos para abordagem terapêutica 

envolvendo as articulações.  

 Na busca do tratamento regenerativo da cartilagem, várias fontes de células são 

investigadas, incluindo medula óssea (FORTIER et al., 2010; CHU, 2015; BARTOLOTTI et 

al., 2018; VERONESI et al., 2019), sangue periférico (SPAAS et al., 2012; SAW et al., 2013), 

tecido adiposo (KOHLI et al., 2019), membrana sinovial e líquido sinovial (MURATA et al., 

2014, FÜLBER et al., 2016; MURATA et al., 2018), entretanto, ainda, sem qualquer evidência 

clara de superioridade de uma fonte em relação à outra (ORTVED; NIXON, 2016). Embora os 

estudos estejam avançando, ainda não está claro qual é a quantidade de células que deve ser 

utilizada ou, como já mencionado, se existe, e qual seria a fonte mais indicada para o tratamento 

das enfermidades articulares, em especial nos casos de osteoartrite (FORTIER; TRAVIS, 2011; 

SCHNABEL et al., 2013). 

 

 

2.2 Estrutura da cartilagem articular 

 

 

 Em condições fisiológicas, as superfícies ósseas de todas as articulações sinoviais são 

protegidas por uma fina camada translúcida de tecido conjuntivo, conhecida como cartilagem 

articular hialina (MARKS, 2014). Os principais componentes da cartilagem articular são: água 

que compreende 65-80% do seu peso úmido, colágeno que compreende 10-30% do seu peso 

úmido, moléculas de proteoglicano que compreendem 5 a 10% do seu peso úmido, células 

conhecidas como condrócitos, compreendendo aproximadamente 1-2% (CARON, 2003) ou 1-

5% (MOBASHERI et al., 2014), e pequena quantidade de outras proteínas não colágenas, 

glicoproteínas e lipídios (MARKS, 2014).   

 As articulações sinoviais (Figura 1) são encontradas em locais de grande mobilidade, 

delimitadas pela cápsula articular e revestidas por membrana sinovial, que por sua vez, secretam 

líquido sinovial que nutre e lubrifica a articulação (HUI et al., 2013; ORTH et al., 2014; 

SALVA; MERRILL, 2016). A cartilagem hialina é avascular, aneural e alinfática (ORTH et 
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al., 2014), portanto, todos os nutrientes e oxigênio são proporcionados por um processo de 

difusão por meio do osso subcondral e do líquido sinovial (BEEKUIZEN, 2014; DEMOOR et 

al., 2014).  

 O primeiro sinal morfológico do desenvolvimento da cartilagem foi a partir de um 

processo denominado de condensação, onde as CTMs indiferenciadas, derivadas do mesoderma 

migram para a região regidas por interações célula-célula e célula-matriz, formando uma 

interzona. Este processo é importante para a diferenciação dos condrócitos que produzem 

abundante matriz extracelular, constituída de proteoglicanos, glicosaminoglicanos, elastina e 

colágeno tipo II, IX e XI, formando assim o anel cartilaginoso (MACKIE et al., 2008; KWON 

et al., 2016). A interzona por sua vez, é constituída por três camadas: duas camadas externas 

que contribuem para o crescimento de epífises de ossos longos, e uma camada interna que forma 

a cavidade condral ou superfície articular (SALVA; MERRILL, 2016). Subsequentemente, as 

células na borda do anel cartilaginoso, formam a cartilagem articular (KWON et al., 2016).  

 As zonas de cartilagem, também conhecidas como camadas, (demonstradas na figura 1) 

baseiam-se na forma dos condrócitos, na composição da matriz extracelular e na orientação do 

colágeno tipo II em relação à superfície articular e ao osso subcondral. A zona superficial ou 

zona tangencial protege camadas mais profundas das forças compressivas e compõe de 10% a 

20% da espessura da cartilagem articular. As fibras de colágeno desta zona são alinhadas 

paralelamente à superfície articular. A camada superficial contém número relativamente 

elevado de condrócitos achatados. Essa zona está em contato com o líquido sinovial, sendo 

responsável pela maioria das propriedades de tração da cartilagem, o que lhe permite resistir às 

forças de compressão e tensão impostas pela articulação (ALFORD, 2005). 

 A zona intermédia ou transitória proporciona ponte anatômica e funcional entre as zonas 

superficial e profunda. A zona intermediária representa 40% a 60% do volume total da 

cartilagem, e contém proteoglicanos e fibrilas de colágeno mais espessas. Nesta camada, o 

colágeno é organizado obliquamente, e os condrócitos são esféricos, de baixa densidade e 

orientados em colunas perpendiculares paralelas às fibras colágenas. Funcionalmente, a zona 

intermediária é a primeira linha de resistência às forças compressivas (SOPHIA FOX; BEDI; 

RODEO, 2009; MOBASHERI et al., 2014).  

 A zona profunda é responsável por fornecer a maior resistência às forças compressivas, 

pois as fibrilas de colágeno estão dispostas perpendicularmente à superfície articular e se 

estendem em direção a tidemark, conhecido como fronteira entre as camadas calcificadas e não 

calcificadas da cartilagem, na qual é originada pela atividade dos condrócitos (SURI; WALSH, 

2012). A zona profunda contém as fibrilas de colágeno de maior diâmetro, com teor de 



43 

 

 

proteoglicano mais alto e menor concentração de água. Os condrócitos são tipicamente 

dispostos em orientação colunar, esféricos, paralelos às fibras colágenas e perpendiculares à 

linha articular. A zona profunda representa aproximadamente 30% do volume da cartilagem 

articular. Graças à elevada concentração de proteoglicanos, a zona profunda garante maior 

resistência às forças de compressão (MOBASHERI et al., 2014).  

 

 

 

 

Figura 1 – Estrutura da articulação sinovial e esquema da organização da cartilagem articular 

de equino.  

Fonte: (McILWRAITH et al., 2016), adaptado. 

 

 

2.2.1 Os condrócitos 

 

 

 O principal tipo de célula presente na cartilagem são os condrócitos, os quais são 

derivados de CTMs e ocupam aproximadamente 1-5% do volume da cartilagem articular. Além 

disso, os condrócitos são responsáveis pela síntese e manutenção da matriz extracelular, 
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descritos como “arquitetos” da cartilagem (MOBASHERI et al., 2014) e são consideravelmente 

protagonistas na tentativa de regeneração cartilagínea por sintetizar matriz extracelular 

(MACIULAITIS et al., 2016).  

 Histologicamente, os condrócitos são células isoladas umas das outras, envoltos por 

quantidade considerável de matriz extracelular (MOBASHERI et al., 2014), ou seja, uma 

combinação formada por alta concentração de proteoglicanos especialmente agrecam, dispostos 

a rede de fibras de colágeno tipo II (VENN, 1979), colágeno tipo IX, VI e XI e proteínas não 

colágenas, como a fibronectina (figura 2).  

 Dentro da cartilagem, os condrócitos são submetidos a numerosos fatores mecânicos e 

ambientais que regulam sua atividade metabólica e seu fenótipo. Eles são altamente 

especializados e metabolicamente ativos, desempenham considerável papel no 

desenvolvimento, manutenção e reparação da matriz extracelular de acordo com os diferentes 

sinais que percebem (BHOSALE; RICHARDSON, 2008; DEMOOR et al., 2014; VLADAR et 

al., 2015).  

 Os condrócitos são responsáveis pelo turnover, a partir da detecção de alterações na 

composição macromolecular e na organização da matriz, com importante capacidade para 

manter o equilíbrio entre sua atividade anabólica e catabólica (AIGNER; STÖVE, 2003).  

 Sabe-se que a carga mecânica exercida sobre a cartilagem cria sinais mecânicos e 

elétricos que ajudam a direcionar a atividade dos condrócitos entre a síntese ou a degradação 

da matriz (MOBASHERI et al., 2014). Dentro deste contexto, a homeostase da cartilagem 

articular é obtida por meio da síntese dos componentes da matriz ou pela regulação de enzimas 

proteolíticas, como as metaloproteinases, hialuronidases e agrecanases (DEMOOR et al., 2014), 

e pela sinalização, por meio da relativa quantidade de citocinas e fatores de crescimento 

presente na cartilagem ou no líquido sinovial (GOLDRING; GOLDRING, 2010; DEMOOR et 

al., 2014).  

 Além disso, em condições fisiológicas, os condrócitos secretam fatores anti-

angiogênicos, como os peptídeos reguladores troponina I e trombospondina-1, e inibidores de 

enzimas de degradação da matriz, incluindo inibidores teciduais de metaloproteinases, inibidor 

secretor de proteinase de leucócitos e inibidor do ativador do plasminogênio (SURI; WALSH, 

2012).  

 Entre os receptores envolvidos na sinalização hialurônica, o CD44 é o mais comum nas 

membranas celulares (ISHIDA et al., 1997. Os condrócitos que expressam maior quantidade de 

CD44, parecem exibir maior potencial condrogênico (GROGAN et al., 2007). 

 Os condrócitos têm um potencial limitado para a replicação, um fator que contribui para 
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a limitada capacidade intrínseca de cicatrização da cartilagem em resposta à lesão. A 

sobrevivência dos condrócitos depende de um ótimo ambiente químico e mecânico (SOPHIA 

FOX; BEDI; RODEO, 2009). Sendo assim, parte da patogenia da degeneração condral pode 

ser explicada pela atividade metabólica dos condrócitos, pois como já mencionado, sua função 

é manter equilíbrio entre a síntese e a degradação da matriz extracelular, através da secreção de 

seus componentes macromoleculares (colágeno, proteoglicanos e glicosaminoglicanos) e a 

modulação do turnover fisiológico da matriz (GOLDRING, 2000). 

 Do ponto de vista molecular, os mediadores líticos, como as citocinas, radicais livres, 

proteases e prostaglandinas secretados pelos condrócitos e liberados na matriz extracelular são 

controlados por produção equilibrada de substâncias anabólicas e reparadoras, como fatores de 

crescimento, inibidores de citocinas catabólicas e inibidores de enzimas degradativas 

(MORTELLARO, 2003).  

 

 

 

Figura 2 - Organização molecular da matriz extracelular da cartilagem articular.  

Legenda: Matriz cartilagínea em zonas definidas pela distância do condrócito. Matriz pericelular ao redor da célula, 

ácido hialurônico (AH) ou hialuronam e sua ligação com o receptor CD44. Matriz territorial e interterritorial com 

pró-colágeno, forma precursora transitoriamente na matriz, quebrada rapidamente pelas pró-colágeno peptidases, 

removendo os pró-peptídeos e formando as moléculas de colágeno, que espontaneamente se dispõem numa 
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formação escalonada, formando as fibrilas de colágeno, CLIP – proteína 1 da camada intermédia da cartilagem; 

COMP – proteína de matriz oligométrica da cartilagem; CS - condroitim sulfato; KS – queratam; PRELP - proteína 

de repetição rica em leucina, em prolina e arginina. Fonte: (HEINEGÅRD; SAXNE, 2011), adaptado. 

 

 

2.2.2 Componentes da matriz extracelular cartilagínea 

 

 

As células constituem tecidos durante o desenvolvimento dos organismos vertebrados, 

originando tecido epitelial, nervoso, muscular e conjuntivo. No tecido conjuntivo, o espaço 

entre as células é preenchido por substâncias semelhante a gel, sintetizadas e secretadas por 

elas, determinando a matriz extracelular. Os componentes do tecido conjuntivo são células 

especializadas, fibras e substâncias fundamentais que constitui um complexo viscoso e 

altamente hidrofílico de macromoléculas aniônicas formadas por polissacarídeos (NELSON, 

COX, 2014).   

 A respeito da matriz extracelular cartilagínea, as macromoléculas consistem em 

colágenos, proteoglicanos, glicosaminoglicanos e glicoproteínas adesivas, que proporcionam 

arcabouço físico para sustentar a estrutura do tecido, determinando hidratação, com importante 

papel no controle das trocas de nutrientes e resíduos, nas interações célula-matriz e na 

sinalização da difusão molecular. Desta forma, a matriz extracelular é importante durante o 

processo de regulação do comportamento celular e desempenha um papel relevante nos 

processos de caráter fisiológico e patológico (VIGETTI et al., 2014). 

 As interações célula-matriz mediadas por receptores celulares específicos e epítopos de 

ligação celular em muitas moléculas da matriz desempenham a função na fixação e migração 

das células, assim como promovem diferenciação celular e níveis de expressão gênica. Dessa 

forma, a matriz fornece microambiente fisiológico especial para as células, protegendo-as de 

influências mecânicas, na morfogênese e metabolismo celular atribuída ao armazenamento e 

liberação de fatores de crescimento.  
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2.2.2.1 Colágeno 

 

 

 O colágeno é a proteína mais abundante nos vertebrados e representa um componente 

importante na matriz extracelular. Podem ser classificados em formadores de fibrilas (colágeno 

tipo I, II, III V e XI), FACIT (fibril-associated collagen with interrupted triple Helix) (colágeno 

tipo IX, XII, XIV, XVI e XIX), e não fibrilares de cadeia curta (colágeno tipo VIII, X), de 

membrana basal (colágeno tipo IV), de fibrilas de ancoragem (colágeno tipo VII) e 

microfibrilares (colágeno tipo VI). Apesar das diferenças entre os colágenos, todos 

compartilham uma estrutura de tripla hélice composta de três polipeptídeos, conhecidos como 

cadeias α, consistindo em repetições de Gly-X-Y, onde X é qualquer aminoácido, e Y é 

frequentemente prolina ou hidroxiprolina (MICHELACCI, 2003).  

 O colágeno é a macromolécula estrutural mais abundante na matriz extracelular, 

constituindo cerca de 60% do peso seco da cartilagem. O colágeno tipo II representa de 90% a 

95% e forma fibrilas e fibras entrelaçadas com agregados de proteoglicanos, o que confere a 

propriedade biomecânica articular de resistência às forças compressivas (LAVERTY; 

GIRARD, 2013). Este tipo de colágeno consiste em três proteínas idênticas, com cerca de 1000 

aminoácidos em cada, chamadas de cadeias α1. Elas são enroladas umas às outras formando 

uma tripla hélice. A molécula é formada intracelularmente a partir de pro-peptídeos nos 

terminais N (amino) e C (carboxi), que são clivados no espaço extracelular por proteinases, 

liberando a molécula de colágeno final ainda agregadas em fibrilas (MCILWRAITH et al., 

2016).  

 Os tipos de colágeno I, IV, V, VI, IX e XI também estão presentes, porém em proporção 

menor. Os colágenos secundários ajudam a formar e estabilizar a rede de fibrilas do colágeno 

tipo II (SOPHIA FOX; BEDI; RODEO, 2009).  

 Estudos ultra estruturais demonstram sobreposição entre o colágeno tipo IV com a 

matriz do colágeno tipo II, representando componente molecular central que forma uma 

interface mecânica entre a matriz rígida e as células. Foi demonstrado que o colágeno tipo IV é 

capaz de se ligar a diferentes moléculas, entre elas, o decorim, fibromodulim e fibronectina 

(TILLET et al., 1994). Adicionalmente, o colágeno tipo IV possui alta afinidade com a molécula 

de ácido hialurônico e possivelmente essa ligação possui papel significativo nos processos de 

crescimento e remodelamento do tecido conjuntivo (KIELTY et al., 1992). Portanto, 

presumivelmente, o colágeno tipo IV possui envolvimento na ancoragem e sinalização celular 

da matriz (AIGNER; STÖVE, 2003).  
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O colágeno tipo IX é membro da família dos FACIT (fibril-associated collagen with 

interrupted triple Helix), ou seja, colágeno associado com fibrilas com tripla hélice interrupta, 

portanto, não se organiza em fibrilas, mas está presente na superfície de fibrilas formadas por 

colágenos tipo I e XI (GELSE, PÖSCHL, AIGNER, 2003). O colágeno tipo IX é formado por 

três diferentes cadeias α: α1(IX), α2(IX) e α3(IX) e se constitui em três domínios tripla hélice 

(COL1-3) intercalados por domínios que não formam hélices (NC1-4). Essa molécula se 

associa às superfícies das fibrilas de colágeno por meio de ligações cruzadas antiparalelas com 

moléculas de colágeno tipo II (WU et al., 1992). Os domínios COL3 e NC4 projetam-se da 

superfície da molécula e acredita-se que sejam importantes sítios de ligação para outros 

componentes da matriz extracelular. O colágeno tipo IX pode ser considerado um 

proteoglicano, pois pode ser glicosilado com condroitim sulfato no domínio NC3 de suas 

cadeias α2 (MARTEL-PELLETIER et al., 2008). O colágeno XI está localizado no núcleo das 

fibrilas do colágeno II e parece estar envolvido na iniciação da formação dessas fibrilas e 

também na limitação do seu diâmetro (AIGNER; STÖVE, 2003). A função do colágeno XVI, 

que também está presente na cartilagem articular, é até agora desconhecida (LAI; CHU, 1996), 

mas provavelmente atua como proteína que conecta e organiza as redes fibrilares, modulando 

a integridade e estabilidade da matriz extracelular (GRÄSSEL; BAUER, 2013).  

 O colágeno X desempenha atividade durante a ossificação endocondral, sendo 

sintetizado por condrócitos hipertróficos durante o processo de crescimento epifisário nos 

animais em crescimento, com importante papel na mineralização da matriz. Este mesmo 

colágeno é expresso nos animais e pacientes humanos com enfermidades articulares, como 

exemplo no desenvolvimento da osteoartrite, principalmente por estar associado ao processo de 

maior mineralização da cartilagem articular (MCILWRAITH et al., 2016) .  

 O colágeno secretado pelos condrócitos, em especial o tipo II, forma uma rede 

tridimensional onde estão os agregados de proteoglicanos e ácido hialurônico em forma de arco, 

que proporciona a natureza rígida da cartilagem. O predomínio de proteoglicanos na cartilagem 

madura é em monômero de agrecam, agregados com ácido hialurônico por meio de proteínas 

de ligação, formando macromoléculas. 
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2.2.2.2 Proteoglicanos 

 

 

Os proteoglicanos formam um grupo de moléculas proteicas e consistem em esqueleto 

proteico, no qual uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos são ligadas covalentemente 

(COUCHMAN; PATAKI, 2012). A cartilagem possui proteoglicanos com cadeias laterais de 

condroitim sulfato, que fazem parte da família da lectina, ou seja, o agrecam, componente 

essencial presente na matriz extracelular cartilagínea; e versicam presente na matriz extracelular 

de diversos tecidos, inclusive na cartilagem (KNUDSON; KNUDSON, 2016; MCILWRAITH 

et al., 2016b).  

