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RESUMO

FULBER, J. Comparac&o do potencial condrogénico de células-tronco mesenquimais de
liquido sinovial, medula o6ssea 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 Ciéncias). Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2019.

As células-tronco mesenquimais (CTMSs) representam uma terapia promissora no tratamento
das enfermidades articulares dos equinos. As caracteristicas de imunomodulacédo e possivel
efeito regenerativo as qualificam para essa finalidade. Entretanto, ainda ndo foi estabelecida
qual fonte de CTMs € a mais indicada para originar estrutura cartilaginea hialina em processos
de regeneracao. Este estudo comparou o potencial condrogénico das CTMs derivadas de liquido
sinovial (CTMs-LS), medula 6ssea (CTMs-MO) e tecido adiposo (CTMs-AD) de equinos, por
meio da avaliacdo da sintese de agrecam. Para tanto, 10 cavalos foram doadores de liquido
sinovial (LS), medula 6ssea (MO) e de tecido adiposo (AD). As CTMs foram extraidas dessas
trés fontes, cultivadas e diferenciadas em condrécitos a partir de duas metodologias. No
primeiro método utilizou-se cultura em pellets dentro de tubos cénicos, resultando em
esferoides. O segundo método foi feito a partir da exposicdo das células a nanoparticulas
formando cultura tridimensional, originando microesferoides. A diferenciagdo condrogénica foi
induzida com meio comercial em ambos os métodos. A extracdo de proteoglicano foi realizada
e a concentracdo de agrecam foi quantificada por ELISA e como fator de correcéo as proteinas
soltveis foram quantificadas pelo método de biureto modificado. Immunobloting foi realizado
para identificar agrecam e queratam sulfato nos esferoides e para os microesferoides foi
realizado imunofluorescéncia. As células em cultura, oriundas das diferentes fontes,
demonstraram capacidade de aderéncia ao plastico e aparéncia fibroblastoide, confirmando
caracteristica e morfologia de CTMs. Ambas as metodologias proporcionaram diferenciacao
condrogeénica. As concentracOes das proteinas sollveis, agrecam e o peso Umido foram maiores
nos esferoides oriundos das CTMs-MO em comparacdo aos de CTMs-AD (P < 0.05) e as
CTMs-LS ndo denotaram diferenca estatistica entre as duas fontes (P > 0.05). No entanto, as
concentracOes das razGes agrecam/proteinas sollveis, a razdo entre proteina soltvel por peso
umido e agrecam por peso Umido ndo apresentaram diferenca estatistica entre as fontes (P >
0.05). Agrecam e queratam sulfato foram identificados nos esferoides oriundos das trés fontes,

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



proteinas solUveis foram maiores naqueles derivados de CTMs-AD em comparagdo as de
CTMs-LS e CTMs-MO (P < 0.05). J& as concentracdes de agrecam foram superiores nos
microesferoides derivados de CTMs-LS em relacdo as CTMs-MO e ndo diferiram
estatisticamente das CTMs-AD. A razdo do agrecam por proteinas soluveis 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
imunofluorescéncia confocal. Conclui-se que as CTMs derivadas das trés fontes produzem
agrecam. Os esferoides de CTMs-AD produzem menor rendimento, mas desempenham
eficiéncia igual as de CTMs-LS e CTMs-MO, confirmados pelas razdes de agrecam por
proteinas solUveis. J& em ambiente tridimensional por meio de nanoparticulas biocompativeis,
as CTMs-LS e CTMs-AD demonstraram superioridade condrogénica. Por fim, as trés fontes
podem ser utilizadas em tratamentos intra-articulares, ja em conjunto com biomateriais ou

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

Palavras chave: Terapia celular. Condrécitos. Agrecam. Queratam sulfato.



ABSTRACT

FULBER, J. Chondrogenic potential comparison of mesenchymal stem cells from synovial
fluid, bone marrow and adipose tissue from equines. [Comparacdo do potencial
condrogénico de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial, medula dssea e tecido
adiposo de equinos]. 2019. 147 f. Tese (Doutorado em Ciéncias). Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo 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.

Keywords: Cellular therapy. Chondrocytes. Aggrecan. Keratan sulfate.
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1 INTRODUCAO

O cavalo foi domesticado por volta de 3000 anos antes de Cristo, e a espécie é
considerada importante desde o inicio da sua domesticacdo por servir & humanidade com seu
sistema locomotor excepcionalmente desenvolvido, com énfase 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 caracteristicas a depender do uso
pretendido, resultando em diversas racas e diferentes aptiddes para diversas modalidades
esportivas (HINCHCLIFF, 2014).

Por ser um animal atleta, sofre lesdes frequentes relacionadas ao sistema
musculoesquelético, as quais podem ocorrer por diversos fatores como condicdo fisica,
vulnerabilidade individual pré-existente, ma conformacdo ou genética, ferrageamento
inadequado, fatores nutricionais e erros em programas de treinamento (EGENVALL et al.,
2013; BARREY, 2014).

De todas as lesbes que abrangem o sistema musculoesquelético, os problemas
relacionados as articulagdes sdo frequentes causas de perda de desempenho, ocorrem
consequentemente ao estresse mecanico, provocado apds cargas excessivas, que ultrapassam
os limites fisioldgicos articulares (RIGGS, 2010). Essas lesdes raramente acontecem de forma
aguda ou catastréfica como nos casos de fraturas, mas como seu inicio € 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 prejuizo
econémico. Em paralelo, a doenca articular em humanos, a exemplo da osteoartrite, € causa de
incapacidade de locomocgdo e perda de qualidade de vida, cuja situacdo ndo difere da
demonstrada pelos equinos que perdem sua capacidade esportiva (VAN WEEREN, 2014).

Nesse contexto, ha interesse cientifico direto relacionado a pesquisas sobre a influéncia
e efeitos do exercicio, treinamento e seu impacto na saude articular, assim como na busca por
suporte terapéutico que objetive a reparacdo tecidual a partir da recuperacdo da integridade da
cartilagem hialina, a qual é de dificil regeneracdo. A Medicina Regenerativa surge nessa
circunstancia em razao da dificuldade ou falhas parciais das atuais abordagens terapéuticas para
as artropatias, iniciando com o emprego da terapia celular e aplicacdo de células-tronco
mesenquimais (CTMs), as quais possuem propriedades promissoras (BOEUF; RICHTER,
2010; ORTH et al., 2014).