Esses proteoglicanos compõem a estrutura do tecido conjuntivo, assim como possuem 

funções como mediar a adesão das células à matriz extracelular e ligar-se a fatores que 

estimulam a proliferação celular. Suas propriedades são determinadas principalmente pelo 

glicosaminoglicano específico ligado ao seu esqueleto proteico (BERG; TYMOCZKO; 

STRYER, 2014).   

A cartilagem possui um grupo de pequenos proteoglicanos ricos em leucina (SLRPs), 

dentre eles: decorin, biglicam, fibromodulim e luminam (Figura 5) que regulam a fibrilogênese 

de colágeno, tamanho das suas fibrilas e sua disposição no tecido, com importante papel na 

manutenção da integridade cartilagínea (ROUGHLEY, 2006). 
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Figura 3 - Representação esquemática da família de proteoglicanos ricos em leucina. 

Fonte: (NI; LI; ZHOU, 2014), adaptado. 

 

 

Os proteoglicanos variam tanto na forma, como em função. O decorim é abundante em 

tecido conjuntivo onde pode participar da regulação e formação de fibras colágenas intersticiais. 

Ele possui apenas uma cadeia de dermatan sulfato ou condroitim sulfato ligados à extremidade 

N-terminal da proteína (COUCHMAN; PATAKI, 2012).  

Os membros da família ricos em leucina participam da regulação da fibrilogênese do 

colágeno, pois possuem a capacidade de se ligar em diferentes regiões do colágeno e desta 

forma no envolvimento da organização dessas fibras. Camundongos nocautes em decorim 

possuem fibras intersticiais anormais na pele (DANIELSON et al., 1997). 

 O fibromodulim apresenta 4 cadeias de queratam sulfato, um domínio central e resíduos 
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de tirosina sulfatados ligados em N-terminal (OLDBERG et al., 1989; HEATHFIELD et al., 

2004) encontrado na cartilagem  (ROUGHLEY; WHITE; MORT, 1996; LAUDER et al., 

1998). De forma semelhante, o lumicam é glicolisado com queratam sulfato (YING et al., 1997; 

GROVER et al., 2002) e está presente na matriz extracelular da cartilagem articular humana 

em todas as idades, embora sua abundância seja muito maior no adulto. Na cartilagem adulta o 

lumicam existe predominantemente em uma forma de glicoproteína sem queratam sulfato, 

enquanto na cartilagem jovem aparece como um proteoglicano (GROVER et al., 2002). 

 O biglicam é composto por duas cadeias de condroitim sulfato ou dermatam sulfato. 

Esse proteoglicano foi identificado como uma molécula que se acumula na superfície das 

células e em ambientes pericelulares, e parece demonstrar envolvimento na morfogênese e na 

diferenciação celular (HARDINGHAM; FOSANG, 1992). 

 Decorim e biglicam isolados da cartilagem articular (ROUGHLEY; WHITE; MORT, 

1996; PIETRASZEK-GREMPLEWICZ et al., 2018) em especial, o decorim demonstram 

envolvimento com diferentes fibras de colágeno, como as do tipo I (WEBER; HARRISON; 

IOZZO, 1996), tipo II (HARDINGHAM; FOSANG, 1992), e alta afinidade por fibras do tipo 

VI (BIDANSET et al., 1992). As interações de proteoglicanos ricos em leucina e o colágeno 

parecem importantes para o processo de organização das fibras colágenas. O decorim ainda 

pode ser observado em áreas da matriz interterritorial em regiões mais profundas da cartilagem, 

todavia, pode ser encontrado na superfície cartilagínea, associado ao colágeno IX (HAGG; 

BRUCKNER; HEDBOM, 1998).  

 O fibromodulim, decorim e biglicam parecem modular a atividade do TGF-β 

(HILDEBRAND et al., 1994), um fator de crescimento transformador, mediador central da 

fibrilogênese (BIERNACKA; DOBACZEWSKI; FRANGOGIANNIS, 2011), secretados por 

vários tipos celulares e comprometidos com a homeostase e reparo dos tecidos, respostas 

imunológicas e inflamatórias, deposição de matriz extracelular, controle da proliferação, 

diferenciação e adesão celular (HILDEBRAND et al., 1994; BURTON-WURSTER et al., 

2003). Entretanto, camundongos nocautes do gene GOROB, demonstram ativação elevada de 

TGF-β no tecido ósseo, o que consequentemente parece afetar a síntese dos proteoglicanos 

biglicam e decorim com notória diminuição na glicosilação ao dermatam sulfato desses 

proteoglicanos e consequentemente menor concentração na cartilagem (CHAN et al., 2018). 

Fragmentos de decorim e fibromodulim são evidentes nos processos degenerativos da 

cartilagem e em lesões de menisco, assim como na osteoartrite, com o decorrer da idade, ocorre 

ainda leve aumento na fragmentação do decorim e fibromodulim (MELROSE et al., 2008).  
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Biglicam, decorim e fibromodulim afetam a fibrilogênese do colágeno in vitro e o seu 

metabolismo descoordenado pode contribuir para a formação e deposição anormal de colágeno 

observado na osteoartrite, contribuindo no decurso dos processos catabólicos (DOURADO et 

al., 1996). 

Por fim, o perlecam é outro proteoglicano de heparam sulfato, típico de lâminas basais, 

entretanto é também encontrado na matriz extracelular cartilagínea e possibilita a adesão dos 

condrócitos ao tecido (SUNDARRAJ et al., 1995).   

 

 

2.2.2.3 Agrecam 

 

  

O proteoglicano mais abundante da cartilagem articular é o agrecam (figura 4), que é 

formado por um esqueleto proteico de peso molecular aproximado de 230 kDa, composto por 

três domínios globulares G1, G2 e G3 (SANDY et al., 1990) e um domínio interglobular, entre 

G1 e G2 (WATANABE et al., 1997). A grande região entre os domínios G2 e G3 é subdividido 

em mais três regiões: Um domínio de ligação de queratam sulfato adjacente a G2, seguido de 

dois domínios de ligação de condroitim sulfato (CS1 e CS2) glicosilado com cerca de 100 

cadeias de condroitim sulfato e 30 a 50 cadeias de queratam sulfato (DOEGE et al., 2001). 

Equinos e ruminantes são as únicas espécies estudadas até o presente momento que possuem 

três domínios de ligação de condroitim sulfato (CS1, CS2 e CS3) (CAPORALI; 

KUYKENDALL; STEWART, 2015). Sendo assim, o agrecam é um grande esqueleto proteico 

à qual várias cadeias de glicosaminoglicanos estão ligados.  
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Figura 4 - Apresentação esquemática de uma molécula de agrecam. 

Legenda: Molécula de agrecam com uma proteína central ligada ao ácido hialurônico (AH) por uma proteína de 

ligação. Cadeias laterais com glicosaminoglicanos sulfatados ligados: queratam sulfato (KS), condroitim sulfato 

(CS). Domínios globulares 1 (G1) (região de ligação do ácido hialurônico [RLAH]), G2 e G3. Fonte: 

(MCILWRAITH et al., 2016), adaptado.  

 

 

Essa molécula possui uma extremidade N-terminal normalmente ligada por uma 

proteína de ligação (link protein) a outro componente da matriz, principalmente no ácido 

hialurônico, e outra extremidade carboxi-terminal. O domínio G1, localizado na extremidade 

N-terminal, desempenha um papel de estabilidade ao formar um enorme agregado, fornecendo 

propriedades biomecânicas à cartilagem (IOZZO et al., 2016).  

O domínio G2 é exclusivo da molécula de agrecam (KIANI et al., 2001) e não há 

interação com ácido hialurônico ou proteína de ligação (FOSANG; HARDINGHAM, 1989; 

WATANABE et al., 1997), assim como nenhuma função foi descrita para esse domínio, 



54 

 

 

entretanto, é conservado e está presente no agrecam, sugerindo que pode ter uma função 

importante na cartilagem (KIANI et al., 2001). 

Entre os domínios G2 e G3 (domínio interglobular), os glicosaminoglicanos podem ligar 

cadeias laterais ao esqueleto proteico. As cadeias laterais de queratam sulfato estão próximas 

ao domínio G2 e as cadeias de condroitim sulfato estão mais próximas do domínio G3 

(FOSANG; HARDINGHAM, 1989; ASPBERG, 2012; HORKAY et al., 2017). Este domínio 

é suscetível a clivagem por proteinases (LARK, MICHAEL W. et al., 1995; KNUDSON; 

KNUDSON, 2016), como metaloproteinase, serinoproteinase e catepsina B. 

Consequentemente, após clivagem nesse ponto, ocorre perda da inserção dos 

glicosaminoglicanos. O domínio interglobular pode estar associado ao turnover do agrecam 

(KIANI et al., 2002).  

O domínio G3 localizado na extremidade carboxi-terminal conecta o agregado a matriz 

extracelular (FOSANG; HARDINGHAM, 1989) e parece ter importância em alguns distúrbios 

hereditários no homem, como exemplo na osteocondrite dissecante familiar com padrão 

autossômico dominante, através de mutações nas repetições de lectina (MCILWRAITH et al., 

2016), assim como nas doenças condrodisplásicas (SCHWARTZ; DOMOWICZ, 2002) e em 

alterações genéticas como a displasia do esqueleto em humanos (TOMPSON et al., 2009). O 

gene que codifica o agrecam (Agc1) é expresso durante o desenvolvimento fetal e em adultos 

e sua diminuição é capaz de ocasionar em malformações esqueléticas. Em camundongos 

homozigotos, a perda parcial de agrecam ocasiona nanismo que persiste durante a vida adulta 

além de enrijecimento da matriz extracelular com severa erosão de cartilagem, acarretando 

osteoartrite sem aumento prévio de enzimas catabólicas. Isso demonstra a importância dessa 

molécula, uma vez que sua diminuição causa comprometimento das propriedades mecânicas da 

cartilagem (ALBERTON et al., 2019).    

O agrecam presente na matriz extracelular é encontrado apenas na forma agregada, 

sendo assim não existe a molécula livre (ROUGHLEY, 2006), e cada agregado é composto de 

um filamento central de ácido hialurônico com até 100 moléculas de agrecam estabilizados por 

uma proteína de ligação (MORGELIN et al., 1988). Essa estrutura é influenciada pelo tamanho 

do ácido hialurônico, seu grau de processamento e pela proteína de ligação (ROUGHLEY, 

2006). Seu aprisionamento na matriz extracelular ocorre por meio do colágeno. 

 Em um ambiente aquoso, o agrecam se expande em virtude das cadeias de 

glicosaminoglicanos que possuem carga negativa e atraem água, tornando-se hidratados. Essa 

compressão é resistida pelas fibras de colágeno dentro da matriz extracelular.  Para função 

adequada da cartilagem é necessário que a concentração do agrecam seja alta o suficiente para 



55 

 

 

manter o equilíbrio entre a pressão e as forças de tensão a partir do alongamento das fibras de 

colágeno que formam uma rede rígida. Caso isso não ocorra, a cartilagem poderá ser 

comprometida com a compressão. Quando a cartilagem é sujeita a maior pressão, a água se 

desloca, entretanto quando a pressão diminui a água é atraída de volta pelo agrecam, por 

apresentar propriedade osmótica (ROUGHLEY; MORT, 2014).  

 O movimento da água dentro da cartilagem durante as forças compressivas é 

considerado importante para a nutrição dos condrócitos. Como a cartilagem é um tecido 

avascular, seus nutrientes surgem por difusão do líquido sinovial e o deslocamento da água 

sobre compressão auxilia na remoção de produtos residuais. Entretanto, altas compressões 

podem predispor à sobrecarga e desta forma influenciar de forma negativa diretamente nas 

células, resultando em morte celular e destruição da matriz extracelular. Inclusive, especula-se 

que a sobrecarga pode estar ligada ao início do processo de osteoartrite (ROUGHLEY; MORT, 

2014).  

A proteólise da matriz extracelular da cartilagem ocorre por enzimas também 

conhecidas por proteases, como as serino proteases (HtrA1), cisteíno proteases (catepsinas e 

calpaína), metaloproteases (MMPs) e agrecanases (ADAMTS), sendo esta última, alvo de 

muita investigação, pois é seletiva no processo de fragmentação da molécula de agrecam 

(ROUGHLEY, 2006).   

 Sendo assim, a agrecanase pode clivar a região interglobular (LARK, MICHAEL W. et 

al., 1995) na ligação do ácido glutâmico e L-alanina (Glu-Ala) através da sua ação no sítio de 

clivagem L-fenilalanina e L-asparagina (Asn-Phe) em conjunto com metaloproteinases, das 

quais liberam todos os domínios glicolisados da proteína, comprometendo as funções da 

manutenção do turgor da cartilagem promovida pela ligação das moléculas de água 

(CAPORALI; KUYKENDALL; STEWART, 2015). Entretanto, esse sítio não é o local 

preferencial de clivagem. A eficiência da agrecanase é observada em mais quatro regiões dentro 

do domínio G2-G3, locais ricos em condroitim sulfato, na ligação Glu-Gly, liberando assim a 

extremidade COOH da molécula (TORTORELLA et al., 2000). 

Na espécie equina, existem dois sítios de clivagem do agrecam através de 

metaloproteinases (VDIPEN360/361-FFAVSG e AFTSED463 / 464LVVQVT) e um sítio de 

clivagem por meio de agrecanase (NITEGE-392/393-ARGSVI), ambos no domínio 

interglobular entre G1 e G2 (CAPORALI; KUYKENDALL; STEWART, 2015), descritos 

anteriormente em ratos (DOEGE et al., 1987).  

Ainda na espécie equina, a metaloproteinase é capaz de clivar o sítio que envolvem os 

domínios G2 e KS e a agrecanase cliva mais quatro locais nesse domínio, além dos sítios nos 
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domínios CS2 e CS3. Esses sítios (Figura 5)  foram demonstrados por sequenciamento genético 

e são semelhantes aos sítios de clivagem descritos anteriormente em bovinos (DURIGOVA et 

al., 2008). (Sequenciamento - Domínio G2 e KS: AFCFRG-682/683-VSVAPS pela 

metaloproteinase; domínio G2 e KS: TAGQLE-1896/1897-GRGTIG, PFKEEE-2082/2083-

GLGSVE, APTAQE-2187/2188-AGEGPS e PTVSQE-2287/2288-LGQRPP pela agrecanase e 

domínio CS2 e CS3: MQRPAE-2473/2474-ALLEIE) (CAPORALI; KUYKENDALL; 

STEWART, 2015). 

 

Figura 5 - Representação dos sítios de clivagem nos domínios do agrecam de equino.  

Legenda: Domínios: G1, interglobular (IGD), G2, Queratam sulfato (KS), Condroitim sulfato (CS1, CS2 e CS3) 

e G2. Fonte: (CAPORALI; KUYKENDALL; STEWART, 2015), adaptado 

 

 

2.2.2.4 Glicosaminoglicanos 

 

 

 Os glicosaminoglicanos consistem de uma cadeia linear longa e unidades dissacarídicas 

repetidas de hexosamina (N-acetilglicosamina ou N-galactosamina), que se alternam com outro 

monossacarídeo, o ácido D-glicurônico, ácido L-idurônico ou galactose (JACKSON et al., 

1991; KJELLÉN E LINDAHL, 1991). No seu papel estrutural, os glicosaminoglicanos são 

fundamentais em complexos de conglomerados e interações proteína-proteína tanto na 

superfície celular, quanto na matriz extracelular, por conseguinte, estão envolvidos na 

sinalização ou inibição de eventos celulares (SALVA; MERRILL, 2016).  

 A combinação dos grupos sulfatos com os grupos carboxila dos resíduos de ácido 
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urônico gera uma grande densidade de cargas negativas. Para minimizar as forças de repulsão, 

tais moléculas em solução demonstram conformação estendida, no qual formam uma hélice em 

que os grupos carboxila localizam-se alternadamente (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2014).   

 Os glicosaminoglicanos são carregados negativamente, devido à presença de grupos 

sulfato ou carboxila na maioria dos seus resíduos de açúcar. Os principais glicosaminoglicanos 

encontrados em tecidos animais são: ácido hialurônico, condroitim sulfato, dermatam sulfato, 

heparam sulfato, heparina e queratam sulfato (CHIRALDI; CIMINI; DE ROSA, 2010; 

CUNHA, 2017). Sendo que na cartilagem, os principais glicosaminoglicanos são ácido 

hialurônico, condroitim sulfato e queratam sulfato (POMIN; MULLOY, 2018).  

 Os diferentes glicosaminoglicanos se diferenciam entre si pelo tipo de hexosamina (D-

glucosamina ou D-galactosamina), tipo de açúcar não nitrogenado (ácido D-glucurônico, ácido 

L-idurônico ou D-galactose), ligações entre eles, grau de sulfatação e posição a que se ligam os 

grupamentos sulfato. Esses grupos se ligam aos açúcares por ligações éster (AGUIAR, 1999; 

CUNHA, 2017).  

 Em contraste com os glicosaminoglicanos sulfatados, o ácido hialurônico é sintetizado 

pela proteína ácido hialurônico sintase a partir de sua extremidade redutora, sendo então, 

liberado para o espaço extracelular.  O ácido hialurônico representa o único glicosaminoglicano 

não sulfatado e não ligado a um núcleo proteico. A enzima hialuronidase é responsável pela sua 

clivagem (KÖWITSCH; ZHOU; GROTH, 2017).  

 O ácido hialurônico possui estrutura mais simples do que outros glicosaminoglicanos, 

descrito como um polímero linear de dissacarídeos, composto por unidades repetidas de N-

acetilglucosamina e ácido glucurônico, ligadas entre si por meio de ligações glicosídicas β1,4 

e β1,3 (DU SOUICH, 2014). É encontrado em alguns tecidos, como na crista de galo, humor 

vítreo e cartilagem e exerce funções de preenchimento de matriz e lubrificação das articulações 

sinoviais (SILVA, 2012).  

 Suas propriedades físico-químicas são determinadas por sua massa molecular e 

conformação espacial. As unidades dissacarídicas de ácido hialurônico podem atingir um peso 

molecular entre 105 a 107 Daltons (Da). As moléculas de alto peso molecular se entrelaçam, 

formando uma solução de alta viscosidade, com propriedades importantes para o líquido 

sinovial, atuando essencialmente na lubrificação das articulações, além de oferecer 

amortecimento nos casos de alto impacto (PRIETO et al., 2005). Entre os receptores envolvidos 

na sinalização do ácido hialurônico, o CD44 é o mais comum nas membranas celulares e está 

presente em quase todas as células humanas. O CD44 é uma glicoproteína e pode interagir com 

diferentes fatores de crescimento, bem como com citocinas e proteínas de matriz extracelular 
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como a fibronectina (SHERMAN et al., 1994). Nesse contexto, uma importante função dessa 

glicoproteína é a capacidade de ligar e internalizar o ácido hialurônico (VIGETTI et al., 2014).  

 O queratam sulfato (KS) é um outro glicosaminoglicano estudado há décadas, sendo 

primeiramente encontrado na córnea por Suzuki e colaboradores em 1939 (CATERSON; 

MELROSE, 2018).  

É composto de unidades dissacarídicas de N-acetilglucosamina e galactose, e em 

exceção aos outros glicosaminoglicanos não contém ácido urônico. Sua sulfatação é variável 

como ésteres sulfatados ao carbono 6 da galactose e da hexosamina (Figura 6) (NELSON; 

COX, 2006).  

 

 

 

Figura 6 - Esquema da estrutura do Queratam sulfato. 

Legenda: Classificação do KS, em relação ao tipo de hexosamina glucosaminoglicano, a hexosamina é N-

acetilada, em relação ao tipo de açúcar é o único glicosaminoglicano que possui um açúcar neutro, a D-galactose. 

O tipo de ligação glicosídica intradissacarídica e interdissacarídica: ligação do açúcar não nitrogenado à 

hexosamina é do tipo 1→4 em KS, sendo a conformação β da ligação dependente do açúcar não nitrogenado (β-

D-galactose). KS a hexosamina se liga à D-galactose por uma ligação β (1→3). Fonte: Esko et al. (2009). 

  

 

Pode ser encontrado nos tecidos esqueléticos e na matriz extracelular, sendo classificado 

de acordo com sua estrutura, com base nos oligossacarídeos que ligam a molécula ao esqueleto 

proteico. Sendo assim, o queratam sulfato I (KS-I) (Figura 4), encontrado em abundância na 

córnea (MICHELACCI, 2003), é ligado à proteína através de resíduos de asparagina através de 

resíduos de N-acetilglucosamina e manose (STEIN et al., 1982). O queratam sulfato II (KS-II) 

(Figura 4) é encontrado na cartilagem (CAMPO; TOURTELLOTTE, 1967; CIFONELLI et al., 



59 

 

 

1967; MICHELACCI et al., 1979) e consiste de cadeias de KS ligados em O-glicosídica por 

meio de N-acetilgalactosamina com serina ou treonina (POMIN, 2015).  

 

 

 

Figura 7 - Estrutura complexa do Queratam sulfato I e II (KS I e KS II). 

Legenda: Queratam sulfato encontrado na córnea (KS I) e Queratam sulfato encontrado na cartilagem (KS II).  A 

– Não sulfatado; B – Monossulfatado; C – Regiões dissulfatadas. Fonte: (CATERSON; MELROSE, 2018), 

adaptado. 

 

 

O queratam sulfato pode ser limitado em seus terminais não redutores com vários tipos 

de monossacarídeos, incluindo o ácido siálico α (2,3) ou a α (2-6), ligados na galactose e β (1-

3) N-acetilgalactosamina sulfatado. Enzimas localizadas no complexo de Golgi catalisam a 

transferência de sulfatos e alongamento de suas cadeias. É estendido pelas ações alternativas de 

β1,4-galactosiltransferase (beta4GalT) e β1,3 N-acetilglucosaminiltransferase (beta3GnT). 

Modificações de sulfatação C-6 nos resíduos de N-acetilglucosamina e uma proporção de 

resíduos de galactose adjacentes são observadas (UCHIMURA, 2015). Portanto, ambos (KS I 

e KS II) possuem manose, fucose, ácido siálico e N-acetilgalactosamina em sua composição 

(DEVLIN, 2007).  

N-acetilglicosamina 

(GlcNAc) 
N-acetilgalactosamina 

(GalNAc) Galactose (Gal) 

Manose (Man) 

N-Acetilneuramínico 

(NAcNeu) 
Frutose (Fuc) 
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O queratam sulfato fornece proteção à cartilagem, pois é capaz de inibir respostas 

imunológicas mediadas por células T, demonstrados em estudo in vitro e in vivo. Essa resposta 

é evidente nas cadeias de queratam sulfato dos domínios G1 de agrecam. Neste caso, as cadeias 

de queratam podem limitar o acesso de proteases a proteínas ou a incorporação de sítios de 

reconhecimento de células T (GUERASSIMOV et al., 1998).  

Em uma tentativa de compreender e estabelecer marcadores específicos envolvidos em 

diversas lesões articulares, a quantificação da concentração de queratam sulfato em fluidos 

biológicos, como urina de equinos submetidos ao exercício (BACCARIN et al., 2012); no 

sangue de equinos (CALATRONI et al., 2008) e em cultura de condrócitos extraídos da 

cartilagem desafiados com interleucina 1 (IL-1α) in vitro, demonstraram que este 

glicosaminoglicano pode desempenhar importante papel no metabolismo da cartilagem, 

principalmente durante os processos catabólicos, encontrados como biomarcadores em 

enfermidades a exemplo da osteoartrite (LEGRAND et al., 2017). Ainda nesse contexto, a 

quantidade de KS na cartilagem de indivíduos jovens é menor quando comparada com 

indivíduos adultos. Assim como na cartilagem de indivíduos com osteoartrite que demonstram 

quantidade de KS mais baixa (MICHELACCI et al., 1979) e foi também observado menor 

porcentagem de KS em tumores benignos (encondromatose) e malignos (condrossarcoma) de 

cartilagens (MOURÃO et al., 1979; MICHELACCI et al., 1981), sendo assim, possivelmente 

durante os processos de crescimento e ossificação, o agrecam presente na cartilagem possui 

menos cadeias de KS.  

 

 

2.3 A membrana sinovial 

 

 

 A membrana sinovial é formada por duas camadas, denominadas íntima e subíntima, 

com pequena quantidade de ácido hialurônico entre elas. A camada íntima é composta por dois 

tipos de células, chamados sinoviócitos do tipo A, que são semelhantes aos macrófagos, com 

lisossomas e um grande complexo de Golgi e sinoviócitos do tipo B, que são os fibroblastos 

sinoviais e produzem colágeno, fibronectina e ácido hialurônico para compor o líquido sinovial 

(GOODRICH; NIXON, 2006; SMITH, 2011; HUI et al., 2013). A camada subíntima é 

composta de vasos sanguíneos, vasos linfáticos e tecido conjuntivo que se fundem à camada 

externa da cápsula articular (KLEINE; BUDSBERG, 2017). 

 O diâmetro e a permeabilidade da microvascularização sinovial podem ser alterados por 
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mediadores, incluindo mediadores lipídicos como prostaglandinas e leucotrienos e 

neuropeptídeos como a substância P e bradicinina, liberados no decurso da sinovite, resultando 

em extravasamento plasmático e distensão articular. Além disso, a sinovite prolongada está 

associada à angiogênese, espessamento e fibrose da cápsula sinovial, contribuindo para os 

sintomas clínicos e propagação de doenças articulares (DE GRAUW, 2011). 

 A membrana sinovial secreta o líquido sinovial, para lubrificar e nutrir a articulação, 

atuando também na remoção de substâncias indesejáveis (SUTTON et al., 2009). 

Adicionalmente, a membrana sinovial regula o ambiente articular de forma passiva e ativa: por 

meio da difusão de substâncias dos capilares e por secreção de substâncias derivadas dos 

sinoviócitos, respectivamente. Outras funções conhecidas da membrana sinovial envolvem a 

regulação da concentração proteica, de ácido hialurônico e fagocitose promovida por 

sinoviócitos do tipo A, consistindo na principal barreira no transporte de moléculas 

(MCILWRAITH, TROTTER, 1996). 

 

 

2.4 O líquido sinovial 

 

 

 O líquido sinovial é um fluido viscoso, translúcido, claro, de coloração amarelo palha. 

A celularidade do líquido sinovial do equino é geralmente menor que 500 células nucleadas/mL, 

principalmente as mononucleares (DE GRAUW, 2011). É produzido pela camada interna da 

cápsula articular, conhecida como membrana sinovial (STEEL, 2008). Sua função na 

manutenção da homeostase articular é fornecida por meio dos seus constituintes moleculares e 

celulares, como: células, ácido hialurônico e lubricina (HUI et al., 2013).  

 As proteínas presentes no líquido sinovial dos equinos participam da homeostase, 

embora também estejam envolvidas nos processos de artropatias (CHIARADIA et al., 2012). 

 A presença do ácido hialurônico no líquido sinovial lhe garante viscosidade. Outra 

importante função é a atuação como barreira para a troca de moléculas pequenas no líquido 

sinovial (McILWRAITH; TROTTER, 1996).  

 A capacidade de lubrificação das superfícies da cartilagem desempenhada pelo líquido 

sinovial é também dependente da presença de glicoproteína, especialmente a lubricina, também 

chamada de proteína da zona superficial pela sua localização na membrana sinovial e na 

cartilagem (SMITH, 2011). Sua função é voltada para redução da tensão superficial, ao 

tracionar as superfícies articulares em direções opostas, impedindo assim a fusão articular 
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(McILWRAITH; TROTTER, 1996).  

 O ácido hialurônico é provavelmente o responsável por reter volume constante de água 

no líquido sinovial durante o exercício (LEVICK; MCDONALD, 1995). Este volume constante 

atua como almofada para o tecido sinovial e como um reservatório de lubrificante para a 

cartilagem. É provável que a taxa de síntese de ácido hialurônico e sua presença no líquido 

sinovial dependam da estimulação mecânica dos fibroblastos presentes na camada íntima. 

Assim, quando o volume do líquido sinovial é elevado, as tensões mecânicas nos fibroblastos 

da íntima são reduzidas resultando na diminuição da produção de ácido hialurônico. Em 

contrapartida, uma situação de diminuição no volume do líquido sinovial, provocará aumento 

na taxa de produção desse componente (SMITH, 2011). 

 Frente a lesão articular, a composição e função do líquido sinovial é alterada, devido às 

modificações nos tecidos adjacentes. O líquido sinovial interage e medeia interações entre estes 

tecidos e, por este motivo, os quadros em que há alterações no metabolismo celular influenciam 

diretamente na sua composição, resultando em ambiente catabólico, assim como na 

incapacidade de lubrificar a articulação (HUI et al., 2013). 

 Em um processo de inflamação aguda das articulações, o número de células pode 

aumentar no líquido sinovial, pelo rápido influxo de neutrófilos, que então se tornam o tipo 

celular predominante (DE GRAUW, 2011). 

 Comumente, o líquido sinovial pode ser obtido de forma simples, sem acarretar 

destruição do tecido. Sendo assim, os biomarcadores moleculares presentes no líquido sinovial 

têm sido estudados extensivamente. O reconhecimento precoce do desequilíbrio homeostático 

pode ter alto valor diagnóstico e prognóstico (TE MOLLER; VAN WEEREN, 2017). 

 Marcadores diretos incluem fragmentos de clivagem e produtos de síntese; componentes 

de tecido articular que refletem diretamente nos processos anabólicos e catabólicos, como 

marcadores relacionados ao colágeno ou ao metabolismo do agrecam, moléculas de ação 

lubrificante ou proteína oligométrica da matriz da cartilagem (COMP). Os biomarcadores 

indiretos são moléculas que afetam o metabolismo dos tecidos, mas não são gerados durante a 

síntese ou degradação do tecido. Os mediadores inflamatórios, as enzimas, citocinas e fatores 

de crescimento são os mais estudados (TE MOLLER; VAN WEEREN, 2017).  

 Evidências sugerem que o processo inflamatório, mesmo quando em baixo grau e a 

reação imunológica podem contribuir para a patogênese da osteoartrite, sugerindo que esses 

dois mecanismos podem favorecer no desenvolvimento de efusão e possam não ser tão distintos 

como se pensava originalmente (SMITH, 2011). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

CTMs representam uma importante ferramenta no desenvolvimento de abordagens 

terapêuticas para diversas enfermidades.  A compreensão de seu potencial regenerativo e 

imunomodulador fornece esclarecimento necessário para seu uso na Medicina e Medicina 

Veterinária, em especial para tratar desordens do sistema musculoesquelético, das quais os 

problemas articulares ganham destaque por ser um tecido altamente especializado, que exibe 

ineficiência regenerativa. Sendo assim, os problemas articulares são capazes de debilitar 

equinos e comprometer sua vida atlética, visto a diminuição de seu desempenho e aposentadoria 

precoce, consequentemente.  

 Embora as CTMs necessitem expressar características semelhantes para fins de 

caracterizá-las, há indícios de que exista diferenças entre as diversas fontes das quais são 

extraídas, principalmente no que se refere ao processo de diferenciação celular, com maior 

interesse voltado para o conhecimento das propriedades que essas células possuem em sintetizar 

moléculas relacionadas ao tecido específico, e consequentemente, promover o processo de 

regeneração tecidual. A partir disso, pesquisas se aprofundam cada vez mais em descobrir suas 

distintas capacidades de diferenciação (IM, 2017), razão que motivou o presente estudo.  
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4 OBJETIVOS 

 

 

1. Coletar, isolar e expandir CTMs derivadas do líquido sinovial, medula óssea e tecido 

adiposo de equinos. 

2. Realizar a diferenciação condrogênica de todas as CTMs obtidas das fontes mencionadas. 

3. Realizar a extração e quantificação de proteoglicano após diferenciação celular, para 

avaliar e comparar as propriedades de síntese dessa molécula produzida pelos condrócitos 

diferenciados e conhecer sua capacidade em formar matriz extracelular de qualidade, 

típica de cartilagem hialina. 

4. Estabelecer qual fonte de CTMs é mais indicada para originar estrutura cartilagínea 

hialina para posterior terapêutica para enfermidades articulares. 

5. Avaliar o comportamento das células-tronco mesenquimais após diferenciação 

condrogênica por meio da formação de microesferoides a partir de nanopartículas.  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O projeto de pesquisa foi aprovado pela comissão de ética no uso de animais da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo (FMVZ/USP), 

conforme o protocolo de número 1143080617 (ID 005387). 

 As análises foram realizadas no Laboratório de Pesquisa de Cultivo Celular no 

Departamento de Clínica Médica da FMVZ/USP e no Departamento de Bioquímica da Escola 

Paulista de Medicina - UNIFESP. 

 

 

5.1 Animais 

 

 

Dez cavalos clinicamente saudáveis com idade entre três e cinco anos, (Quadro 2) 

participaram deste experimento como doadores de líquido sinovial, medula óssea e tecido 

adiposo. Os animais foram incluídos no experimento após avaliação clínica, a partir de exame 

físico completo e permaneceram no Departamento de Clínica Médica da FMVZ/USP em baias 

com camas de serragem, sob condições naturais de luz, umidade e temperatura, e receberam 

alimentação de feno de gramínea coast cross (Cynodum dactylum), ração comercial e água ad 

libtum. 
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Quadro 2 -  Identificação dos animais doadores de CTMs 

Cavalos Fonte de células  

Idade 

(anos) Sexo 

Peso 

(kg) 

1 LS - TTE MO AD 5 Macho 300 

2 LS – RCD MO AD 5 Macho 410 

3 LS - TTD MO AD 4 Macho 300 

4 LS - TTE MO AD 3,5 Macho 310 

5 LS -TTE MO AD 4 Macho 310 

6 LS - TTD MO AD 5 Macho 290 

7 LS - TTE MO AD 3,5 Macho 290 

8 LS - TTD MO AD 4 Macho 300 

9 LS - TTD MO AD 4 Macho 295 

10 LS - TTE MO AD 5 Macho 330 

Legenda: LS – líquido sinovial; TTE – articulação tibiotársica esquerda; TTD – articulação tibiotársica direita; 

MO – medula óssea; AD – tecido adiposo.  

 

 

5.2 Preparo dos animais para coleta das amostras 

 

 

Anteriormente ao procedimento de coletas das amostras de líquido sinovial, medula 

óssea e tecido adiposo, os animais iniciaram o preparo para sedação. Sendo assim, os animais 

ficaram em jejum alimentar por aproximadamente 12 horas. No dia da coleta, os cavalos 

passaram por exame físico para avaliação das funções vitais e em seguida, foi realizada 

aplicação de cloridrato de detomidina na dose de 0,02 mg/kg pela via intravenosa.    

 

 

5.3 Coleta de líquido sinovial 

 

 

Anteriormente a punção, a região da articulação tibiotársica foi preparada com 

tricotomia, seguido de antissepsia com clorexidine degermante a 2% e solução de clorexidine 

alcóolico. O acesso para punção foi medialmente a veia safena, abaixo do maléolo da tíbia na 
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face dorsomedial da articulação do tarso. O líquido sinovial foi obtido por artrocentese com 

agulhas hipodérmicas 30 x 08 acopladas em seringas de 10 mL e foi obtido um volume entre 2 

e 6 mL. Após a coleta, foi aplicado rifamicina sódica tópica, seguido de curativo no local da 

punção. As amostras foram encaminhadas ao laboratório de cultivo celular onde foram 

processadas imediatamente.  