27

Assim, as CTMs sdo comumente estudadas na Medicina Veterinaria, principalmente na
Medina Equina, para uso em aplicacfes terapéuticas nas doencas de origem
musculoesqueléticas (CLEGG; PINCHBECK, 2011; FORTIER; TRAVIS, 2011; CARRADE
HOLT et al., 2012). Dentre suas propriedades a promessa de regeneracdo tecidual as tornam
promissoras com a finalidade de restaurar novamente a arquitetura estrutural e a funcédo
biomecénica do tecido lesionado (FORTIER; SMITH, 2008; LOPEZ; JARAZO, 2015),
fornecendo melhor condicdo de reparacdo tecidual e controle ou modulacdo do processo
inflamatdrio no qual é um denominador comum em todas as lesdes atléticas ligadas ao sistema
musculoesquelético (LACITIGNOLA et al., 2008). Isto resulta na reabilitagdo funcional dos
tecidos, especialmente nos que possuem capacidade limitada de reparagéo, tais como tenddes,
ligamentos, meniscos e cartilagem (GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011).

Entretanto, alguns fatores devem ser considerados, uma vez que existem diversos nichos
para obtencdo 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 diferenciacédo celular
(FRISBIE; SMITH, 2010; TOUPADAKIS et al., 2010). Essas imprecisdes devem ser mais
estudadas e compreendidas para estabelecer a fonte benéfica do tecido de origem das CTMs,
principalmente quando s&o voltadas para tratamento de tecidos especificos, como a cartilagem
articular.

Os condrdcitos e as CTMs provenientes da medula 6ssea e do tecido adiposo sdo as
principais fontes utilizadas para reparacao da cartilagem, todavia presume-se que as células
isoladas a partir de tecidos oriundos das articulagcbes, como membrana sinovial ou liquido
sinovial possam ser uma fonte mais favoravel para o tratamento das enfermidades de origem
articular. Tal suposicao baseia-se no fato das CTMs derivadas de tecido sinovial apresentarem,
segundo alguns autores, maior potencial condrogénico in vitro do que as CTMs obtidas de
medula 6ssea, peridsteo, musculo esquelético e tecido adiposo (SAKAGUCHI et al., 2005;
MOCHIZUKI et al., 2006; SHIRASAWA et al., 2006; YOSHIMURA et al., 2007). Porém, essa
afirmacdo foi fundamentada apenas por aumento no tamanho dos pellets formados apds
diferenciacdo condrogénica e na expressao do colageno tipo Il por meio de RT-PCR em
humanos e ratos. Logo, ainda faltam estudos in vitro e in vivo, nas espécies alvo para comprovar

essa hipotese.
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Além disso, foi demonstrado que as células obtidas da medula déssea, em situagdes de
diferenciacdo condrogénica in vitro, podem resultar em cartilagem hipertréfica, formada
durante os estagios finais da ossificacdo. Este fendtipo celular € representado pela sintese de
colageno X, que resulta em fibrocartilagem, com propriedade funcional inferior, capaz de
originar mineralizacdo e, consequentemente, indesejavel e nociva a qualquer processo de
regeneracdo cartilaginea (MCCARTHY et al., 2012).

O uso de CTMs em enfermidades articulares é uma terapia em evolucgéo e aparentemente
pode proporcionar beneficios aos pacientes (FORTIER et al., 2010; STEWART, 2011). Ainda
ndo esta claro qual € o nimero ideal de CTMs necessario 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 dssea, tecido adiposo e liquido
sinovial apresentam atividades bioldgicas distintas, principalmente relacionadas a sintese de
matriz extracelular apds diferenciacdo condrogénica. Além disso, procurou estabelecer se tais
diferencas justificariam uso preferencial nas aplicacbes clinicas e, consequentemente, no

tratamento especifico de enfermidades articulares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta revisédo, serdo abordadas as propriedades das células-tronco mesenquimais e sua
terapéutica para enfermidades de origem locomotora nos equinos, assim como 0S aspectos
estruturais, morfoldgicos e funcionais do complexo que envolve a cartilagem articular. As
informacbes obtidas foram pesquisadas por meio das plataformas Pubmed, Scopus,

ScienceDirect e livros.

2.1 Células-tronco mesenquimais

A descoberta das células-tronco mesenquimais (CTMSs) ocorreu na década de 1970,
guando Friedensteim e colaboradores relataram pela primeira vez uma subpopulacdo de células
originarias da medula 6ssea com capacidade de formar coldnias a partir da sua capacidade de
aderéncia a superficie plastica, nomeando-as como unidades formadoras de col6nias. Tais
células também demonstraram habilidades no processo de diferenciacdo em osteoblastos
(PROCKOP, 1997; BROOKE et al., 2007).

Em 1991 o termo CTMs foi entdo introduzido na literatura por Arnold Caplan, que as
definiu como células estromais, capazes de diferenciacdo celular, com habilidades de
autorrenovacao e caracteristicas de migracdo para tecidos (MAO et al., 2015).

As CTMs correspondem a uma populacdo heterogénea de células estromais, com
potencial multipotente, ou seja, atuacdo no processo de diferenciacédo nos tecidos do mesoderma
(CHEN et al., 2008), como exemplo na diferenciacdo da cartilagem, 0sso e tecido adiposo.
Além disso, oferecem suporte na hematopoese e na formacéo de adip6citos na medula (1M,
2017).

Com base nas propriedades das CTMs, existe enorme interesse de pesquisadores nessa
area, com foco no tratamento de doencas cardiacas (HARE et al., 2013), respiratorias (LALU
et al., 2014), digestivas (DUIJVESTEIN et al., 2010) locomotoras (RICHARDSON et al.,
2016), assim como algumas doencas de origem neuroldgica (RUFF; FAULKNER;
FEHLINGS, 2013; MAIA et al., 2015).

As CTMs podem ser extraidas de diversas fontes, sendo que nos cavalos ja foram
obtidas a partir da medula 6ssea, (GODWIN et al., 2012), tecido adiposo (DE MATTOS
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CARVALHO et al., 2009), corddo umbilical (TOUPADAKIS et al., 2010; RANERA et al.,
2011; BARBERINI et al., 2014), sangue do corddo umbilical (KOCH et al., 2007; MOHANTY
et al., 2014), membrana amniética (DE VITA et al., 2013; LANGE-CONSIGLIO et al., 2013),
sangue periférico (KOERNER et al., 2006) e também do liquido e da membrana sinovial
(FULBER 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 doenca articular
degenerativa (DE BARI et al., 2001). A partir disso, outros estudos iniciaram suas buscas, em
que o potencial condrogénico das CTMs da membrana sinovial de humanos foi comparada com
CTMs extraidas da medula 6ssea (SHIRASAWA et al., 2006). A caracterizagao e comprovagao
das suas habilidades de diferenciacao nas linhagens osteogénica, adipogénica e em especial na
demonstracdo de seu fenétipo condrogénico 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 extraidas do liquido sinovial foram
demonstradas também nos coelhos (KOGA et al., 2008) e ratos (YOSHIMURA et al., 2007) e
anos depois, 0 equino foi a espécie alvo de estudo, usando a fonte derivada do liquido e da
membrana sinovial em estudos que as caracterizaram (FULBER et al., 2016; BURK et al.,
2017).