  

 

5.4 Coleta de medula óssea 

 

 

Para a coleta de medula óssea foi realizado tricotomia na área do osso esterno. Após 

palpação da 5ª estérnebra, foi realizada antissepsia no local com clorexidine degermante a 2% 

e clorexidine alcoólico, seguido de bloqueio anestésico com 20 mL de cloridrato de lidocaína 

sem vasoconstritor no tecido subcutâneo. Para o bloqueio, a agulha foi inserida no sentido 

ventrodorsal perpendicular à pele e a aplicação foi realizada concomitantemente à retirada da 

agulha, até formar um botão anestésico na pele. Em seguida, a punção foi realizada com agulha 

própria para coleta de medula óssea do tipo Jamshidi 8G, 10 cm (figura 8), no sentido 

ventrodorsal perpendicular à pele. Após introdução da agulha, uma seringa de 20 mL contendo 

1 mL de heparina foi acoplada para aspiração do conteúdo medular (figura 8). Após a coleta, 

foi aplicado rifamicina sódica tópica no local da punção e os animais receberam flunixim 

meglumine 2,2 mg/kg por via intravenosa em dose única, como anti-inflamatório e analgésico. 

As amostras foram encaminhadas ao laboratório de cultivo celular onde foram processadas 

imediatamente.   
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Figura 8 - Coleta de medula óssea e agulha tipo Jamshidi para coleta de medula óssea.  

Legenda: A: Procedimento de coleta de medula óssea de equino demonstrando o local anatômico da 5 estérnebra 

do osso esterno para aspiração de conteúdo medular (interior da seringa). B: Agulha para punção de medula óssea 

modelo Jamshidi, de calibre 8 G e 10 cm de comprimento. Fonte: Fülber, 2019. 

 

 

5.5 Coleta de tecido adiposo 

 

 

A coleta de tecido adiposo foi realizada na região lateral à base da cauda, acima do 

músculo glúteo dorsal. Para este procedimento foi realizada antissepsia no local com 

clorexidine degermante a 2% e clorexidine alcoólico seguido de bloqueio anestésico com 

cloridrato de lidocaína sem vasoconstritor.  

Uma incisão na pele com lâmina de bisturi foi realizada e, em seguida a pele foi 

divulsionada para exposição de tecido adiposo e posterior coleta (figura 9). O tecido adiposo 

foi removido com auxílio de pinça e tesoura cirúrgica e a amostra foi armazenada em tubos 

cônicos de 50 mL contendo meio de cultivo Dmem/F12 suplementado com 1% de 

penicilina/estreptomicina, 1% de gentamicina e 0,25% de anfotericina B. A pele foi suturada 

em pontos simples separado com fio de nylon 0 e os curativos foram realizados diariamente até 

perfeita cicatrização. Em seguida, a amostra foi encaminhada para o laboratório de cultivo 

celular onde foi iniciado o processamento imediato. 
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Figura 9 - Imagem representativa das coletas de tecido adiposo nos equinos. 

Legenda: Imagem demonstrando a coleta de tecido adiposo acima do músculo glúteo dorsal (base da cauda). Foi 

realizada incisão de aproximadamente 5 cm de comprimento paralela e aproximadamente 15 cm abaxial à coluna 

vertebral, viabilizando a visualização de tecido adiposo entre a pele e a musculatura. Fonte: Fülber, 2019. 

 

 

5.6 Cultivo de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial 

 

 

O líquido sinovial foi processado no laboratório de cultivo celular, em fluxo laminar 

vertical, iniciando a cultura primária, o isolamento e a expansão das células. O líquido sinovial 

foi transferido para frascos de cultivo de 25 cm², num volume máximo de 3 mL de amostra por 

frasco, e foram preenchidos com 4 ml de meio de cultivo DMEM/F12, suplementado com 10% 

de soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de glutamina (200 Mmol) e 0,25% 

de anfotericina B, incubadas a uma temperatura de 37°C, com umidade relativa próxima de 

100% e atmosfera gasosa de 5% de CO2. Após aderência das células, o meio de cultivo foi 

trocado, utilizando 5 mL de meio a cada troca, realizadas a cada 48 horas, até atingirem 70 a 

80% de confluência celular. 
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5.7 Cultivo de células-tronco mesenquimais oriundas de medula óssea 

 

 

A amostra proveniente da medula óssea foi diluída em tampão fosfato-salino (PBS) na 

proporção de 1:1 e delicadamente depositada sobre solução de Ficoll 1077 g/mL (proporção 

1:1). Em seguida, foi centrifugada a 400 x g durante 30 minutos à temperatura ambiente, com 

o objetivo de separar as células por gradiente de densidade. Após centrifugação, a camada 

contendo CTMs (fração de células mononucleares) foi ressuspendida em PBS, e novamente 

centrifugada a 720 x g durante 10 minutos, seguido por mais uma etapa de lavagem, nas mesmas 

condições já descritas. O pellet formado foi transferido para frascos de cultivo de 25 cm2, e 

preenchidos com 5 mL de meio de cultivo DMEM/F12, suplementado (10% de soro fetal 

bovino, 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de L-glutamina e 0,25% de anfotericina B), 

incubados a uma temperatura de 37°C, com umidade relativa próxima de 100% e atmosfera 

gasosa de 5% de CO2. Após aderência das células, o meio de cultura foi removido e as trocas 

desse meio foram realizadas a cada 48 horas, até obter confluência celular de 70 a 80% de 

células expandidas no frasco.  

 

 

5.8 Cultivo de células-tronco mesenquimais oriundas de tecido adiposo 

 

 

O tecido adiposo foi submetido a três lavagens com PBS com penicilina/estreptomicina 

e anfotericina B. Após as lavagens, o tecido adiposo foi removido, seco com gaze estéril e 

pesado em balança de precisão. Em seguida, o tecido foi colocado em placa de Petri e 

fragmentado com auxílio de pinça anatômica e lâmina de bisturi, com o objetivo de aumentar 

a superfície de contato e facilitar a digestão enzimática. Para este fim, foi usado solução 2 

mg/mL de colagenase tipo I diluída em meio DMEM/F12 com penicilina/estreptomicina e 

anfotericina B filtrada com filtros de 22 µm. A cada 1 g de tecido adiposo, foi utilizado 2 mL 

de meio de cultura com solução de colagenase. Esta solução foi homogeneizada junto ao tecido 

em placa de Petri e incubado overnight por 12 a 16 horas em estufa a 37°C, com umidade 

relativa próxima de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO2. Após este período, o conteúdo foi 

transferido para tubos cônicos tipo falcon de 15 mL, e acrescido meio de cultura suplementado 

(10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de L-glutamina e 0,25% de 

anfotericina B) e centrifugado por 10 minutos a 650 x g. A fração adiposa (sobrenadante) foi 
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descartada e o pellet foi ressuspendido em um novo tubo cônico tipo falcon de 15 mL, e 

homogeneizado novamente em meio de cultura como descrito acima e centrifugado novamente. 

Este último procedimento foi repetido mais uma vez. Posterior a centrifugação, o pellet formado 

foi homogeneizado em meio de cultura e o conteúdo foi transferido para frascos de cultura de 

25 cm², incubados a uma temperatura de 37°C, com umidade relativa próxima de 100% e 

atmosfera gasosa de 5% de CO2. Após aderência das células, o meio de cultura foi removido e 

iniciaram-se as trocas deste meio a cada 48 horas, até obter confluência celular de 70 a 80% de 

células expandidas no frasco.  

 

 

5.9 Diferenciação condrogênica  

 

 

A diferenciação condrogênica foi realizada a partir de duas metodologias, sendo a 

primeira já descrita, estabelecida e publicada por diversos autores (SAKAGUCHI et al., 2005; 

BARBERINI et al., 2014; FÜLBER et al., 2016) , a partir da formação de esferoides em tubos 

cônicos com meio indutor comercial. Outra metodologia foi proposta neste estudo, com início 

do processo de indução condrogênica com a utilização nanopartículas e plaqueamento de 

células em microplacas de 96 poços. Este método ainda não foi descrito em estudos com 

indução na linhagem de condrócitos.  

Ambas as metodologias foram realizadas a partir de cultivo com o mesmo meio de 

cultura indutor de condrócitos (meio comercial StemPro chondrogenesis differentiation kit – 

Thermo Fisher Scientific). 

 

 

5.9.1 Diferenciação condrogênica em tubos cônicos (esferoides) 

 

 

A diferenciação condrogênica foi realizada nas amostras de CTMs, isoladas a partir de 

líquido sinovial (11 amostras, sendo a décima primeira obtida do nosso banco de células 

anteriormente), medula óssea (10 amostras) e tecido adiposo (10 amostras), somando 31 

amostras. Neste ensaio, as células foram inicialmente cultivadas (como já descrito acima) em 

frascos de 75 cm² e assim que atingiram 70% de confluência, foram removidas a partir de 

tratamento enzimático com tripsina (tripsinização), que consiste na remoção do meio de cultivo, 
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seguido de duas lavagens com 2 mL de PBS em cada e posteriormente adicionado 1 mL de 

tripsina 0,25%. As amostras foram incubadas a 37°C por 5 minutos. Em seguida foram 

adicionados 2 mL de meio de cultivo suplementado com soro fetal bovino para inativação da 

tripsina. A suspensão celular foi aspirada e transferida para um tubo cônico de 15 mL, 

centrifugada durante 10 minutos a 400 x g.  O botão celular foi ressuspendido em meio de 

cultivo DMEM/F12 e as células foram contadas em câmera de Neubauer, com início do 

processo de indução condrogênica em aproximadamente 2 x 106 células viáveis por amostra. 

As células foram então cultivadas nos tubos cônicos com capacidade para 15 mL, onde foi 

adicionado 2 mL do mesmo meio de cultivo que permaneceu por 48 horas. Após este período, 

o meio foi removido e iniciou-se o processo de diferenciação condrogênica com meio indutor 

comercial (StemPro chondrogenesis differentiation kit – Thermo Fisher Scientific). As células 

foram mantidas no fundo do tubo cônico, para originar esferoides e a troca de meio foi realizada 

a cada 48 horas, no decurso de 21 dias.  

Após este processo, os esferoides obtidos foram pesados e congeladas no ultrafreezer -

80ºC para posterior extração de proteoglicanos com hidrocloreto de guanidina (GuHCl). 

 

 

5.9.2 Diferenciação condrogênica em microplaca (microesferoides) 

 

 

A metodologia de diferenciação condrogênica em microplaca (marca Greiner Bio-One) 

foi realizada para conhecer o comportamento das células em um sistema indutor de cultura 

tridimensional (3D) e explorar a capacidade de diferenciação em condrócitos em um menor 

tempo do que já preconizado na literatura em torno de 21 dias Para tanto, as células viáveis 

foram plaqueadas em triplicatas em um total de 1 x 104 em cada poço e adicionado 100 µL de 

meio de cultivo DMEM/ F12 com 0,3 µL de nanopartículas (nanoshuttleTM marca Greiner Bio-

One). A placa foi incubada em temperatura de 37°C, com umidade relativa próxima de 100% e 

atmosfera gasosa de 5% de CO2. Após 24 horas, as nanopartículas foram incorporadas às 

membranas das células, e então a placa foi incubada em cima de um imã, que submete as células 

ao início da cultura tridimensional. Nessa técnica as células recebem nanopartículas 

biocompatíveis constituídas de ouro, óxido de ferro e poli-L-lisina que magnetiza as células e 

permite modelamento celular com configuração em microesferoide, onde elas se agregam e 

iniciam a síntese de matriz extracelular. As microplacas de 96 poços possuem sistemas 

diferenciados com propriedade repelente que não permite a aderência celular à superfície 
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plástica. Iniciou-se o processo de diferenciação condrogênica com meio indutor comercial 

(StemPro chondrogenesis differentiation kit – Thermo Fisher Scientific), que foi trocado a cada 

48 horas. Para as trocas de meio de cultivo indutor, a microplaca de 96 poços era mantida em 

cima do imã, para que os microesferoides não fossem perdidos nesse momento. Os 

microesferoides formados foram removidos da cultura aos 4, 7, 14 e 21 dias após o início da 

diferenciação condrogênica. Dois microesferoides de cada amostra foram fixados em 

paraformaldeído a 2% para realizar o ensaio de imunofluorescência confocal com o anticorpo 

anti-agrecam e anti-queratam sulfato; e a extração de proteoglicanos com GuHCl foi feita em 

um microesferoide de cada grupo e tempo para quantificação de agrecam pelo método de 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e proteínas solúveis pelo método de biureto 

modificado (BCA = ácido bicinconínico, Pierce Assay Kit). 

 

 

5.10 Extração de proteoglicanos 

 

 

Após o processo de diferenciação condrogênica, os esferoides obtidos foram pesados e 

fragmentados em pequenas frações. Os microesferoides não foram pesados nem fragmentados, 

pois o seu tamanho não permitiu. Em seguida, os esferoides foram colocados em criotubos de 

2 mL e incubados com 1 mL de solução de GuHCl 4 M em tampão acetato de sódio 0.05 M, 

pH 4.5 com 10 µL de inibidor de proteases, sob agitação a 4ºC, overnight. No dia seguinte, as 

amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 260 x g, e o sobrenadante reservado em tubos 

cônicos de 15 mL e congelados a -20ºC. Em seguida, foi acrescido mais 0,5 mL de solução 4 

M de GuHCl em tampão acetato de sódio 0.05 M, pH 4.5, acrescidos de 5 µL de inibidor de 

protease no pellet formado após a centrifugação e incubado novamente nas mesmas condições 

descritas. Após incubação, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 260 x g, o 

sobrenadante novamente reservado em tubos cônicos e o pellet formado foi descartado. As 

macromoléculas presentes no sobrenadante foram precipitadas através da lenta adição de 3 

volumes de metanol (4,5 mL) e então foram incubadas a -20ºC, overnight. Seguido a incubação, 

as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 1500 x g, o sobrenadante foi descartado 

e o precipitado foi coletado e seco a vácuo. As amostras foram ressuspendidas em 50 µL de 

água destilada para quantificação de agrecam pelo método de ELISA e de proteínas solúveis 

pelo método de biureto modificado (BCA), bem como para detecção e análise do agrecam e 

queratam sulfato por meio de Immunobloting. Os microesferoides passaram por esse processo 
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supracitado, entretanto o volume adicionado das soluções inicialmente foi menor (500 µL de 

GuHCl e 5 µL de inibidor de protease) e as análises de quantificação de proteína e agrecam 

foram realizadas como descrita para os esferoides.  

A mesma metodologia de extração de proteoglicanos foi empregada à dois fragmentos 

de cartilagem colhidos após o óbito de um cavalo, obtendo como produto agrecam equino, para 

ser usado como padrão das amostras no método de quantificação da concentração do agrecam 

por ELISA. 

 

 

5.11 Dosagem da concentração total de proteínas solúveis 

 

 

Sabe-se que a cartilagem hialina possui uma quantidade considerável de proteína, entre 

elas, proteoglicanos, formados por esqueleto proteico, colágeno e proteínas não colágenas, 

portanto, a dosagem da concentração total de proteínas solúveis foi realizada no presente estudo 

para estabelecer a razão de agrecam por proteína, ou seja, um fator de correção para diferenças 

de peso ou tamanho dos esferoides e microesferoides. Para tanto, o teste foi feito por meio da 

metodologia de biureto modificado com o Kit Pierce BCA Protein Assay Thermo CientificTM, 

através de reação colorimétrica. Em uma placa de 96 poços, foram aplicadas 5 µL de amostra 

diluído em 45 µL de água destilada, em duplicatas. A curva padrão foi realizada nas duas 

primeiras colunas da placa, deixando os primeiros dois poços para o branco. A curva padrão 

realizada com BSA (soro albumina bovina) 2 mg/mL, iniciou em 50 µg, seguido de diluição 

sequencial em PBS (25 µg, 12.5 µg, 6.25 µg, 3.13 µg, 1.56 µg, 0.78 µg). Os reagentes foram 

diluídos conforme as instruções do Datashet na proporção de 1:50 (reagente A e reagente B), e 

aplicados à placa em um volume de 200 µL por poço. A placa foi incubada por 30 minutos em 

temperatura de 37ºC e em seguida a leitura foi realizada em absorbância de 560 nm, em leitor 

de microplaca (Versa max microplate reader), utilizando o programa SoftMax Pro. 

 

 

5.12 Eletroforese em gel de agarose em tampão PDA 

 

 

As amostras de agrecam de equino foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 

0,55%, em tampão 1,3-diaminopropano-acetato 0,05 M e pH 9 (PDA), em cuba refrigerada, 
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submetida a uma diferença de potencial de 100 V, por aproximadamente uma hora, como 

descrito por Jaques et al. (1968) e modificado por Dietrich e Dietrich (1976) para conhecer a 

concentração total do agrecam e realizar a curva padrão posteriormente no ensaio de ELISA. 

Duas lâminas foram obtidas: na primeira lâmina foram utilizados 5 µL de amostras sem 

diluição, e na segunda, as amostras de agrecam foram diluídas em água destilada: 1:10 e 1:20, 

em duplicatas. O padrão de condroitim sulfato (5 µL), foi utilizado na concentração de 1 

mg/mL, também em duplicata. O corante vermelho de cresol foi adicionado como indicador da 

distância percorrida. Após a eletroforese o proteoglicano e glicosaminoglicano foram fixados 

no gel por brometo de cetiltrimetilamônio (cetavlon) 0,1% pelo tempo mínimo de duas horas. 

Em seguida o gel foi coberto com papel filtro e seco sob corrente de ar aquecida. A lâmina foi 

corada com azul de toluidina 0,1% em solução de ácido acético 1% em etanol 50% por 15 

minutos. O excesso de corante foi removido pela solução de ácido acético 1% em etanol 50%. 

A lâmina foi escaneada (Epson Expression 1680) para análise das bandas metacromáticas e 

obtenção das unidades densitométricas (Lauch VisonWorksLS). Os valores das unidades 

densitométricas foram obtidos e dessa forma, foi estabelecido a concentração inicial da curva 

padrão realizada no método de ELISA e quantificação do agrecam das amostras originadas a 

partir dos esferoides e microesferoides.  

 

 

5.13 Quantificação do agrecam pelo método ELISA 

 

 

A curva padrão realizada com BSA 2 mg/mL, iniciou em 50 µg, seguido de diluição 

sequencial em PBS (25 µg, 12.5 µg, 6.25 µg, 3.13 µg, 1.56 µg, 0.78 µg). 

A quantificação da concentração do agrecam foi realizada pelo método de ELISA. Em 

uma placa de 96 poços foram aplicadas amostras em duplicata (foram utilizadas 5 µL ou 2 µL 

de amostra em PBS, que foi estabelecido conforme o resultado da dosagem de proteínas 

solúveis). A curva padrão foi feita nas duas primeiras colunas, a partir de agrecam de equino 

extraído da cartilagem (descrito no tópico extração de proteoglicanos e eletroforese em gel de 

agarose tampão PDA). Optou-se então por utilizar o padrão agrecam 1, diluído 1:10 (0,8 

mg/mL), com aplicação na placa de 5 µL em uma concentração inicial sabida de 4 µg, seguido 

de diluição sequencial em PBS (2 µg, 1 µg, 0,5 µg, 0,25 µg, 0,125 µg e 0,0625 µg). Os dois 

primeiros poços foram reservados para o branco. O volume total de cada poço foi de 50 µL. A 

placa foi mantida sob agitação constante durante 60 minutos em temperatura ambiente, seguido 
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de 3 lavagens com PBS. Em seguida, foi adicionado 200 µL de BSA 1% em PBS, para bloquear 

os sítios de ligação inespecíficas e a placa foi incubada em temperatura ambiente por 60 minutos 

sob agitação constante. Após o tempo de incubação, a placa foi lavada três vezes com PBS e 

então foi adicionado anticorpo primário (monoclonal) anti-agrecam de cavalo (produzido em 

camundongo, marca Imuny), diluído 1:1000 em solução BSA 1% em PBS (volume total de 50 

µL por poço), e a placa foi novamente incubada por 60 minutos, sob agitação constante. Após 

incubação, a placa foi lavada 3 vezes com PBS e em seguida foi adicionado anticorpo 

secundário anti IgG de camundongo conjugado com peroxidase (HRP), diluído 1:50000 em 

BSA 1% em PBS (volume total de 50 µL por poço), que foi incubado por mais 60 minutos, sob 

agitação constante em temperatura ambiente. Após incubação, a placa foi lavada 3 vezes com 

PBS e foi adicionado 50 µL de substrato preparado anteriormente (reagente A: solução 

cromógeno estabilizado com reagente B: solução de peróxido na proporção 1:1). A reação foi 

realizada protegida da luz e ficou incubada por 15 minutos. Após este tempo, a reação foi 

interrompida pela adição de 50 µL de ácido súlfurico (H2SO4) 1 M (reagente stop solution), e a 

absorbância das amostras foi lida à 492 nm em leitor de microplaca Versa max microplate 

reader, utilizando o programa SoftMax Pro.    

 

 

5.14 Identificação de agrecam e queratam sulfato dos esferoides por Immunobloting 

 

 

Após extração do proteoglicano com GuHCL, as amostras foram fracionadas para início 

das técnicas. As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose, tampão PDA, 

como já descrito acima (tópico Eletroforese em gel de agarose em tampão PDA). Após a 

corrida, as amostras foram transferidas para a membrana de nitrocelulose e Zeta-Probe por 

capilaridade durante 1 hora e 30 minutos. Passado o tempo de transferência, a membrana foi 

mergulhada em solução de BSA a 1% para o bloqueio dos sítios inespecíficos por 1 hora sob 

agitação. Transcorrido esse tempo, a membrana foi lavada com PBS e adicionado anticorpo 

primário monoclonal anti- agrecam de cavalo (1 mg/mL, produzido em camundongo, marca 

Imuny) e anti-queratam (por se tratar de anticorpos não conjugados duas lâminas foram 

realizadas separadamente) associado à BSA 1% (diluição 1:1000), ou seja, 10 µL de anticorpo 

primário em 10 mL de BSA 1%, durante 1 hora sob agitação em temperatura ambiente. Após 

incubação, foram feitas 3 lavagens rápidas e 3 lavagens lentas de 5 minutos, quando então foi 

adicionado anticorpo secundário anti camundongo IgG conjugado com peroxidase (HRP - 
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Abcam), na diluição 1:50000, incubado por 1 hora sob agitação em temperatura ambiente. Após 

este período, foram realizadas 3 lavagens rápidas, seguido de 3 lavagens lentas de 5 minutos 

cada. Por fim, a membrana foi revelada com substrato quimioluminescente (Thermo 

ScientificTM SuperSignalTM West Pico) e fotografada (GelDoc-It Imaging System, UVP). 

Outra análise foi realizada ainda como um método para identificação de agrecam. Para 

isso, foram utilizadas amostras provenientes dos esferoides após extração de proteoglicanos 

com GuHCl. O volume de 5 µL das amostras foram incubados com 10 µL de condroitinase AC 

overnight. A enzima é capaz de degradar condroitim sulfato A e C ou condroitim 4- e 6- sulfato). 

Como controle, 5 µL de amostras iguais foram apenas incubadas com 10 µL de água destilada. 

Após incubação, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose, tampão PDA 

(descrito no tópico Eletroforese em gel de agarose em tampão PDA). A lâmina foi feita a partir 

de 5 µL de amostra e padrão de condroitim sulfato em duplicata, sendo um padrão também 

incubado com condroitinase AC e outro incubado com água destilada. Após correr a lâmina por 

eletroforese, o protocolo realizado nesse processo foi idêntico ao descrito anteriormente.   

  

 

5.15 Técnica de imunofluorescência confocal nos microesferoides 

 

 

 Os microesferoides foram incubados com solução de glicina 0,1 M em PBS por 10 

minutos, pois as amostras foram anteriormente fixadas em paraformaldeído que faz ligações 

cruzadas com proteínas de superfície. Transcorridos os 10 minutos, a solução foi removida e 

foi adicionado solução de bloqueio composta de 5% de soro fetal bovino e 0,1% de saponina 

diluído em PBS, seguido de incubação durante 60 minutos em temperatura ambiente. Após 

incubação, a solução de bloqueio foi removida e os microesferoides foram lavados 3 vezes com 

PBS. Em seguida, foi adicionado solução com anticorpo primário anti-agrecam (produzido em 

camundongo, marca Imuny), diluído 1:200 em solução de saponina 0,1% em BSA 1% em PBS 

e foram incubados por 60 minutos, em temperatura ambiente. Após incubação, a solução 

contendo anticorpo primário foi removida e os esferoides foram lavados 3 vezes com PBS. Em 

seguida, o PBS foi removido e acrescido anticorpo secundário anti IgG de camundongo 

produzido em cabra (2 mg/mL) (alexa flúor 633 - invitrogen), diluído 1:200, em solução de 

saponina 0,1% em BSA 1% em PBS e então as amostras foram incubadas por 60 minutos, 

protegidos de luz, em temperatura ambiente. A solução foi removida após o tempo de incubação 

e os esferoides foram lavados 3 vezes com PBS. Em seguida, foi realizada a incubação com 
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Dapi (diluído 1:10000), na mesma solução de diluição dos anticorpos, durante 40 minutos, 

protegidos de luz, em temperatura ambiente. Após incubação, os microesferoides foram lavados 

mais 3 vezes com PBS, em seguida as lâminas foram confeccionadas e as imagens foram 

realizadas em microscopia confocal Leica TCS SP8. Como controle, uma amostra foi preparada 

como branco (sem o anticorpo primário), para configuração do laser e faixa de excitação do 

anticorpo primário.  
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6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

 Os resultados foram analisados pelo programa SAS System for Windows 9.3 (SAS, 

2000). Os dados foram testados para normalidade dos resíduos (Distribuição de Gauss) e 

homogeneidade das variâncias utilizando o aplicativo Guided Data Analysis. Transformações 

foram feitas quando necessárias. Os efeitos da origem (líquido sinovial – LS, medula óssea – 

MO e tecido adiposo – AD), dos tempos (4, 7, 14 e 21 dias) e da interação Origem*Tempo 

foram determinadas pelo PROC MIXED de Medidas repetidas no tempo, seguido do teste de 

Duncam em que um valor de probabilidade de p < 0.05 foi considerado significante. Os 

resultados foram descritos pelas médias não transformadas e ± erro padrão. 
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7 RESULTADOS 

  

 

 Os resultados obtidos foram demonstrados mediante gráficos, tabelas e figuras. Os 

valores da média e ± erro padrão foram descritos em tabelas e gráficos no decorrer do texto. Os 

valores individuais referentes a todas as variáveis estudadas foram descritos em tabelas e 

encontram-se nos apêndices (A, B e C).  

 

 

7.1 Animais e coletas 

 

 

 Os animais doadores de células-tronco não apresentaram alterações sistêmicas. Os 

locais de punção ou de incisão (articulações, região do esterno e do músculo glúteo dorsal), não 

apresentaram indícios de processo inflamatório local, mantendo tamanho, temperatura e 

sensibilidade dentro dos padrões de normalidade quando examinados por meio de inspeção e 

palpação. A região do músculo glúteo dorsal, onde o tecido adiposo foi coletado cicatrizou 

perfeitamente aos 10 dias posteriores à coleta, quando os pontos de sutura foram retirados. 

Nenhum animal apresentou processo infeccioso ou inflamatório. Todas as coletas foram 

razoavelmente fáceis de serem realizadas e satisfatórias, entretanto a coleta de líquido sinovial 

foi mais fácil e exigiu menos materiais de coleta.  

 

 

7.2 Cultivo de células-tronco mesenquimais 

 

 

 As CTMs das três fontes estudadas demonstraram morfologia fibroblastoide e aderência 

ao plástico, quando observadas ao microscópio invertido. Essa é uma característica importante 

encontrada nas CTMs (Figura 10).  

 As CTMs provenientes do líquido sinovial iniciaram a aderência ao plástico com 

aproximadamente quatro dias de cultivo, visualizadas por microscopia invertida. Entretanto, 

ainda havia muitas células não aderentes. Sendo assim, apenas metade do meio de cultura foi 

removido e acrescido mais 3 mL de meio, para dar oportunidade às células não aderentes e sua 

aderência posterior. A confluência de aproximadamente 70% ocorreu em média de 25.5 ± 3.8 
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dias, quando foi realizada a remoção destas células por meio de dissolução enzimática com 

tripsina, originando a primeira passagem das células (P1), das quais foram congeladas ou 

mantidas em cultivo em frasco de 75 cm2 para dar sequência no experimento.   

 A primeira troca de meio das CTMs oriundas da medula óssea ocorreu após cinco dias 

de cultivo. A confluência de aproximadamente 70% foi alcançada em média de 18.5 ± 1.89 

dias, quando as células foram tripsinizadas em P1, das quais foram congeladas ou mantidas em 

cultivo em frasco de 75 cm2, para dar sequência no experimento.   

 Já as CTMs extraídas do tecido adiposo demonstraram aderência ao plástico um dia após 

início da cultura, demonstrando alta capacidade de proliferação. As células alcançaram 

confluência de 70% em média de 3.8±0.89 dias. Como descrito anteriormente, as células desta 

fonte também foram mantidas em cultura ou congeladas.  

 

 

 

Figura 10 - Imagem representativa das células-tronco mesenquimais em cultura. 

Legenda: CTMs-LS: Células-tronco mesenquimais derivadas de líquido sinovial; CTMs-MO: Células-tronco 

mesenquimais derivadas de medula óssea; CTMs-AD: Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. 

Células-tronco mesenquimais confluentes demonstrando morfologia fibroblastoide durante a expansão em terceira 

passagem, representando 70% de confluência. Barra = 50 µm. Microscopia invertida, aumento de 400x. Fonte: 

Fülber, 2019. 

 

 

7.3 Diferenciação condrogênica de células-tronco mesenquimais em tubos cônicos 

(formação dos esferoides) 

 

 

 Os pellets demonstraram consistência mais firme em aproximadamente 15 dias após o 

início da indução. A diferenciação condrogênica ocorreu a partir da formação de esferoides 

cartilagíneos, cultivados por um período estabelecido de 21 dias. Após esse tempo, os esferoides 
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foram removidos e demonstraram consistência firme.  

 A média do peso úmido em miligrama (mg) foi apresentada na tabela 1 e no gráfico 1. 

O peso úmido diferiu entre as fontes, sendo notório que os esferoides obtidos a partir das CTMs 

da medula óssea foram mais pesados quando comparados com as CTMs do tecido adiposo (P 

< 0.05) e não diferiram das CTMs do líquido sinovial (P > 0.05). A variável peso úmido não 

diferiu entre as fontes de CTMs do líquido sinovial e CTMs de tecido adiposo (P > 0.05), 

embora tenha sido evidente que as CTMs de tecido adiposo demonstraram menor tamanho. Os 

valores individuais estão demonstrados no apêndice A. (Média do peso úmido dos esferoides: 

CTMs-LS 8,57 ± 2,7 mg; CTMs-MO 9,79 mg± 2,4; CTMs-AD 5,17 ± 3,5 mg).  

 

 

 

Gráfico 1 - Média e mediana dos pesos úmidos dos esferoides das fontes de CTMs do líquido 

sinovial, medula óssea e tecido adiposo.  

Legenda: Média (X), mediana (traço -) e desvio padrão do peso úmido dos esferoides, das amostras de células-

tronco mesenquimais de líquido sinovial (CTMs-LS), células-tronco mesenquimais da medula óssea (CTMs-MO) 

e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-AD).  

  = outlier.  

* demonstraram diferença estatística em relação às CTMs-AD (p < 0.05)  

 

 

7.4 Dosagem da concentração total de proteínas solúveis dos esferoides  

 

 

 Foi possível dosar a concentração total de proteínas solúveis nos pellets de todas as 

fontes. A concentração total das proteínas solúveis dos condrócitos produzidos a partir das 

CTMs da medula óssea foi maior ao comparar com a origem do tecido adiposo (P < 0.05) e não 

* 
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diferiu da origem líquido sinovial (gráfico 2). O tecido adiposo demonstrou similaridade 

estatística com o líquido sinovial nessa comparação (tabela 1). Os valores individuais dessa 

análise foram demonstrados no apêndice A. (concentração total de proteínas solúveis: CTM-

LS 4,14 ± 1,03 µg/µL; CTM-MO 4,99 ± 0,86 µg/µL; CTM-AD 2,17 ± 0,52 µg/µL). 

  

 

 

Gráfico 2 - Média e mediana do total de proteínas solúveis das fontes de CTMs do líquido 

sinovial, medula óssea e tecido adiposo.  

Legenda: Concentração média (X), mediana (traço -) e desvio padrão de proteínas solúveis extraídas das amostras 

de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial (CTMs-LS), células-tronco mesenquimais da medula óssea 

(CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-AD).     

  = outlier.  

* demonstraram diferença estatística em relação às CTMs-AD (p < 0.05)  

 

 

  

7.5 Eletroforese em gel de agarose para determinação de padrão de agrecam de cavalo 

 

 

 Ambas as amostras de agrecam extraídas da cartilagem do equino foram detectadas no 

gel de agarose em tampão PDA (figura 11). A concentração do agrecam 1 foi em média de 8 

mg/mL e a amostra de agrecam 2 obteve resultado em torno de 2 mg/mL. Portanto, optou-se 

por utilizar as amostras do agrecam 1, diluídas 1:10 para realização da curva padrão no ensaio 

de ELISA.   

   

 

* 
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Figura 11 - Representação das lâminas de eletroforese em gel de agarose para as amostras de        

agrecam 1 e 2 de equino. 

Legenda: Lâmina 1 - AG 1, AG 2 – agrecam 1 e agrecam 2 sem diluição; padrão CS – condroitim sulfato. Lâmina 

2 – 1:10 e 1:20 – diluição das amostras de agrecam. De acordo com o resultado da concentração de agrecam nas 

lâminas de eletroforese, foi escolhida a amostra AG1 1:10 referente à primeira amostra da lâmina 2 em que o 

agrecam apresentou 2 mg/mL. 

 

 

7.6 Dosagem da concentração de Agrecam (ELISA) dos esferoides 

 

 

Todos os esferoides apresentaram concentração de agrecam independente da fonte. 

CTMs obtidas da medula óssea demonstraram maior concentração de agrecam quando 

comparadas com as células do tecido adiposo (p < 0.05). As CTMs do líquido sinovial foram 

estatisticamente iguais aos valores obtidos da medula óssea. Também não foi observado 

diferença estatística em relação aos valores da origem do tecido adiposo comparadas com as 

CTMs do líquido sinovial (gráfico 3). Os valores das médias são apresentados na tabela 1 e os 

dados individuais estão demonstrados no apêndice A. (CTM-LS 63,8 ± 25,11 ng/mL; CTM-

MO 78,13 ± 16,3 ng/mL; CTM AD 26,63 ± 9,85 ng/mL)  
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Gráfico 3 - Média e mediana da concentração de agrecam produzido pelas CTMs do   líquido 

sinovial, medula óssea e tecido adiposo. 

Legenda: Concentração média (X), mediana (traço -) e desvio padrão da concentração de agrecam dos esferoides 

extraídos das amostras de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial (CTMs-LS), células-tronco 

mesenquimais da medula óssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-AD).  

 = outlier.  

* demonstraram diferença estatística em relação às CTMs-AD (p < 0.05). 

 

 

7.7 Razão do agrecam por total de proteínas solúveis, proteínas solúveis por peso úmido 

e agrecam por peso úmido 

 

 

 A razão de agrecam por proteínas solúveis, das proteínas solúveis por peso úmido e do 

agrecam por peso úmido (gráficos 4, 5 e 6, respectivamente) não demonstrou diferença entre as 

fontes, entretanto as médias encontradas apresentaram-se maiores nas CTMs da medula óssea. 

Esses dados são apresentados na tabela 1. Como nas demais análises, os valores individuais são 

apresentados no Apêndice A  

 

 

* 
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Gráfico 4 - Média e mediana da relação de agrecam por proteínas solúveis das CTMs do líquido 

sinovial, medula óssea e tecido adiposo. 