Com o objetivo de diminuir as discrepancias na caracterizacdo das CTMs, a Sociedade
Internacional de Terapia Celular estabeleceu alguns critérios para sua identificacdo, destacando
suas caracteristicas, dentre as quais: a aderéncia ao plastico, a avaliacdo por citometria de fluxo
quanto a expressdo de marcadores de superficie CD90 (Thy-1), CD73 (ecto 5 nucleotidase) e
CD105 (endoglina), associada a inexisténcia da expressdo de CD45 (marcador e leucécitos),
CD34 (células hematopoiéticas), CD14 e CD11p (expressos em monocitos e macrofagos),
CD79a ou CD19 (marcadores de células B) e, ainda, a diferencia¢do condrogénica, osteogénica
e adipogénica (DOMINICI et al., 2006).

Os critérios mencionados séo exigidos para células de origem humana. A caracterizagdo
para outras espécies € ainda algo desafiador, devido a falta de marcadores especificos para a
espécie estudada (STEWART; STEWART, 2011). Nessas circunstancias, caracterizar as CTMs
obtidas de equinos € algo laborioso, pois a disponibilidade dos anticorpos espécie especificos é
ainda limitada (ARNHOLD et al., 2007; BORJESSON; PERONI, 2011; PASCUCCI et al.,
2011). Sendo assim, a identificacdo para outras espécies se torna restrita & adesdo das células
ao plastico, somado a diferenciagdo celular in vitro nas trés linhagens mesodermais
(condrogénica, osteogénica e adipogénica) (DOMINICI et al., 2006; ROZEMULLER et al.,
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2010). Portanto, a definicdo de um conjunto de marcadores para garantir a homogeneidade e
convic¢do na identificacdo das CTMs da espécie equina é ainda relevante (BORJESSON;
PERONI, 2011).

Apenas 0s marcadores CD13, CD44 e MHC-II estdo disponiveis comercialmente para
a espécie equina. Entretanto, alguns estudos demonstraram caracterizacao dessas células a partir
da aderéncia ao pléstico, diferenciacdo celular e expressdo de CD29, CD44 e CD90
(ARNHOLD et al., 2007), associado a auséncia da expressdo 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 diferengas
nas condigdes de cultura podem interferir diretamente com a sua qualidade (LIU et al., 2017).
A cultura prolongada resulta em alteracfes funcionais, como reducdo na proliferacdo, na
capacidade de formar colbnias secundarias e no seu potencial de diferenciacdo, tornando-se
celulas 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 modificacfes na expressao genética durante o processo de diferenciacédo
celular, ocorrem transformacdes nas células, como no seu tamanho, morfologia, potencial de
membrana e na sua atividade metabdlica (TAYLOR; CLEGG, 2011).

Para que as CTMs se diferenciem, sdo necessarios meios de cultura especificos
suplementados com diversos fatores de crescimento (TAYLOR; CLEGG, 2011).

Para a linhagem osteogénica os agentes indutores estabelecidos sdo betaglicerol fosfato,
acido ascorbico, dexametasona e soro fetal bovino (DOMINICI et al., 2006; STEWART,;
STEWART, 2011), resultando na diferenciacdo em osteoblastos ap6s trés semanas a partir da
identificacdo de depositos de calcio, matriz mineralizada e atividade de fosfatase alcalina apds
coloracdo com Von Kossa (DOMINICI et al., 2006), Alizarin Red ou cloreto de tetrazdlio
nitroazul, respectivamente. Outras técnicas para a confirmacdo da diferenciacdo osteogénica
sdo obtidas pela expressao dos genes Runx2 (relacionado ao fator de transcricéo 2), do colageno
tipo I, da osteopontina, da osteonectina, da osteocalcina e da 1 integrina (TAYLOR; CLEGG,
2011).

O meio de cultivo indutor para diferenciacdo adipogénica deve ser enriquecido com
isobutilxantina, fosfodiesterase, pantotenato, biotina, insulina, dexametasona, soro fetal bovino,
indometacina e rosiglitazona (GUEST; OUSEY; SMITH, 2008). Os agentes indutores séo
ligeiramente diferentes ao comparar a diferenciacdo de CTMs humano, pois, em células de
equinos se faz necessario adicionar soro de coelho ao meio de cultura. O cultivo em

monocamada celular é ativado pelo gene de receptores ativadores de proliferacdo de
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peroxissomos gama (PPAR-y), desta forma, acumulam goticulas lipidicas no citoplasma,
evidenciadas pela coloracdo positiva de Oil Red O. Outra forma de deteccdo adipogénica,
envolve a expressdo do gene PPAR-y para identificagdo de proteinas adiponectina e f1 integrina
(TAYLOR; CLEGG, 2011).

A inducdo das CTMs em condrocitos pode ser realizada in vitro, entretanto, demanda
protocolo de cultura tridimensional possivel de ser realizado dentro de tubos c6nicos, resultando
em micromassas ou esferoides. Os fatores de crescimentos necessarios para essa diferenciacao
sdo: fator transformador beta (TGF-B1), proteina morfogénica déssea-2 (BMP-2), fator de
diferenciacdo de crescimento-5 (GDF-5) (MURPHY et al., 2015), &cido ascorbico, insulina
transferrina sodico (ITS) e dexametasona. A deteccdo de proteoglicanos € identificada
histologicamente pela coloracdo positiva de azul de toluidina e alcian blue. A expresséo génica
inclui analise de fator de transcricdo SOX9, colageno tipo Il e agrecam (STEWART;
STEWART, 2011).

Embora as células possam ser encontradas em diversos tecidos, as células oriundas de
medula 6ssea e tecido adiposo sdo as mais estudadas (IM, 2017). Ha certa desvantagem quanto
a obtencdo de celulas da medula 6ssea em relacdo ao tecido adiposo, isto se deve tanto ao
procedimento teoricamente mais invasivo durante a aspiracao da medula, quanto ao niumero de
CTMs obtidas. O tecido adiposo produz maior nimero de células, somado ao procedimento
menos invasivo, atraindo cada vez mais os pesquisadores (FRASER et al., 2006).

Porém, apds alguns ensaios in vitro com células de humanos, foi possivel demonstrar
que existem diferencas nas caracteristicas destas células com relacdo a diferenciacdo celular
para a linhagem osteogénica. Um estudo demonstrou maior atividade da fosfatase alcalina nas
células de tecido adiposo quando comparada com células da medula 6ssea (ZUK et al., 2001).
Entretanto, outro estudo ndo observou diferenca quanto a atividade de fosfatase alcalina e o
contetdo de calcio apds diferenciacdo osteogénica de ambas as fontes (DE UGARTE et al.,
2003). Em carater contraditorio, foi demonstrado que as células do tecido adiposo sdo inferiores
as células extraidas da medula dssea, durante o processo de diferenciacdo osteogénica, por
apresentarem baixa atividade de fosfatase alcalina, menor mineralizacdo e menor expressao 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 extraidas
e as diferencas relacionadas ao potencial de diferenciagdo (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
0SS0 apos transplante in vivo (SACCHETTI et al., 2016).
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Nos ultimos anos foi sugerido que a regulacdo da dindmica e da funcdo da mitocéndria
é essencial para a diferenciacdo de CTMs. As mitocéndrias sdo organelas das células
eucaridticas, e possuem papel essencial na longevidade dos organismos devido sua funcao no
metabolismo energético e na morte celular. O equilibrio entre a dindmica e a morfologia
mitocondrial é crucial para a manutencdo da homeostase dos tecidos: a dindmica mitocondrial
regula o destino das CTMs (LI et al., 2017).