Legenda: Médias (X), mediana (traço -) e desvio padrão da razão da concentração de agrecam por proteínas 

solúveis extraídos dos esferoides das amostras de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial (CTMs-LS), 

células-tronco mesenquimais da medula óssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo 

(CTMs-AD). Não houve diferença estatística significativa (P>0.05).   

 = outlier.  

 

 

 

 

Gráfico 5 - Média e mediana da razão das proteínas solúveis por peso úmido do esferoide das 

CTMs do líquido sinovial, medula óssea e tecido adiposo. 

Legenda: Médias (X), mediana (traço -) e desvio padrão da razão da concentração de proteínas solúveis por peso 

úmido do esferoide extraídos das amostras de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial (CTMs-LS), 

células-tronco mesenquimais da medula óssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo 

(CTMs-AD). Não houve diferença estatística significativa (P>0.05).       

 = outlier.  
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Gráfico 6 - Média e mediana da razão das proteínas solúveis por peso úmido dos esferoides 

das CTMs do líquido sinovial, medula óssea e tecido adiposo. 

Legenda: Médias (X), mediana (traço -) e desvio padrão da razão concentração de agrecam por peso úmido dos 

esferoides extraídos das amostras de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial (CTMs-LS), células-tronco 

mesenquimais da medula óssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-AD). 

Não houve diferença estatística significativa (P>0.05). 

 = outlier.  

 

Tabela 1 - Valores das médias e erro padrão das variáveis analisadas nos esferoides. 

  CTMs-LS CTMs-MO CTMs-AD 

Proteína (µg/µL) 4,14 ± 1,03 ab 4,99 ± 0,86 a 2,17 ± 0,52 b 

Agrecam (ng/µL) 63,8 ± 25,11 ab 78,13 ± 16,3 a 26,63 ± 9,85 b 

Ag/Pt (ng/µg) 11,3 ± 2,9 a 25,14 ± 11,62 a 14,2 ± 6,81 a 

Peso (mg) 8,57 ± 2,7 ab 9,79 ± 2,4 a 5,17 ± 3,5 b 

Pt/Peso (µg/mg peso úmido) 32,66 ± 4,07 a 63,84 ± 29,74 a 50,82 ± 7,61 a 

Ag/Peso (µg/mg peso úmido) 0,32 ± 0,07 a 1,01 ± 0,47 a 0,78 ± 0,43 a 

 

Legenda: CTMs-LS – Células-tronco mesenquimais de líquido sinovial; CTMs-MO – células-tronco 

mesenquimais de medula óssea, CTMs-AD – células-tronco mesenquimais de tecido adiposo. Ag/Pt – Agrecam 

por proteínas solúveis, Pt/Peso – Proteínas solúveis por peso úmido, Ag/Peso – Agrecam por peso úmido. 

Letras minúsculas diferentes entre as colunas denotam diferença estatística (p < 0.05). 

  



88 

 

 

7.8 Immunoblotting: Identificação de agrecam e queratam sulfato nos esferoides 

 

 

 A identificação do agrecam e queratam sulfato foi obtida pela técnica de 

immunoblotting. Embora esse ensaio não tenha característica quantitativa, as CTMs derivadas 

do líquido sinovial demonstraram marcação mais forte para agrecam, seguido da medula óssea 

e por fim, do tecido adiposo (Figura 12). Foi utilizado anticorpo padrão de agrecam da espécie 

bovina nesse ensaio, que não foi identificado após revelação do immunoblotting, caracterizando 

o anticorpo monoclonal (equino) como específico para a espécie. 

 

 

Figura 12 - Foto representativa da detecção de agrecam por Immunoblotting. 

Legenda: CTMs obtidas de tecido adiposo (AD); medula óssea (MO) e líquido sinovial (LS). 

 

 

Ainda para identificar e confirmar que os condrócitos induzidos a partir das CTMs das 

três fontes sintetizaram agrecam, outro immunoblotting foi realizado a partir de amostras das 

três fontes incubadas com enzima condroitinase AC de Flavobacterium heparinum. O agrecam 

foi identificado nas amostras incubadas e não incubadas com a enzima, demonstrando padrão 

diferente de migração entre eles (Figura 13). A condroitinase AC é uma enzima capaz de 

degradar os condroitim sulfatos A e C (ou condroitim 4- e 6- sulfato); sendo assim, a enzima 

quebra ligações β-glicosídicas entre N-acetilgalactosamina e ácido glucurônico, degradando 

condroitim sulfato a dissacarídeos insaturados (MICHELACCI E DIETRICH, 1975; 1976b; 

MICHELACCI E DIETRICH, 1986). Portanto, as amostras incubadas com condroitinase AC 

migraram na lâmina de forma diferente, uma vez que as cadeias de condroitim sulfato presentes 

no agrecam foram degradadas a dissacarídeos insaturados, demonstrando halos mais claros. 
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Figura 13 - Foto representativa da identificação do agrecam por immunoblotting. 

Legenda: Immunobloting das amostras de tecido adiposo (AD), medula óssea (MO) e líquido sinovial (LS). Padrão 

condroitim sulfato (CS). As amostras foram submetidas a incubação com condroitinase AC e como controle foram 

incubadas apenas com água destilada (amostras não digeridas). Nota-se que o padrão de condroitim sulfato foi 

totalmente digerido e não é encontrado na revelação do immunoblotting, já as amostras com agrecam 

demonstraram padrão diferente de migração entre as amostras digeridas e não digeridas com a enzima. A 

condroitinase AC faz a clivagem de ligações β-glicosídicas entre N-acetilgalactosamina e ácido glucorônico, 

degradando condroitim sulfato (glicosaminoglicano presente na molécula de agrecam) a dissacarídeos insaturados 

que não são precipitados e nem corados no gel de agarose em tampão PDA. 

 

Foi possível identificar queratam sulfato (Figura 14), entretanto as amostras marcadas 

com o anticorpo não migraram como o padrão, permanecendo na origem da lâmina.  

 

Figura 14 - Foto representativa da detecção de queratam sulfato por Immunoblotting. 

Legenda: CTMs obtidas de tecido adiposo (AD); medula óssea (MO) e líquido sinovial (LS). Possível perceber 

que existe queratam sulfato nas amostras, mas todas ficaram na origem da lâmina e não migraram.   
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7.10 Diferenciação condrogênica de células-tronco mesenquimais em microplaca 

(microesferoides) 

 

 

 As CTMs de todas as fontes foram capazes de formar microesferoides, que 

demonstraram forma tridimensional após dois dias de indução condrogênica, observados em 

microscopia invertida. A partir do segundo dia de diferenciação condrogênica não houve 

necessidade de manter o imã incubado embaixo da microplaca de cultura, sendo, portanto, 

removido. Após 4, 7, 14 e 21 dias (Figura 15), os microesferoides foram retirados dos poços 

com cuidado e mantidos em PBS para análises da quantificação de proteína, agrecam e 

imunofluorescência por microscopia confocal.   

 

 

 

Figura 15 - Representação dos microesferoides e seus dias de diferenciação condrogênica. 

Legenda: Fotomicrografias representativas dos microesferoides. Microscopia invertida, aumento de 40x.  
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7.11 Análise da concentração total de proteínas solúveis e agrecam dos microesferoides 

 

 

  As amostras provenientes de todas as fontes expressaram concentração de proteínas 

solúveis. Não foram observadas interações significativas entre origem e tempo para as variáveis 

avaliadas: total de proteína solúvel, agrecam e razão entre ambas (tabela 2). Sendo assim, o 

efeito da fonte foi avaliado independente do tempo de indução condrogênica e o efeito do tempo 

foi avaliado independe da fonte. Os valores individuais do efeito da fonte encontram-se no 

apêndice B e os valores individuais do efeito do tempo são demonstrados no apêndice C.   

 

 

Tabela 2 - Efeito de interação entre a fonte de células e o tempo de diferenciação. 

 

Fonte  

(valor de p) 

Tempo 

(valor de p) 

Fonte/Tempo 

(valor de p) 

Agrecam 0,1256 0,9713 0,6361 

Proteína 0,054 0,0291 0,2202 

Agrecam/Proteína solúvel 0,2851 0,5591 0,9307 

 

Não houve interação entre as variáveis (P > 0.05) na avaliação estatística entre as fontes de células-tronco 

mesenquimais e o tempo realizado para diferenciá-las.  

 

 

Em relação à comparação das fontes das CTMs, foi possível observar que as 

concentrações das proteínas solúveis das amostras provenientes do tecido adiposo foram 

maiores ao comparar com as CTMs de medula óssea e do líquido sinovial (p > 0.05). As CTMs 

oriundas do líquido sinovial são iguais estatisticamente ao compará-las com a medula óssea (P 

> 0.05). (Gráfico 7, tabela 3).  
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Gráfico 7 - Média e mediana da concentração total das proteínas solúveis das diferentes fontes 

de CTMs.  

Legenda: Concentração média (X), mediana (traço -) e desvio padrão da concentração de proteínas solúveis 

presentes nos microesferoides extraídos das amostras de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial (CTMs-

LS), células-tronco mesenquimais da medula óssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo 

(CTMs-AD).  = outlier.  

* demonstraram diferença estatística em relação à CTMs-MO e CTMs-LS (p < 0.05).  

 

Já a concentração média de agrecam foi maior nas amostras originadas de líquido 

sinovial ao comparar com as CTMs de medula óssea (P < 0.05), entretanto foram 

estatisticamente iguais com as amostras de tecido adiposo (P > 0.05). (Gráfico 8; Tabela 3).  

 

 

Gráfico 8 - Média e mediana da concentração de agrecam das diferentes fontes de CTMs. 

Legenda: Concentração média (X), mediana (traço -) e desvio padrão da concentração de agrecam dos 

microesferoides extraídos das amostras de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial (CTMs-LS), células-

tronco mesenquimais da medula óssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-

AD).   = outlier.  

* demonstraram diferença estatística em relação à CTMs-MO e CTMs-LS (p < 0.05).  

* 

* 
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A razão do agrecam por proteínas solúveis demonstrou diferença significativa entre as 

CTMs derivadas de líquido sinovial em relação às CTMs da medula óssea. Entretanto não 

houve diferença na comparação estatística entre as CTMs do líquido sinovial e do tecido 

adiposo. As CTMs da medula óssea não denotaram diferença estatística com as CTMs do tecido 

adiposo (Gráfico 9, Tabela 3).  

 

 

 

Gráfico 9 - Média e mediana da relação do agrecam por proteínas solúveis dos microesferoides 

Legenda: Médias (X), mediana ( - ) e desvio padrão da razão da concentração de agrecam por proteínas solúveis 

dos microesferoides extraídos das amostras de células-tronco mesenquimais de líquido sinovial (CTMs-LS), 

células-tronco mesenquimais da medula óssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo 

(CTMs-AD).  

      = outlier.  

* demonstraram diferença estatística em relação às CTMs-MO (p < 0.05)  

 

 

Tabela 3 - Média e erro padrão relacionada à comparação do agrecam, total de proteínas 

solúveis e a razão entre ambas das diferentes fontes de CTMs. 

  CTM-LS CTM-MO CTM-AD 

Proteína 22,02 ± 1,84 a 27,7 ± 2,57 a 35,22 ± 2,82 b 

Agrecam 141,21 ± 25,49 a 63,06 ± 12,07 b 117,3 ± 14,32 a 

Agrecam/Proteína 8,15 ± 1,62 a  4,11 ± 1,51 b  4,23 ± 0,7 ab  

 

Legenda: CTM-LS – CTMs de líquido sinovial; CTM-MO – CTMs de medula óssea, CTM-AD – CTMs de tecido 

adiposo. Letras minúsculas diferentes entre as colunas denotam diferença (p < 0.05) 

* 
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Não houve diferença significativa na análise do efeito do tempo de diferenciação 

condrogênica entre as três fontes (P > 0,05) (tabela 4).  

 

 

Tabela 4 - Média e erro padrão da comparação do efeito do tempo de diferenciação 

condrogênica. 

  4 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

Proteínas solúveis 33,63 ± 3,24 27,59 ± 2,7 25,35 ± 2,82 26,74 ± 3,02 

Agrecam 96,85 ± 15,13 118,09 ± 18,69 131,29 ± 33,15 93,79 ± 17,23 

Agc/Pt solúveis 3,41 ± 0,62 6,22 ± 1,73 7,36 ± 2,86 19,11 ± 15,51 

 

Legenda: Agc/Pt solúveis: Razão agrecam por total de proteínas solúveis. 

 

 

7.12 Imunofluorescência por microscopia confocal dos microesferoides 

 

 

Foi possível identificar agrecam e queratam sulfato, nos microesferoides obtidos a partir 

das CTMs do líquido sinovial, medula óssea e do tecido adiposo por meio do ensaio de 

imunofluorescência confocal. Agrecam e queratam sulfato foram identificados na matriz dos 

microesferoides e o DAPI demonstrou o núcleo das células. As figuras 16, 17 e 18 são 

representativas de um microesferoide de cada fonte e tempo de diferenciação, marcadas com 

os anticorpos mencionados.   
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Figura 16 - Imagem representativa da imunofluorescência dos microesferoides obtidos de 

CTMs derivadas do líquido sinovial.  

Legenda: AGC – Agrecam; KS – queratam sulfato.  
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Figura 17 – Imagem representativa da imunofluorescência dos microesferoides obtidos de 

CTMs derivadas da medula óssea.  

Legenda: AGC – Agrecam; KS – queratam sulfato.  
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Figura 18 – Imagem representativa da imunofluorescência dos microesferoides obtidos de 

CTMs derivadas do tecido adiposo.  

Legenda: AGC – Agrecam; KS – queratam sulfato. 
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8 DISCUSSÃO 

 

 

 As CTMs foram isoladas a partir do líquido sinovial, medula óssea e do tecido adiposo 

e demonstraram eficiência em aderir ao plástico e crescimento em monocamada com formação 

de colônias de aparência fibroblastoide, resultado que confirma a morfologia e característica 

das CTMs, como já demonstrado em publicações anteriores (KOERNER et al., 2006; BROOKE 

et al., 2007; STOLZING et al., 2008; DE MATTOS CARVALHO et al., 2009; J., 2011; 

MOKBEL et al., 2011; SEKIYA et al., 2012; MAIA et al., 2013a; BARBERINI et al., 2014; 

FÜLBER et al., 2016; FERRO et al., 2019). 

 A três fontes das células-tronco aqui isoladas são alvo de muitas pesquisas, entretanto, 

a medula óssea e o tecido adiposo são exploradas há mais tempo quando comparadas com tecido 

de origem sinovial.  

No presente estudo, as CTMs da medula óssea foram obtidas da 5ª estérnebra do osso 

esterno. De certa forma, esse tipo de coleta é invasivo, entretanto não traz prejuízos e danos aos 

animais, desde que sejam tomados cuidados rigorosos de antissepsia. Além da coleta, a 

metodologia utilizada para o cultivo foi semelhante aos estudos publicados (ALVES et al., 

2009; MAIA et al., 2013b), o que demonstra repetibilidade ao usá-los como base. A medula 

óssea é responsável pela hematopoese, com produção de eritrócitos, plaquetas, granulócitos, 

monócitos e linfócitos. CTMs representam cerca de 0,001 a 0,01% na medula (TAYLOR; 

CLEGG, 2011), sendo evidente a necessidade de expansão das células se o objetivo for 

experimental ou terapêutico. Como as CTMs não estão em grande número na medula, assim 

que coletadas demoram no mínimo duas semanas para obter confluência celular. Neste estudo, 

as células demoraram em média 18,5 dias até atingirem confluência (70%) e alcançarem a 

primeira passagem, o que corrobora com outros estudos em que a expansão in vitro dessas 

células foi alcançada em torno de vinte e cinco dias (BARBERINI et al., 2014) e quinze dias 

(ABO-AZIZA; ZAKI, 2016). 

 Já as células obtidas do tecido adiposo são facilmente coletadas por um método 

minimamente invasivo. No presente estudo pode-se afirmar que as células possuem rápido 

crescimento em monocamada e demonstraram confluência em média de 3,8 dias. Esse resultado 

converge com os achados de Barberini et al. (2014), no qual foi observado confluência das 

células obtidas de tecido adiposo de equino apenas após 15 dias de cultura, assim como em um 

estudo com CTMs oriundas de humanos, em que foi constatado confluência de 70 a 80% em 

21 dias (ALIPOUR et al., 2015).  



99 

 

 

 A confluência de 70% de expansão celular obtida do líquido sinovial foi alcançada em 

aproximadamente 26 dias. Esse dado se refere apenas à primeira passagem das células. Durante 

esse cultivo, nota-se que CTMs de líquido sinovial demandam tempo até conseguirem chegar 

em terceira passagem (P3) e apresentarem boa concentração. Murata et al. (2014) utilizou o 

mesmo meio de cultivo suplementado e conseguiu expansão das células em apenas nove dias. 

Entretanto a metodologia por ele utilizada e a raça dos cavalos diferiram da descrita nesse 

estudo, logo, pode-se especular que possa haver alguma influência, principalmente nas 

condições imunológicas e individuais dos equinos.  

 Ainda que seja evidente que as CTMs extraídas do líquido sinovial demoraram mais 

dias para expansão celular quando comparadas com as outras fontes, a coleta desse material 

biológico é razoavelmente mais fácil em relação à coleta da medula óssea e do tecido adiposo. 

Porém, as medidas profiláticas de antissepsia devem ser muito bem conduzidas para não 

ocasionar artrite séptica iatrogênica. Nota-se aqui a importância do ambiente e higienização. 

Portanto, como a coleta de líquido sinovial é de certa forma mais fácil, o fato da proliferação 

se apresentar mais demorada não deverá ser considerada individualmente.  

O potencial condrogênico das três fontes foram comparados in vitro em nosso estudo. 

Para que as células consigam se diferenciar em condrócitos é necessário removê-las do 

ambiente de cultura em monocamada para um ambiente que facilite esse processo. Nesse caso 

duas metodologias foram realizadas para obter a mesma finalidade: cultura em tubos cônicos 

para manter as células em formato de micromassas, gerando como produto final esferoides e 

uma cultura em placa a partir de uma tecnologia com exposição das células a nanopartículas 

que aderem na superfície celular permitindo formar um agregado de células, facilitando o 

ambiente de cultura tridimensional já no primeiro instante em que as células são submetidas à 

essa condição a partir da imposição aplicada por meio de um imã, produzindo como produto 

final os microesferoides.  

A utilização da maior número de células-tronco mesenquimais para diferenciação 

condrogênica durante a indução em tubos cônicos foi necessária, pois sabe-se que os 

condrócitos demonstram instabilidade em monocultura com possibilidades de desdiferenciação 

e  que a proporção de células que expressam queratam sulfato diminui quando são cultivados 

em baixa densidade. Quando os condrócitos são cultivados em alta densidade, a 

desdiferenciação é suprimida e essas células demonstram expressar colágeno tipo I e II, 

diferente do que ocorre em condições de baixa densidade, quando as células expressam o 

colágeno tipo I. Condrócitos cultivados em alta densidade também demonstram maior 

quantidade de matriz extracelular com proteoglicanos e queratam sulfato quando comparadas 
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às culturas de baixa densidade celular, ou seja, a cultura em alta densidade estabiliza o fenótipo 

dos condrócitos possibilitando síntese de matriz (SOLURSH, MEIER, 1974; WATT, 1988).  

A cultura de células em baixa densidade necessita de proliferação, diferentemente do 

que ocorre em ambiente de alta densidade. Logo, no ambiente de baixa densidade 

aparentemente o número de células instáveis é expandida, demonstrando morfologia menos 

arredondada e fenótipo instável relacionados à produção de matriz extracelular (ZANETTI; 

SOLURSH, 1984). Portanto, a importância da alta densidade celular para diferenciação em 

condrócitos é respondida pelo efeito na morfologia celular e na comunicação intercelular, por 

contato célula-célula ou por meio de fatores secretados por elas.  

Portanto, técnicas para cultura de células-tronco mesenquimais em formato 

tridimensional são requeridas para o processo de diferenciação em condrócitos, originando 

esferoides, pellets ou micromassas. Entretanto, essa metodologia exige grande número de 

células iniciais, dada a importância da densidade celular no processo condrogênico. No cenário 

de comparação entre as duas metodologias realizadas, na tecnologia de cultura tridimensional 

em placas, as células recebem nanopartículas biocompatíveis constituídas de ouro, óxido de 

ferro e poli-L-lisina, o que leva ao modelamento celular com formação do microesferoide. Isto 

permite agregação celular e início de síntese de matriz extracelular, com alta densidade celular, 

mas com menor número de células. A técnica é vantajosa pois usa menor número de células, 

permite que os condrócitos expressem seu fenótipo, e fornece ambiente necessário para 

adequada diferenciação celular. 

Ainda, a metodologia com microesferoides recebem papel de destaque, pois 

demonstramos que a partir de 4 dias, os condrócitos já demonstram síntese de matriz 

extracelular independente da fonte. Especula-se aqui que esse método in vitro, garante 

condições mais próximas do ambiente cartilagíneo in vivo, uma vez que os microesferoides 

demonstram característica firme e síntese de matriz precocemente quando comparados a outra 

metodologia. Este resultado não é observado durante a indução de condrócitos em tubos 

cônicos, pois, as células são colocadas nos tubos e as trocas de meio de cultura são realizadas 

delicadamente para não interferir na manutenção das células no fundo do tubo, pois em 

particular, necessitam umas das outras para fornecimento de ancoragem. Esse processo parece 

demandar maior energia e desafio às células, pois ficam soltas em meio de cultura e iniciam o 

processo de síntese de matriz a partir do momento que demonstram maior união célula-célula 

ou desde o início da produção de matriz, que consequentemente pode ser notado por volta do 

décimo quarto dia, quando apresentam característica um pouco mais firme, sendo observado 

durante a troca de meio. Em 21 dias, o produto final é um esferoide cartilagíneo, com 
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condrócitos e matriz, corroborando com os achados na literatura (BURK et al., 2012; FÜLBER 

et al., 2016; ADAM et al., 2019). Há relatos de sucesso na diferenciação condrogênica de CTMs 

derivadas de líquido sinovial saudável, em pacientes com doença degenerativa e osteoartrite 

após 14 dias de indução condrogênica (SEKIYA et al., 2012). Mesmo assim, para garantir a 

diferenciação das células desse estudo, foi preconizado 21 dias, mesmo que algumas amostras 

tivessem assumido característica pouco mais firme por volta de 14 dias. 

A indução condrogênica foi realizada a partir de meio comercial (indução dos esferoides 

e microesferoides), assim como em outros estudos (DE VITA et al., 2013; SANTHAGUNAM 

et al., 2014; KORNICKA et al., 2015; SHI et al., 2015; BURK et al., 2017; FERRO et al., 

2019). Entretanto os suplementos fundamentais para este fim são conhecidos, no qual são 

usualmente confeccionados em meio de cultura, suplementado com ácido ascórbico, insulina, 

transferrina, TGF-β ou BMPs (STEWART; STEWART, 2011) e dexametasona (SEKIYA et 

al., 2012). 

O fenótipo condrogênico é observado normalmente pela deposição de colágeno tipo II, 

detecção de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e análise do fator de transcrição SOX9 

(STEWART; STEWART, 2011).  

Os esferoides e microesferoides foram digeridos com GuHCl pela metodologia proposta 

por Hassel et al. (1979) para extração de proteoglicanos e consequentemente avaliação da 

síntese de matriz extracelular produzida pelos condrócitos. Portanto, os esferoides e 

microesferoides resultaram em um precipitado que foi seco a vácuo e ressuspendido em água 

destilada.  

As amostras de todas as fontes estudadas demonstraram que as CTMs foram capazes de 

diferenciação em condrócitos uma vez que sintetizaram matriz cartilagínea.  

Ao comparar as fontes após digestão dos esferoides, foi identificado que a concentração 

de agrecam e de proteínas solúveis presentes nas amostras da medula óssea foram maiores 

quando comparadas com o tecido adiposo e não demonstraram diferença estatística com as 

CTMs do líquido sinovial. No entanto, ao avaliar a relação do agrecam por proteínas solúveis 

as três fontes apresentaram semelhança. Quando o peso dos esferoides foi avaliado, a partir das 

amostras da medula e do líquido sinovial observou-se que ambos são maiores do que os 

esferoides produzidos a partir do tecido adiposo, sendo estatisticamente diferente somente da 

medula óssea. Levando em consideração que todas as diferenciações condrogênicas partiram 

do mesmo número de CTMs viáveis, ou seja, 2 x 106, observamos que o tecido adiposo foi o 

que produziu menor rendimento, isto é, menor número de condrócitos capazes de produzir 

agrecam. Contudo, essas CTMs são tão quão eficientes às de medula óssea e líquido sinovial, 
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dados confirmados pelas razões agrecam por total de proteínas solúveis e agrecam por peso. 

Giovanini et al. (2008) e Vidal et al. (2008) comparam a medula óssea e o tecido adiposo de 

equinos e demonstraram resultados semelhantes, entretanto, CTMs derivadas do líquido 

sinovial não foram comparadas. Resultados diferentes foram descritos para outras fontes, em 

que a medula óssea apresentou fraca capacidade condrogênica ao ser comparada com líquido 

amniótico e tecido do cordão umbilical de equinos (LOVATI et al., 2011).   

As fontes de tecido sinovial, medula óssea e tecido adiposo foram comparadas em 

células humanas e demonstraram que o tecido sinovial e medula óssea foram superiores ao 

compará-los com o tecido adiposo. Essa comparação foi realizada apenas em relação ao 

tamanho e peso úmido formado pelos esferoides e por histologia, em que as colorações foram 

mais intensas nas provenientes de líquido sinovial e medula óssea (SAKAGUCHI et al., 2005). 

Mesmo que o peso úmido e o tamanho dos esferoides não sejam específicos para qualifica-los 

como superiores, as lâminas mostraram coloração de matriz extracelular, inferindo que o 

tamanho aumentou por apresentar mais matriz e não pelo aumento no número de condrócitos 

(SEKIYA et al., 2002a; SHIRASAWA et al., 2006), possibilitando concluir que esse seja um 

indicador inquestionável em trazer uma resposta real da capacidade condrogênica (SEKIYA; 

COLTER; PROCKOP, 2001; SEKIYA et al., 2002b; SAKAGUCHI et al., 2005). Sendo assim, 

os resultados obtidos em nosso estudo acrescentam a literatura encontrada nos estudos 

conduzidos em humanos e em ratos, ou seja, além de termos observado aumento no tamanho e 

peso úmido dos esferoides nas amostras de células obtidas do líquido sinovial e da medula óssea 

de equinos, pudemos comprovar que na matriz gerada houve aumento da concentração de 

agrecam; proteoglicano específico de matriz cartilagínea.  

Koga et al. (2008), demonstraram que as CTMs de origem sinovial, assim como da 

medula óssea possuem melhor potencial de qualidade condrogênica em defeitos cartilagíneos 

induzidos em coelhos. Os autores quantificaram maior produção de matriz extracelular, por 

meio de escore histológico nos animais tratados com as células derivadas da sinóvia e da medula 

óssea quando comparadas com os animais que receberam tratamento com CTMs provenientes 

do tecido adiposo. Embora existam semelhanças entre as CTMs do líquido sinovial e da medula 

óssea, as células sinoviais mostraram vantagens, principalmente em relação às coletas. Os 

resultados obtidos em nosso estudo, demonstram que a expansão das CTMs demora em média 

de 25,5 dias para o líquido sinovial e 18,5 dias para as células da medula óssea. Esses resultados 

denotam semelhança e ao pensar clinicamente, ambas poderiam ser utilizadas para tratamento 

de enfermidades de origem articular, porém a coleta do líquido sinovial é mais facilmente 
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realizada quando comparada com a coleta da medula óssea e de certa forma menos invasiva 

para o paciente equino.  

Além da comparação entre o tamanho, peso úmido e a matriz extracelular das lâminas 

coradas com azul de toluidina, Yoshimura et al. (2007) identificaram inferioridade 

condrogênica das CTMs provenientes do tecido adiposo, medula óssea, músculo e periósteo de 

ratos, quando comparadas às CTMs de membrana sinovial, por meio da baixa expressão gênica 

de colágeno tipo II por RT-PCR e da síntese de condroitim sulfato e ácido hialurônico. Ainda 

nesse raciocínio, Mochizuki et al. (2006) comprovaram  a superioridade condrogênica de CTMs 

humanas, extraídas da membrana sinovial (fração fibrosa e fração adiposa) em relação as 

células oriundas de tecido adiposo subcutâneo por meio da expressão gênica de colágeno tipo 

II, agrecam, decorim, biglicam, proteínas de ligação, SOX5, SOX6, SOX9, condroitim 4-

sulfotransferase e a análise por cromatografia líquida dos glicosaminoglicanos condroitim 4-6-

sulfatados e ácido hialurônico. 

Ainda em termos comparativos, quando o tecido adiposo é comparado com a medula 

óssea e com células extraídas da cartilagem da orelha de coelhos, nota-se a sua característica de 

rápida proliferação, mas a superioridade das células é observada na fonte extraída da cartilagem, 

por apresentarem maior expressão de colágeno tipo II, agrecam e a via de sinalização 

condrogênica SOX9 por PCR em ensaios in vitro. Defeitos articulares induzidos em coelhos 

também denotam melhora significativa quando tratados com células obtidas da cartilagem e 

medula óssea em relação às do tecido adiposo (KHALILIFAR et al., 2018). Semelhante aos 

nossos achados, o tecido adiposo possui a vantagem de proliferação mais rápida em cultura, 

entretanto, é inferior quando submetidos à comparação de rendimento celular e 

consequentemente produção de agrecam. Essas considerações são apenas para ensaio in vitro, 

pois testes com equinos como modelos experimentais ainda não foram realizados.  

As CTMs da medula óssea e tecido adiposo foram comparadas em ensaio in vivo em 

cavalos com defeitos de menisco e após 12 meses do tratamento, ambas repararam o menisco 

com tecido fibrocartilaginoso (GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ et al., 2016).  

A outra metodologia proposta a partir de nanopartículas aderidas às membranas das 

CTMs resultaram na diferenciação dessas células em condrócitos, formando microesferoides. 

Esses condrócitos também demonstraram habilidades ao sintetizar matriz extracelular. Como 

as células são arbitrariamente induzidas a se manterem em cultura tridimensional, esse 

fenômeno pode ser visto a partir de quatro dias de indução condrogênica. Nesse estudo, os 

microesferoides foram removidos aos 4 dias como mencionado anteriormente, e aos 7, 14 e 21 

dias. Os microesferoides de todas as fontes de CTMs e em todos os tempos estudados 
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mostraram capacidade de diferenciação em condrócitos. Reed; Johnson (2008) também 

demonstraram capacidade condrogênica em período menor do que 21 dias: 7, 15 e 21 dias, mas 

outras análises foram realizadas após essa diferenciação, como exemplo a via de sinalização 

condrogênica SOX9 das CTMs oriundas de sangue do cordão umbilical de potros recém-

nascidos, em uma metodologia simples por meio da formação de micromassas após 

centrifugação, semelhante à descrita para formação dos esferoides.   

A análise da quantificação da concentração total de proteínas solúveis foi obtida por 

teste colorimétrico e concentração de agrecam por ELISA (já discutido nos esferoides). Nesse 

caso, as amostras foram comparadas em relação ao tempo de indução e entre as três diferentes 

fontes. Não houve diferença entre os tempos de diferenciação, ou seja, não houve aumento da 

concentração de agrecam no decorrer do tempo. No entanto, não foi detectado agrecam em 

algumas amostras dos microesferoides obtidos a partir das três fontes, provavelmente por 

estarem abaixo do nível de detecção e isso pode ter influenciado nos resultados estatísticos para 

a comparação tempo, ainda que observado oscilações individuais na concentração das variáveis 

estudadas nos diferentes tempos.  

Na comparação da concentração de agrecam presente nos microesferoides obtidos a 

partir das três fontes, as CTMs derivadas do líquido sinovial demonstraram superioridade na 

produção de agrecam quando comparadas com as CTMs derivadas da medula óssea e não foram 

diferentes estatisticamente das CTMs do tecido adiposo. Ainda, as CTMs de tecido adiposo 

também mostraram diferença em comparação com as CTMs da medula óssea. Ao relacionar a 

concentração do agrecam por proteínas solúveis e obter a correção dos valores das 

concentrações, as CTMs do líquido sinovial continuaram superiores na produção de agrecam 

em relação às CTMs da medula óssea. Porém, após esse fator de correção, as CTMs do tecido 

adiposo se igualaram com as CTMs da medula óssea.  

Como os resultados entre as duas metodologias foram diferentes é possível interpretar 

que as CTMs do tecido adiposo melhoram seu desempenho quando colocados em um ambiente 

tridimensional, pois se igualam às CTMs derivadas do líquido sinovial e da medula óssea. Na 

metodologia tridimensional com nanopartículas biocompatíveis, as CTMs da medula óssea 

conseguem se diferenciar em condrócitos, mas não produzem agrecam como as outras duas 

fontes. Fica evidente que as fontes de CTMs derivadas da medula óssea e do tecido adiposo 

oscilam entre as duas metodologias realizadas no presente estudo, enquanto as CTMs do líquido 

sinovial, permanecem entre as melhores fontes e nesse caso, quando em ambiente 

tridimensional com nanopartículas biocompatíveis conseguem melhorar ainda mais o seu 

desempenho. 
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Não existem estudos com diferenciação em condrócitos in vitro a partir dessa tecnologia 

tridimensional com nanopartículas, entretanto a pesquisa com engenharia de tecidos e scaffolds 

envolve particularmente a produção de um tecido tridimensional que funciona como suporte 

mecânico ou um arcabouço onde células são cultivadas. Scaffolds formados por quitosana, 

ácido polilático e ácido hialurônico mostram excelente biocompatibilidade, maior estabilidade 

e diferenciação condrogênica in vitro e ainda confirmam que os condrócitos se unem de forma 

uniforme ao scaffold e podem ser usados como estratégia terapêutica a fim de melhorar a 

regeneração do tecido cartilagíneo (MALLICK et al., 2017) .  

Estudos de bioengenharia de tecidos demonstraram a importância do ambiente em que 

as CTMs são aplicadas para que possam expressar seu fenótipo de forma significativa. A 

aplicação de CTMs diretamente no local desejado, parece não ser o melhor método terapêutico 

para promover regeneração tecidual, pois as CTMs podem migrar para outros locais que não os 

da lesão, embora assumam papeis imunomoduladores e parácrinos que são propriedades 

benéficas e já conhecidas (SANTOS et al., 2019). No modelo animal, quando as CTMs 

derivadas do tecido sinovial são encapsuladas a scaffolds produzidos a partir de géis, compostos 

por ácido hialurônico, colágeno e fibrinogênio mostraram reparação com tecido muito 

semelhante a cartilagem hialina nos defeitos osteocondrais induzidos em coelhos (LEE et al., 

2012).    

Estratégias de cultura tridimensional a partir de scaffolds têm demonstrado resultados 

interessantes, pois facilitam o transporte de nutrientes para as células encapsuladas em géis 

compostos por ácido hialurônico, colágeno e fibrinogênio e parecem garantir maior 

possibilidade de regeneração da cartilagem (LEE et al., 2012).  

Ainda nesse contexto, foi publicado recentemente um estudo que demonstrou a 

produção de scaffolds a partir da impressão 3D, feitos com três camadas na tentativa de 

mimetizar a estrutura da cartilagem (camada mais superficial da cartilagem, interface e camada 

subcondral) a base de gelatina metacrilada e nanohidroxiapatita, com concentrações diferentes 

de acordo com a sua camada específica.  Além de caracterizá-lo in vitro de acordo com as 

propriedades físicas, químicas e biológicas, seu uso in vivo em conjunto com CTMs derivadas 

da medula óssea permitiu avaliações macroscópicas e microscópicas do novo tecido formado, 

concluindo que esse tratamento demonstrou melhor reparação condrogênica em defeitos 

cartilagíneos de coelhos quando comparados com outro grupo em que os animais foram tratados 

com scaffolds monofásicos ou não tratados. O reparo in vivo resultou na formação de um novo 

tecido de superfície lisa preenchido por matriz extracelular (LIU et al., 2019).   
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Outras moléculas demonstraram ser promissoras e estudos ainda avaliados no 

laboratório apostam na kartogenina que é uma molécula não proteica condroindutora ligada à 

superfície de óxido de ferro, seguido da incorporação de nanocristais de colágeno e celulose. 