As condicdes da atividade metabdlica sdo diferentes nas CTMs quando comparadas as
células diferenciadas. As CTMs sdo mais dependentes da glicolise, enquanto que as células
diferenciadas dependem mais do metabolismo oxidativo (HOFMANN et al., 2012; HSU et al.,
2016).

Em situacdes in vitro em longo prazo, a cultura exibe menor proporcao significativa de
células com uma distribuicdo mitocondrial perinuclear, demonstrando maior teor de adenosina
trifosfato (ATP) e tendem a se diferenciar quando comparadas com as células de uma passagem
anterior. Apoés o inicio do processo de diferenciacdo, as mitocondrias presentes nas CTMs séo
ativadas por meio de mecanismo ainda desconhecido e a fosforilacdo oxidativa torna-se a
principal fonte de ATP (LI et al., 2017).

H& aumento de geracgdo de espécies reativas de oxigénio durante o processo de inducgao
da diferenciagdo condrogénica (in vitro) (JALLALI et al., 2007; MORITA et al., 2007,
HEYWOOD; LEE, 2016). Além disso, interessantemente, a diferenciagdo em condrocitos
parece ser regulada pela adicdo de peroxido de hidrogénio, e inibida pela administracdo do
antioxidante N-acetilcisteina, sugerindo que espécies reativas de oxigénio geradas por NADPH
desempenham papel importante na condrogénese, essencial para a sobrevivéncia e
diferenciacdo apenas durante o estagio inicial da condrogénese (KIM et al., 2010).

As CTMs exercem seus efeitos terapéuticos por varios mecanismos, como a capacidade
de se diferenciar em varios tipos de células (mencionado anteriormente), enfatizando a
possibilidade de regeneracdo do tecido alvo; a capacidade de tropismo para locais inflamados
apos lesdo tecidual; a capacidade de segregar multiplas moléculas bioativas, capazes de
estimular a recuperacdo de células lesionadas, e assim, inibir a inflamacdo; a falta de
imunogenicidade e a capacidade de realizar fungbes imunomoduladoras (SHARMA et al.,
2014).

A capacidade de modular o ambiente inflamatorio é demonstrada por propriedades que
as CTMs possuem em suprimir a ativacao ou proliferacdo dos linfocitos, que ocorre por meio
do contato direto com o tecido ou por interacdo paracrina com interferon gama (INF-y)

produzidos por celulas do sistema imunologico. Apos essa interacdo, as CTMs desencadeiam a
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liberacdo de fatores sollveis, dentre eles, indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), IL-6 (HUAMAN
et al., 2019), IL-10 , PGE> (BOUFFI et al., 2010; HSU et al., 2013), IL-4, IL-10, o fator de
crescimento transformador beta (TGF-p) (BARRACHINA et al., 2016) e o fator de
crescimento hepatoide (HGF) (AGGARWAL; PITTENGER, 2004), resultando na inibicdo da
atividade de linfdcitos T, B e citotdxicos, células Natural Killer (NK) (CHEN et al., 2008;
NAUTA,; FIBBE, 2008)) e de células dendriticas apresentadoras de antigenos (BOUFFI et al.,
2010; VAN LENT; VAN DEN BERG, 2013).

Nesse contexto, apos exposicdo das CTMs ao ambiente inflamado quando sdo expostas
ao IFNy, destaca-se eventos em cascata ou simultaneos a partir da secrecdo de PGE>, mediado
principalmente por PTGER-2 (receptor da PGE>) (LEE et al., 2016), atuando principalmente
na inibicdo dos mediadores inflamatorios TNF-o, INF-y e metaloproteinases (MMPs)
(JORGENSEN, 2013) e estimulando a producdo de IL-10 (PERONI; BORJESSON, 2011;
CARRADE HOLT et al., 2012), que juntamente com IL-6 e IDO, promovem a converséo de
células T CD4" em células Treg CD4 + Foxp3 + (células T reguladoras), suprimindo a resposta
aloantigena (KYURKCHIEV, 2014). Ao secretar citocinas, as CTMs sdo envolvidas em
mecanismos de interacdes complexas com o sistema imune. As principais citocinas secretadas

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

Citocinas

secretadas por

Células alvo

CTMs

IL-10 Macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, Thl, Tregs eTrl,

IL-6 Neutréfilos, monadcitos, células dendriticas, células B, Th2, Tregs,
Th17 e CD8"FoxP3*

TGF-B Macréfagos, Natural killer, células dendriticas, células B, células
T e Tregs

Quimiocinas Neutréfilos, mondcitos, Natural killer, eosinofilos, basofilos,
ceélulas dendriticas e linfocitos

CCL-2/MCP-1 Macréfagos, células endoteliais, células plasmaticas, Th2 e Th17

CCL-5/RANTES | Neutréfilos, mondcitos, celulas dendriticas, Thl, Tregs e
CD8"FoxP3*

IDO Mondcitos, células dendriticas, células B, células T e Tregs

VEGF Células dendriticas, células endoteliais, Thl, Th17 e Tregs

ICAM Células T

PGE: Macréfagos, mondcitos, Natural Killer, células dendriticas, células

TeTrl

CTMs: Células-tronco mesenquimais; TGFp: fator de crescimento transformante f; CCL:
quimiocinas da familia CC; MCP-1: proteina quimiotatica de mondcitos 1; RANTES:
Quimiocinas expressas e secretadas por células T normais e regulada por ativacdo; IDO:
Indoleamina-2,3-dioxigenase; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; ICAM:
molécula de adesdo intercelular; PGE;: Prostaglandina E2; Th: linfécito T auxiliar; Tregs:
células T regulatorias; Trl: células T regulatorias 1. Fonte: (KYURKCHIEV, 2014), adaptado.

Vantagens nas aplicacOes terapéuticas das CTMs apontam mecanismos envolvidos com
baixa expressdo dos principais complexos de histocompatibilidade I e Il (MHC 1 e MHC 1l) e
auséncia de expressdo de moléculas capazes de estimular células T (CD40, CD80 e CD86)
(ZHANG et al., 2015).
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A imunogenicidade reduzida juntamente com a capacidade de regular o sistema imune,
permite as CTMs evitar o reconhecimento direto por células Natural Killer e previne a ativacéo
de linfocitos T em receptores, além de diminuir a ativacdo da via indireta por meio da
apresentacdo de MHC-I por células apresentadoras de antigenos para células B, seguido de
producdo de aloanticorpos. Essa caracteristica é vantajosa, uma vez que resulta em maior
eficacia e menor risco de inflamacdo no local apds a aplicacdo das CTMs, reduzindo assim
efeitos adversos (CONSENTIUS; REINKE; VOLK, 2015).

A descricdo de todas as habilidades de CTMs fornece um conhecimento sobre as células
de valor inestimavel, tanto para pesquisa, quanto para aplicagdo clinica, como no
desenvolvimento da regeneracgéo tecidual, que tem por finalidade a cura de lesdes provocadas
por doencas congeénitas ou degenerativas. A terapia celular propGe especialmente, a substitui¢do

de células doentes ou incapazes por células saudaveis.

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

As CTMs séo cada vez mais estudadas com o objetivo de tratar enfermidades articulares
nos equinos, ao demonstrar caracteristicas voltadas ao seu potencial regenerativo. Além disso,
o foco atual parece estar direcionado para a investigacdo da sua habilidade imunomoduladora.
A inflamacdo desempenha papel fundamental nas doencas de origem articular, visto que a
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios presentes no liquido sinovial, levam a ativacdo da
degradacdo enzimatica da cartilagem. As CTMs podem modular o ambiente local por meio da
interacdo direta ou paracrina com células do sistema imunoldgico, suprimindo sua proliferacéo
(como ja descrito na secdo anterior) e estabelecendo a retomada das fungdes do tecido alvo
(BARRACHINA et al., 2016).

O tratamento dos defeitos da cartilagem representa muitos desafios clinicos, dada sua
natureza avascular, aneural e alinfatica. A microfratura, que é uma técnica voltada para
estimulagdo da medula 6ssea, € um procedimento muito utilizado na prética cirurgica,
entretanto o tecido resultante nesse processo € predominantemente formado por
fibrocartilagem, que é inferior a cartilagem hialina. Existe crescente interesse de pesquisadores
na medicina regenerativa e engenharia de tecidos visando melhorar os resultados nos pacientes
que necessitam de reparacao da cartilagem (GOLDBERG et al., 2017), pois o tecido substituido

por fibrocartilagem ndo possui a mesma propriedade mecéanica, tornando-se vulneravel as
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forcas de cisalhamento da articulagdo (TAYLOR; SMITH; CLEGG, 2007; WILKE; VYDAM,;
NIXON, 2007).

Dentre as opg¢des de reparacdo ou regeneracdo da cartilagem sdo incluidos o uso de
enxertos osteocondrais, aplicacdes 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 condrdcitos autélogos (MALLICK et al., 2017) e aplicacdo de CTMs
(ORTVED; NIXON, 2016). Atualmente, a microfratura 6ssea subcondral associada a injecéo
intra-articular de CTMs parece estar a frente para tratar defeitos articulares nos equinos
(JOHNSON; FRISBIE, 2016). Ap6s a artroscopia, associado ou ndo a terapia celular, o
tratamento continua com metas de reabilitacdo ao fornecer suporte ao membro afetado,
restaurar flexibilidade articular, estabilidade e diminuir a dor perioperatoria (JOHNSON;
FRISBIE, 2016).

Originalmente, o principal foco da atividade terapéutica das CTMs estava voltada para
sua habilidade de diferenciacdo celular, considerando essa caracteristica fundamental no seu
envolvimento de regeneracdo tecidual (TAYLOR; SMITH; CLEGG, 2007), no entanto, outros
mecanismos de acdo destas células sdo considerados relevantes, como a secrecdo paracrina e a
interagdo células-célula, estimulando assim os mecanismos de cura inata do paciente (SMITH;
GARVICAN; FORTIER, 2014).

H4 indicios que as CTMs oriundas da medula Gssea demonstrem maior potencial
condrogénico quando comparadas com as células provenientes do tecido adiposo (VIDAL et
al., 2008), assim como maior potencial osteogénico em comparagdo com as células de tecido
adiposo (TOUPADAKIS et al., 2010).

Por outro lado, quando o tratamento tem por objetivo a regeneracdo por tecido
fibrocartilaginoso, como nos casos de lesdo de menisco, tanto as CTMs obtidas de tecido
adiposo ou medula 6ssea semeadas em scaffolds de colageno demonstram capacidade de
regeneracdo nos meniscos. Neste caso, as células-tronco de fonte adiposa sdo mais atrativas
para o tratamento ao ponderar 0 método de extracdo e o maior nimero de células que sdo
expandidas no laboratorio (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2016).

O tratamento com CTMs derivadas da medula 6ssea, infundindo cerca de 20x10° células
por via intra-articular em defeitos condrais na troclea femoral de equinos, levou a melhor
cicatrizagdo precocemente ao comparar animais tratados com fibrina. Contudo, este efeito ndo
foi mantido ap6s oito meses, demonstrando pouca diferenga em comparagdo com 0 outro grupo
do estudo (WILKE; VYDAM; NIXON, 2007).
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A avaliagdo do tratamento intra-articular com CTMs oriundas de medula 6ssea foi
investigado em equinos apds inducdo de microfraturas nos condilos mediais do fémur. Apds
um més da inducdo, um grupo de animais recebeu tratamento com CTMs, associadas com acido
hialurdnico e outro grupo recebeu apenas acido hialurdnico. A avaliagao por artroscopia revelou
maior qualidade tecidual e resisténcia da cartilagem, além de aumento na concentracdo de
agrecam obtida por meio da avaliacdo imuno-histoquimica nas articulagcdes tratadas com as
CTMs (McILWRAITH et al., 2011).

Outro estudo descreveu um caso de um cavalo de 4 anos de idade da raca Puro sangue
inglés com defeitos bilaterais nos condilos femorais mediais associado & lesdo no ligamento
cruzado cranial, que foi tratado por artroscopia e apds noventa dias recebeu 2 x 10° CTMs
oriundas da medula éssea suspensas em cola de fibrina. Apos cinco e 13 meses do exame inicial
esse cavalo recebeu nova aplicacdo de células suspensas em ringer com lactato, nos respectivos
periodos mencionados. Quatro meses apds a realizacdo do tratamento foi demonstrado reducédo
na profundidade dos defeitos da cartilagem e melhora moderada no ligamento cruzado cranial
e apo6s 15 meses o cavalo voltou as corridas demonstrando desempenho semelhante quando
comparado ao que ele tinha anterior a leséo, incluindo momentos em que ele venceu 0s pareos
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 6ssea associado a microfraturas e outro grupo foi
tratado apenas com microfratura e demonstraram tanto macroscopicamente quanto por
histologia e por ressonancia magnética, melhor cicatrizacdo 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 trés casos de equinos com lesdo na articulacdo
femorotibial tratados com artroscopia seguida por aplicacdo de CTMs derivadas de medula
Ossea demonstraram que 43% dos cavalos tratados voltaram ao esporte com 0 mesmo
desempenho que tinham anterior a lesdo, outros 33% dos cavalos voltaram ao esporte, porém
com nivel de performance inferior a ocorréncia da lesdo e 24% dos cavalos ndo voltaram ao
esporte. Por apresentar perspectiva e porcentagem significativa de retorno atlético desses
animais, pode-se supor que as CTMs apresentam caracteristicas promissoras (FERRIS et al.,
2014).