Esses compostos parecem estimular o microambiente auxiliando no crescimento e 

diferenciação de CTMs oriundas da medula óssea (YANG et al., 2019). 

Na maioria dos estudos citados, quando apenas a medula óssea e o tecido adiposo livres 

de scaffolds são comparados, nota-se superioridade da medula óssea. Especula-se aqui que isso 

contribuiu para que a medula óssea fosse cada vez mais estudada para novas estratégias 

terapêuticas, essencialmente as baseadas em bioengenharia de tecidos e produção de scaffolds, 

pois essa fonte já havia mostrado bons resultados. As conclusões dos autores são unânimes em 

que ao usar tecnologia tridimensional e não formar pellets tridimensionais (manuais) em tubos 

cônicos, favorece às células a se transformarem em condrócitos e quando estudados in vivo, 

garantem um tecido novo semelhante à cartilagem. Porém, nossos resultados in vitro, mostram 

que especificamente para combater afecções articulares, as CTMs, principalmente derivadas do 

líquido sinovial ou até mesmo do tecido adiposo se desenvolvem melhor no ambiente 3D a 

partir de tecnologia com nanopartículas, sugerindo a viabilização da futura aplicação in vivo. 

Pode-se concluir que as CTMs revelam diferenciação condrogênica precocemente 

quando expostas a ambiente in vitro mais próximo de uma cartilagem, mimetizando condições 

de seu ambiente natural. Os resultados do presente estudo demonstraram superioridade 

condrogênica das CTMs oriundas do líquido sinovial, seguido de células do tecido adiposo e 

por último, das células provenientes da medula óssea. Isto corrobora com hipóteses levantadas 

de que a capacidade metabólica das células derivadas do líquido sinovial são melhores, por 

diferenças no número de células ancestrais e a condrogênese é uma consequência da propensão 

que essas células já possuem em seguir uma via condrogênica, sugerindo que o microambiente 

tecidual local pode estar direcionando o “destino” das CTMs para essa linhagem de forma pré-

determinada (MOCHIZUKI et al., 2006). 

A imunofluorescência confocal foi feita como um teste qualitativo nos microesferoides 

e, todas as fontes nos quatro tempos avaliados (4, 7, 14 e 21 dias), expressaram agrecam e 

queratam sulfato. Sakaguchi et al. (2005) e Shirasawaet al. (2006),  apenas demonstraram a 

histologia das CTMs de humanos como um ensaio fidedigno para avaliação da matriz 

extracelular. Já Zayed et al., (2016) realizaram a imunofluorescência em CTMs derivadas do 

líquido sinovial e medula óssea de equinos, após desafiar a cultura condrogênica com IFN- γ e 

TNF-α, resultando na diminuição da expressão de agrecam, SOX9, colágeno tipo II e TGFβ1 

nas células desafiadas, pressupondo que as CTMs dessas duas fontes sintetizaram matriz, mas 
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o processo inflamatório pode influenciar na degradação e/ou na diminuição da síntese de matriz 

extracelular realizada pelos condrócitos.  

Outras fontes de CTMs aparecem na literatura com finalidade comparativa. O potencial 

condrogênico de sangue do cordão umbilical, tecido umbilical, medula óssea e tecido adiposo 

foram comparados nas células de equinos e o sangue do cordão umbilical demonstrou 

superioridade aos demais, seguido de medula óssea, tecido umbilical e tecido adiposo. 

Entretanto, a avaliação foi realizada apenas por meio de histologia e coloração alcian blue, 

safranina e tricômico de Massom, sugerindo que amostras de coloração mais intensa denotam 

maior matriz extracelular por produção acentuada de glicosaminoglicanos ou colágeno (BURK 

et al., 2012). 
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9 CONCLUSÃO 

 

 

As CTMs derivadas do líquido sinovial, medula óssea e tecido adiposo são capazes de 

diferenciação condrogênica, visto que os condrócitos produzidos realizaram a síntese de 

agrecam.  

As CTMs derivadas de tecido adiposo quando não cultivadas em condições de 

tecnologia de sistema tridimensional (nanopartículas) demonstraram menor produção de 

agrecam, proteoglicano fundamental presente na cartilagem hialina. Porém, ao relacionar 

agrecam por proteínas solúveis e agrecam por peso úmido, a produção de agrecam se igualou 

às outras duas fontes.   

Quando as células são cultivadas em condições de tecnologia de sistema tridimensional 

a partir do uso de nanopartículas biocompatíveis, as CTMs derivadas do líquido sinovial e 

tecido adiposo apresentam melhor adaptação e superioridade na síntese de agrecam. Ao 

relacionar a razão agrecam por proteínas solúveis, as CTMs do líquido sinovial demonstram 

superioridade. Por isso, sugerimos que essas fontes são melhores para aplicação no tratamento 

intra-articular em conjunto com biomateriais e scaffolds.  

As CTMs derivadas do líquido sinovial demonstram maior estabilidade ao produzir 

agrecam independente da metodologia utilizada. 
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Apêndice A - Tabela 5 - Valores das concentrações individuais das variáveis estudadas nos esferoides 

Amostras Fonte Proteína 

(µg/µL) 

Agrecam 

(ng/µL) 

Agrecam/ 

Proteína 

(ng/µg) 

Peso úmido 

do esferoide 

(mg) 

Proteína/Peso 

(µg/mg peso 

úmido) 

Agrecam/Peso 

(µg/mg peso 

úmido) 

1 LS 8,46 151,21 17,87 17,1 24,74 0,4 

2 LS 11,13 130,09 11,69 27 20,61 0,2 

3 LS 7,46 245,09 32,86 13,3 28,04 0,9 

4 LS 4,42 74,81 16,92 8,9 24,84 0,4 

5 LS 3,91 26,71 6,83 14,2 13,76 0,1 

6 LS 2,34 22,26 9,52 3,3 35,44 0,3 

7 LS 1,13 6,21 5,49 1,3 43,56 0,2 

8 LS 1,67 6,56 3,94 2,9 28,71 0,1 

9 LS 1,55 1,01 0,65 1,7 45,63 0,03 

10 LS 1,12 5,36 4,81 0,9 62,01 0,3 

11 LS 2,36 32,41 13,72 3,7 31,92 0,4 

Média  4,14ab 63,8ab 11,3a 8,57ab 32,66a 0,32a 

EPM  1,03 25,11 2,9 2,7 4,07 0,07 

12 MO 7,70 107,465 13,96 25,7 14,98 0,2 

13 MO 3,25 32,865 10,11 8,1 20,07 0,2 

14 MO 0,85 109,465 128,32 9,8 4,35 0,6 

15 MO 1,79 27,665 15,49 2 44,64 0,7 

16 MO 4,76 34,84 7,32 5,8 41,04 0,3 

17 MO 7,38 56,965 7,72 15,3 24,12 0,2 

18 MO 3,61 53,815 14,93 13,7 13,16 0,2 

19 MO 7,09 198,09 27,93 2,2 161,21 4,5 

20 MO 4,55 71,415 15,70 13,8 16,48 0,3 

21 MO 8,95 88,715 9,91 1,5 298,36 3,0 

Média  4,99a 78,13a 25,14a 9,79a 63,84a 1,01a 

EPM  0,86 16,3 11,62 2,4 29,74 0,47 

22 AD 1,55 6,065 3,91 2,1 36,89 0,1 

23 AD 6,73 88,215 13,11 36,6 9,19 0,1 

24 AD 1,76 2,115 1,20 2,5 35,13 0,04 

25 AD 1,44 2,715 1,88 0,8 90,24 0,2 

26 AD 1,67 5,515 3,31 2,5 33,32 0,1 

27 AD 1,68 33,665 20,02 2 42,05 0,8 

28 AD 2,28 38,765 16,97 1,5 76,17 1,3 

29 AD 0,99 71,715 72,48 0,8 61,84 4,5 

30 AD 1,42 4,515 3,17 1,3 54,79 0,2 

31 AD 2,20 13,015 5,93 1,6 68,61 0,4 

Média  2,17b 26,63b 14,20a 5,17b 50,82a 0,78a 

EPM  0,52 9,85 6,81 3,5 7,61 0,43 

 

Fonte de células-tronco mesenquimais - LS: Líquido sinovial; MO: Medula óssea; AD: Tecido adiposo. 

 

Letras diferentes na mesma coluna denotam diferença estatística significativa (P < 0.05). 
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Apêndice B - Tabela 6 - Efeito da fonte de células-tronco mesenquimais induzidas em microesferoides 

Cavalo Amostra 

LS MO AD 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total 

(ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total 

(ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total 

(ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

1 

1 37,57 ND ND 45,00 23,13 0,51 17,92 109,38 6,10 

2 35,00 ND ND 18,88 ND ND 31,19 209,38 6,71 

3 21,00 ND ND 52,21 ND ND 14,33 ND ND 

4 15,21 85,63 5,63 27,40 28,13 1,03 37,36 ND ND 

2 

5 43,60 128,13 2,94 23,39 138,13 5,90 73,72 233,75 3,17 

6 30,52 49,38 1,62 21,75 ND ND 76,85 183,75 2,39 

7 26,87 ND ND 10,29 ND ND 68,68 303,75 4,42 

8 4,59 ND ND 15,28 ND ND 71,50 211,25 2,95 

3 

9 29,41 ND ND 49,43 170,63 3,45 58,37 56,25 0,96 

10 13,65 ND ND 33,41 ND ND 37,15 131,25 3,53 

11 26,41 161,88 6,13 39,02 30,63 0,78 40,48 1,25 0,03* 

12 30,53 23,13 0,76 29,83 ND ND 62,38 71,25 1,14 

4 

13 12,86 35,63 2,77 16,01 23,13 1,44 50,60 53,75 1,06 

14 15,91 ND ND 28,92 ND ND 36,32 96,25 2,65 

15 19,80 6,88 0,35 16,65 ND ND 10,11 226,25 22,37 

16 7,62 ND ND 17,00 ND ND 44,23 151,25 3,42 

5 

17 14,41 30,63 2,13 46,90 171,88 3,66 37,97 223,75 5,89 

18 17,78 233,13 13,12 36,36 45,63 1,25 35,03 158,75 4,53 

19 7,93 313,13 39,51 50,30 126,88 2,52 19,23 16,25 0,85 

20 1,05 231,88 220,50* 36,53 ND ND 49,67 ND ND 

6 

21 16,40 ND ND 24,03 55,63 2,31 26,79 66,25 2,47 

22 15,20 35,63 2,34 1,70 45,63 26,90 30,36 83,75 2,76 

23 20,41 ND ND 12,86 ND ND 43,31 58,75 1,36 

24 21,74 ND ND 3,97 53,13 13,37 29,78 ND ND 

7 

25 20,19 ND ND 73,55 30,63 0,42 8,47 116,25 13,72 

26 11,24 ND ND 47,15 ND ND 12,43 26,25 2,11 

27 13,04 ND ND 9,94 ND ND 32,73 56,25 1,72 

28 25,93 ND ND 32,43 ND ND 15,62 28,75 1,84 

8 

29 38,09 211,88 5,56 16,89 43,13 2,55 26,14 86,25 3,30 

30 24,07 206,88 8,60 14,92 31,88 2,14 45,51 83,75 1,84 

31 6,98 ND ND 15,87 26,88 1,69 40,88 ND ND 

32 28,91 ND ND 22,37 65,63 2,93 22,58 63,75 2,82 

9 

33 46,34 ND ND 23,96 24,38 1,02 21,18 8,75 0,41 

34 29,33 ND ND 26,73 ND ND 25,73 48,75 1,90 

35 20,85 ND ND 32,69 ND ND 17,09 13,75 0,80 

36 10,89 ND ND 23,16 ND ND 20,90 111,25 5,32 

10 

37 48,65 ND ND  ND ND ND 27,57 186,25 6,76 

38 11,67 256,88 22,02  ND ND ND 35,38 198,75 5,62 

39 20,65 303,13 14,68  ND ND ND 24,45 323,75 13,24 

40 38,53 86,88 2,25  ND ND  ND 28,67 101,25 3,53 
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Cavalo Amostra 

LS MO AD 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total 

(ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total 

(ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total 

(ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

 Média 22,02 a 141,21 a 8,15 a 27,7 a 63,06 b 4,11 b 35,22b 117,3 a 4,23 ab 

  EPM 1,84 25,49 1,62 2,57 12,07 1,51 2,82 14,32 0,7 

 

Fonte de células-tronco mesenquimais - LS: Líquido sinovial; MO: Medula óssea; AD: Tecido adiposo. 

Letras minúsculas distintas em colunas diferentes denotam diferença estatística entre as fontes (P˂0,05). 

* Não utilizado para efeito estatístico. 

ND – Não detectado. 
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Apêndice C – Tabela 7 -  Efeito do tempo das células-tronco mesenquimais induzidas em microesferoides. 

 

Fonte Animais 

 4 dias  7 dias  14 dias  21 dias 

# 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total (ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

# 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total (ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

# 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total (ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

# 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total (ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

LS 1 1 37,57 ND ND 2 35,00 ND ND 3 21,00 ND ND 4 15,21 85,63 5,63 

LS 2 5 43,60 128,13 2,94 6 30,52 49,38 1,62 7 26,87 ND ND 8 4,59 ND ND 

LS 3 9 29,41 ND ND 10 13,65 ND ND 11 26,41 161,88 6,13 12 30,53 23,13 0,76 

LS 4 13 12,86 35,63 2,77 14 15,91 ND ND 15 19,80 6,88 0,35 16 7,62 ND ND 

LS 5 17 14,41 30,63 2,13 18 17,78 233,13 13,12 19 7,93 313,13 39,51 20 1,05 231,88 220,50 

LS 6 21 16,40 ND ND 22 15,20 35,63 2,34 23 20,41 ND ND 24 21,74 ND ND 

LS 7 25 20,19 ND ND 26 11,24 ND ND 27 13,04 ND ND 28 25,93 ND ND 

LS 8 29 38,09 211,88 5,56 30 24,07 206,88 8,60 31 6,98 ND ND 32 28,91 ND ND 

LS 9 33 46,34 ND ND 34 29,33 ND ND 35 20,85 ND ND 36 10,89 ND ND 

LS 10 37 48,65 ND ND 38 11,67 256,88 22,02 39 20,65 303,13 14,68 40 38,53 86,88 2,25 

MO 1 41 45,00 23,13 0,51 42 18,88 ND ND 43 52,21 ND ND 44 27,40 28,13 1,03 

MO 2 45 23,39 138,13 5,90 46 21,75 ND ND 47 10,29 ND ND 48 15,28 ND ND 

MO 3 49 49,43 170,63 3,45 50 33,41 ND ND 51 39,02 30,63 0,78 52 29,83 ND ND 

MO 4 53 16,01 23,13 1,44 54 28,92 ND ND 55 16,65 ND ND 56 17,00 ND ND 

MO 5 57 46,90 171,88 3,66 58 36,36 45,63 1,25 59 50,30 126,88 2,52 60 36,53 ND ND 

MO 6 61 24,03 55,63 2,31 62 1,70 45,63 26,90 63 12,86 ND ND 64 3,97 53,13 13,37 

MO 7 65 73,55 30,63 0,42 66 47,15 ND ND 67 9,94 ND ND 68 32,43 ND ND 

MO 8 69 16,89 43,13 2,55 70 14,92 31,88 2,14 71 15,87 26,88 1,69 72 22,37 65,63 2,93 

MO 9 73 23,96 24,38 1,02 74 26,73 ND ND 75 32,69 ND ND 76 23,16 ND ND 
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Fonte Animais 

 4 dias  7 dias  14 dias  21 dias 

# 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total (ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

# 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total (ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

# 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total (ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

# 

Proteína 

(µg) 

Agrecam 

total (ng) 

Agrecam/

Proteína 

ng/µg 

AD 1 77 17,92 109,38 6,10 78 31,19 209,38 6,71 79 14,33 ND ND 80 37,36 ND ND 

AD 2 81 73,72 233,75 3,17 82 76,85 183,75 2,39 83 68,68 303,75 4,42 84 71,50 211,25 2,95 

AD 3 85 58,37 56,25 0,96 86 37,15 131,25 3,53 87 40,48 1,25 0,03 88 62,38 71,25 1,14 

AD 4 89 50,60 53,75 1,06 90 36,32 96,25 2,65 91 10,11 226,25 22,37 92 44,23 151,25 3,42 

AD 5 93 37,97 223,75 5,89 94 35,03 158,75 4,53 95 19,23 16,25 0,85 96 49,67 ND ND 

AD 6 97 26,79 66,25 2,47 98 30,36 83,75 2,76 99 43,31 58,75 1,36 100 29,78 ND ND 

AD 7 101 8,47 116,25 13,72 102 12,43 26,25 2,11 103 32,73 56,25 1,72 104 15,62 28,75 1,84 

AD 8 105 26,14 86,25 3,30 106 45,51 83,75 1,84 107 40,88 ND ND 108 22,58 63,75 2,82 

AD 9 109 21,18 8,75 0,41 110 25,73 48,75 1,90 111 17,09 13,75 0,80 112 20,90 111,25 5,32 

AD 10 113 27,57 186,25 6,76 114 35,38 198,75 5,62 115 24,45 323,75 13,24 116 28,67 101,25 3,53 

 
Média  33,63 96,85 3,41  27,59 118,09 6,22  25,35 131,29 7,36  26,75 93,79 19,11 

  EPM  3,24 15,13 0,62  2,70 18,69 1,73  2,82 33,15 2,86  3,02 17,23 15,51 

 

Fonte de células-tronco mesenquimais - LS: Líquido sinovial; MO: Medula óssea; AD: Tecido adiposo. 

Dados não diferem estatisticamente (p > 0,05).  

#: Amostras. 

ND: Não detectado. 
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