Em defeitos condrais induzidos experimentalmente a aplicacéo intralesional de CTMs
derivadas de tecido adiposo demonstrou melhora nas condi¢des inflamatdrias articulares, ou

seja, apresentaram menor nimero de linfdcitos e neutréfilos no liquido sinovial avaliado apds
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o tratamento. Além disso, as articula¢des tratadas demonstraram formacéo de fibrocartilagem
e resultaram em melhor tecido de reparacdo quando observados macroscopicamente, enquanto
o0s animais com defeitos condrais ndo tratados demonstraram maior intensidade de fibrose por
apresentarem concentracdo de células fibroblasticas e maior area de transicdo entre o tecido
neoformado e a cartilagem normal, observando a presenca de condrdcitos mortos e lacunas
vazias (YAMADA et al., 2013).

A aplicacdo de PRP ativado com trombina como arcabouco para as aplicacdes de 10’
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 macroscépico do tecido de reparacdo condral, resistentes a palpacdo com probe,
observados durante o procedimento de avalia¢do cirdrgica por artroscopia em que o tecido
demonstrou maior similaridade cartilaginea, com aderéncia as bordas das lesbes e
preenchimento das areas totais dos defeitos condrais induzidos, enquanto cavalos nédo tratados
demonstraram falhas de preenchimento, com aspecto fridvel e pouco aderido na lesdo
(YAMADA et al., 2016).

Um estudo randomizado, multicéntrico, controlado e duplo cego verificou a eficacia do
tratamento de osteoartrite em setenta equinos com grau de claudicagéo entre 2 a 4 avaliados de
acordo com os critérios da Associagdo Americana de Veterinarios de Equinos (AAEP) com
duas aplica¢bes de CTMs alogénicas derivadas de tecido adiposo com intervalo de 45 dias. Os
cavalos foram acompanhados por 90 dias e os animais tratados demonstraram reducao
significativa (considerando P < 0.05) na claudicacdo, associado a diminuicdo do processo
inflamatorio local, observados por meio da diminuicdo da temperatura local e efusdo articular
(MARINAS-PARDO et al., 2018).

As CTMs derivadas da sindvia ainda ndo foram estudadas extensivamente nos trabalhos
in vivo na espécie equina, entretanto, tais células parecem possuir maior capacidade para
diferenciacdo condrogénica, com menores chances de ossificacdo endocondral hipertrofica, que
é indesejavel e observada nos estudos com CTMs derivadas da medula 6ssea (ORTVED;
NIXON, 2016), sendo que essa caracteristica baseia-se em experimentos in vitro, em que as
células provenientes da medula 6ssea resultam em cartilagem hipertrofica apds serem
diferenciadas (MCCARTHY et al., 2012).

A avaliacdo da cicatrizacdo da cartilagem apds utilizacdo das células de sinovia, em
coelhos como modelos experimentais, demonstrou maior produgdo de matriz cartilaginosa,
proliferacdo celular e capacidade de cicatrizacdo superior as CTMs extraidas de tecido adiposo

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

Em engenharia de tecidos, as CTMs oriundas de liquido sinovial de coelhos associadas
a hidrogel de quitosana como scaffold, demonstraram reparacao tecidual macroscépica e na
avaliacdo histologica. A diferenciacdo condrogénica foi avaliada por expressédo de colageno I,
agrecam por PCR e marcadores de superficie CD34, CD45, CD44, CD90, CD166 por
citometria de fluxo, demonstrado resultado promissor para tratar defeitos cartilagineos nas
aplicacdes clinicas (JIA et al., 2019).

As células derivadas de membrana sinovial também oferecem regeneracdo dos
meniscos. As células extraidas da membrana sinovial desempenham papel fundamental durante
0 curso natural da cicatrizagdo de meniscos, dado seu potencial condrogénico. A investigacao
desta caracteristica foi elucidada em ratos transgénicos apds meniscectomia. Neste caso, houve
regeneracdo do menisco apds 12 semanas, comprovada por meio de microscopia eletrdnica ao
observar as caracteristicas meniscais e também expressdo de colageno tipo Il (HORIE et al.,
2009).

CTMs obtidas do liquido sinovial de pacientes humanos com osteoartrite severa
submetidos a substituicdes totais da articulagdo do joelho foram aplicadas (1 x 10°) por via
intra-articular em camundongos imunossuprimidos Balb-C™/" ap6s transeccdo do ligamento
cruzado e inducdo de osteoartrite e a avaliagdo macroscopica e histologica do tecido
cartilagineo, foi realizada ap6s 28 dias (primeiro grupo sacrificado) e 56 dias (segundo grupo
sacrificado), contudo, as CTMs xenogénicas ndao demonstraram influéncia benéfica ou
prejudicial nas articulacdes dos camundongos (NEYBECKER et al., 2018).

A realizacdo de artroscopia somado a aplicacdo intra-articular de CTMs derivadas de
tecido adiposo (4 x 10°) foi avaliado em trinta pacientes humanos com idade acima de 65 anos
diagnosticados com osteoartrite severa na articulacdo do joelho. Quase todos 0s pacientes
demonstraram melhora significativa durante a avaliacdo clinica ao longo de dois anos de
acompanhamento, seguido de avaliacdo por meio de artroscopia que resultou em melhora
macroscopica da cartilagem ou ndo demonstraram piora na degradacdo, considerando o
tratamento efetivo e seguro com reducao da dor e melhora da funcdo (KOH et al., 2015).

Outro estudo clinico em humanos diagnosticados com osteoartrite cronica e tratados
com CTMs derivadas da medula dssea (40,9 x 10%), demonstrou ser viavel, seguro e eficaz,
resultando em diminuicdo da intensidade da dor relatada pelos pacientes e reducdo na
incapacidade funcional musculoesquelética, com sinais de reparo da cartilagem apds doze
meses em que o tratamento foi realizado, quando as articulagdes foram visualizados por

ressonancia magnética (SOLER et al., 2016).
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Embora a utilizacio de CTMs em enfermidades articulares mostrem resultados
promissores com aparente diferenciacdo condrogénica, CTMs com caracteristicas hipertroficas
apos diferenciacdo e expansdo limitada ainda permanecem (GOLDBERG et al., 2017).

A elaboracdo de scaffolds de quitosana incorporados a nanoparticulas de 6xido de
grafeno parece demonstrar uma composic¢do atrativa para os condrdcitos (SHAMEKHI et al.,
2019). Esses estudos vém crescendo e parecem significativos para abordagem terapéutica
envolvendo as articulagdes.

Na busca do tratamento regenerativo da cartilagem, vérias fontes de células séo
investigadas, incluindo medula éssea (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 liquido sinovial (MURATA et al.,
2014, FULBER et al., 2016; MURATA et al., 2018), entretanto, ainda, sem qualquer evidéncia
clara de superioridade de uma fonte em relacdo a outra (ORTVED; NIXON, 2016). Embora os
estudos estejam avancando, ainda ndo esta claro qual é a quantidade de células que deve ser
utilizada ou, como ja 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 condigdes fisioldgicas, as superficies dsseas de todas as articulagbes sinoviais sao
protegidas por uma fina camada translucida de tecido conjuntivo, conhecida como cartilagem
articular hialina (MARKS, 2014). Os principais componentes da cartilagem articular sdo: agua
que compreende 65-80% do seu peso Umido, coldgeno que compreende 10-30% do seu peso
umido, moléculas de proteoglicano que compreendem 5 a 10% do seu peso Umido, células
conhecidas como condrécitos, compreendendo aproximadamente 1-2% (CARON, 2003) ou 1-
5% (MOBASHERI et al., 2014), e pequena quantidade de outras proteinas ndo colagenas,
glicoproteinas e lipidios (MARKS, 2014).

As articulages sinoviais (Figura 1) sé@o encontradas em locais de grande mobilidade,
delimitadas pela capsula articular e revestidas por membrana sinovial, que por sua vez, secretam
liquido sinovial que nutre e lubrifica a articulacdo (HUI et al., 2013; ORTH et al., 2014;
SALVA; MERRILL, 2016). A cartilagem hialina é avascular, aneural e alinfatica (ORTH et
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al., 2014), portanto, todos os nutrientes e oxigénio sao proporcionados por um processo de
difusdo por meio do osso subcondral e do liquido sinovial (BEEKUIZEN, 2014; DEMOOR et
al., 2014).

O primeiro sinal morfologico do desenvolvimento da cartilagem foi a partir de um
processo denominado de condensacédo, onde as CTMs indiferenciadas, derivadas do mesoderma
migram para a regido regidas por interacbes célula-célula e célula-matriz, formando uma
interzona. Este processo é importante para a diferenciacdo dos condrdcitos que produzem
abundante matriz extracelular, constituida de proteoglicanos, glicosaminoglicanos, elastina e
colégeno tipo I, IX e XI, formando assim o anel cartilaginoso (MACKIE et al., 2008; KWON
et al., 2016). A interzona por sua vez, é constituida por trés camadas: duas camadas externas
que contribuem para o crescimento de epifises de 0ssos longos, e uma camada interna que forma
a cavidade condral ou superficie articular (SALVA; MERRILL, 2016). Subsequentemente, as
celulas 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 condrdcitos, na composic¢ao da matriz extracelular e na orientacdo do
colageno tipo Il em relacdo a superficie articular e ao 0sso subcondral. A zona superficial ou
zona tangencial protege camadas mais profundas das forgas compressivas e compde de 10% a
20% da espessura da cartilagem articular. As fibras de coldgeno desta zona sdo alinhadas
paralelamente a superficie articular. A camada superficial contém ndmero relativamente
elevado de condrécitos achatados. Essa zona esta em contato com o liquido sinovial, sendo
responsavel pela maioria das propriedades de tracdo da cartilagem, o que Ihe permite resistir as
forcas de compressao e tensdo impostas pela articulagdo (ALFORD, 2005).

A zona intermédia ou transitoria proporciona ponte anatémica e funcional entre as zonas
superficial e profunda. A zona intermediaria representa 40% a 60% do volume total da
cartilagem, e contém proteoglicanos e fibrilas de colageno mais espessas. Nesta camada, 0
colageno é organizado obliquamente, e os condrocitos sdo esféricos, de baixa densidade e
orientados em colunas perpendiculares paralelas as fibras coldgenas. Funcionalmente, a zona
intermediaria € a primeira linha de resisténcia as for¢as compressivas (SOPHIA FOX; BEDI;
RODEO, 2009; MOBASHERI et al., 2014).

A zona profunda é responsavel por fornecer a maior resisténcia as forcas compressivas,
pois as fibrilas de colageno estdo dispostas perpendicularmente a superficie articular e se
estendem em direcéo a tidemark, conhecido como fronteira entre as camadas calcificadas e ndo
calcificadas da cartilagem, na qual é originada pela atividade dos condrocitos (SURI; WALSH,

2012). A zona profunda contém as fibrilas de coldgeno de maior didmetro, com teor de
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proteoglicano mais alto e menor concentracdo de &gua. Os condrdcitos sdo tipicamente
dispostos em orientacdo colunar, esféricos, paralelos as fibras coldgenas e perpendiculares a
linha articular. A zona profunda representa aproximadamente 30% do volume da cartilagem
articular. Gracas a elevada concentracdo de proteoglicanos, a zona profunda garante maior

resisténcia as forcas de compressdo (MOBASHERI et al., 2014).
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Figura 1 — Estrutura da articulacdo sinovial e esquema da organizacao da cartilagem articular

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

2.2.1 Os condrocitos

O principal tipo de célula presente na cartilagem sdo os condrocitos, 0s quais séo
derivados de CTMs e ocupam aproximadamente 1-5% do volume da cartilagem articular. Além

disso, os condrocitos sdo responsaveis pela sintese e manutencdo da matriz extracelular,
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descritos como “arquitetos” da cartilagem (MOBASHERI et al., 2014) e s&o consideravelmente
protagonistas na tentativa de regeneracdo cartilaginea por sintetizar matriz extracelular
(MACIULAITIS et al., 2016).

Histologicamente, os condrocitos sdo células isoladas umas das outras, envoltos por
quantidade considerdvel de matriz extracelular (MOBASHERI et al., 2014), ou seja, uma
combinacéo formada por alta concentracdo de proteoglicanos especialmente agrecam, dispostos
a rede de fibras de colageno tipo Il (VENN, 1979), colageno tipo IX, VI e Xl e proteinas ndo
colagenas, como a fibronectina (figura 2).

Dentro da cartilagem, os condrdcitos sdo submetidos a numerosos fatores mecénicos e
ambientais que regulam sua atividade metabdlica e seu fenotipo. Eles sdo altamente
especializados e metabolicamente ativos, desempenham considerdvel papel no
desenvolvimento, manutencao e reparacdo da matriz extracelular de acordo com os diferentes
sinais que percebem (BHOSALE; RICHARDSON, 2008; DEMOOR et al., 2014; VLADAR et
al., 2015).

Os condrdcitos sdo responsaveis pelo turnover, a partir da deteccdo de alteracbes na
composicdo macromolecular e na organizacdo da matriz, com importante capacidade para
manter o equilibrio entre sua atividade anabdlica e catabélica (AIGNER; STOVE, 2003).

Sabe-se que a carga mecénica exercida sobre a cartilagem cria sinais mecénicos e
elétricos que ajudam a direcionar a atividade dos condrocitos entre a sintese ou a degradagao
da matriz (MOBASHERI et al., 2014). Dentro deste contexto, a homeostase da cartilagem
articular é obtida por meio da sintese dos componentes da matriz ou pela regulacao de enzimas
proteoliticas, como as metaloproteinases, hialuronidases e agrecanases (DEMOOR et al., 2014),
e pela sinalizagdo, por meio da relativa quantidade de citocinas e fatores de crescimento
presente na cartilagem ou no liquido sinovial (GOLDRING; GOLDRING, 2010; DEMOOR et
al., 2014).

Além disso, em condicBes fisioldgicas, os condrdcitos secretam fatores anti-
angiogénicos, como os peptideos reguladores troponina | e trombospondina-1, e inibidores de
enzimas de degradacdo da matriz, incluindo inibidores teciduais de metaloproteinases, inibidor
secretor de proteinase de leucocitos e inibidor do ativador do plasminogénio (SURI; WALSH,
2012).

Entre os receptores envolvidos na sinalizagdo hialurénica, o0 CD44 é o mais comum nas
membranas celulares (ISHIDA et al., 1997. Os condrdcitos que expressam maior quantidade de
CD44, parecem exibir maior potencial condrogénico (GROGAN et al., 2007).

Os condrocitos tém um potencial limitado para a replicacdo, um fator que contribui para
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a limitada capacidade intrinseca de cicatrizacdo da cartilagem em resposta a lesdo. A
sobrevivéncia dos condrdcitos depende de um 6timo ambiente quimico e mecéanico (SOPHIA
FOX; BEDI; RODEO, 2009). Sendo assim, parte da patogenia da degeneracdo condral pode
ser explicada pela atividade metabolica dos condrécitos, pois como ja mencionado, sua fungédo
é manter equilibrio entre a sintese e a degradacdo da matriz extracelular, através da secre¢do de
seus componentes macromoleculares (coldgeno, proteoglicanos e glicosaminoglicanos) e a
modulacéo do turnover fisioldgico da matriz (GOLDRING, 2000).

Do ponto de vista molecular, os mediadores liticos, como as citocinas, radicais livres,
proteases e prostaglandinas secretados pelos condrocitos e liberados na matriz extracelular séo
controlados por producdo equilibrada de substancias anabdlicas e reparadoras, como fatores de
crescimento, inibidores de citocinas catabdlicas e inibidores de enzimas degradativas
(MORTELLARO, 2003).
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Figura 2 - Organizagdo molecular da matriz extracelular da cartilagem articular.

Legenda: Matriz cartilaginea em zonas definidas pela distancia do condrdcito. Matriz pericelular ao redor da célula,
acido hialurénico (AH) ou hialuronam e sua ligagcdo com o receptor CD44. Matriz territorial e interterritorial com
pré-colageno, forma precursora transitoriamente na matriz, quebrada rapidamente pelas pro-colageno peptidases,

removendo os pré-peptideos e formando as moléculas de colageno, que espontaneamente se dispem numa



46

formacéo escalonada, formando as fibrilas de coladgeno, CLIP — proteina 1 da camada intermédia da cartilagem;
COMP - proteina de matriz oligométrica da cartilagem; CS - condroitim sulfato; KS — queratam; PRELP - proteina
de repeticao rica em leucina, em prolina e arginina. Fonte: (HEINEGARD; SAXNE, 2011), adaptado.

2.2.2 Componentes da matriz extracelular cartilaginea

As células constituem tecidos durante o desenvolvimento dos organismos vertebrados,
originando tecido epitelial, nervoso, muscular e conjuntivo. No tecido conjuntivo, 0 espago
entre as células é preenchido por substancias semelhante a gel, sintetizadas e secretadas por
elas, determinando a matriz extracelular. Os componentes do tecido conjuntivo sdo células
especializadas, fibras e substancias fundamentais que constitui um complexo viscoso e
altamente hidrofilico de macromoléculas aniénicas formadas por polissacarideos (NELSON,
COX, 2014).

A respeito da matriz extracelular cartilaginea, as macromoléculas consistem em
colagenos, proteoglicanos, glicosaminoglicanos e glicoproteinas adesivas, que proporcionam
arcabougo fisico para sustentar a estrutura do tecido, determinando hidratacéo, com importante
papel no controle das trocas de nutrientes e residuos, nas interacfes célula-matriz e na
sinalizacdo da difusdo molecular. Desta forma, a matriz extracelular € importante durante o
processo de regulacdo do comportamento celular e desempenha um papel relevante nos
processos de carater fisioldgico e patoldgico (VIGETTI et al., 2014).

As interacGes célula-matriz mediadas por receptores celulares especificos e epitopos de
ligacdo celular em muitas moléculas da matriz desempenham a funcéo na fixacdo e migracéao
das células, assim como promovem diferenciacdo celular e niveis de expressdo génica. Dessa
forma, a matriz fornece microambiente fisiol6gico especial para as células, protegendo-as de
influéncias mecanicas, na morfogénese e metabolismo celular atribuida ao armazenamento e

liberacdo de fatores de crescimento.
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2.2.2.1 Coléageno

O colageno ¢ a proteina mais abundante nos vertebrados e representa um componente
importante na matriz extracelular. Podem ser classificados em formadores de fibrilas (colageno
tipo I, 11, 111V e XI), FACIT (fibril-associated collagen with interrupted triple Helix) (colageno
tipo IX, XII, X1V, XVI e XIX), e ndo fibrilares de cadeia curta (colageno tipo VIII, X), de
membrana basal (colageno tipo 1V), de fibrilas de ancoragem (colageno tipo VII) e
microfibrilares (colageno tipo VI). Apesar das diferencas entre os coldgenos, todos
compartilham uma estrutura de tripla hélice composta de trés polipeptideos, conhecidos como
cadeias a, consistindo em repetices de Gly-X-Y, onde X é qualquer aminoacido, e Y €
frequentemente prolina ou hidroxiprolina (MICHELACCI, 2003).

O colageno é a macromolécula estrutural mais abundante na matriz extracelular,
constituindo cerca de 60% do peso seco da cartilagem. O colageno tipo Il representa de 90% a
95% e forma fibrilas e fibras entrelacadas com agregados de proteoglicanos, o que confere a
propriedade biomecanica articular de resisténcia as forcas compressivas (LAVERTY;
GIRARD, 2013). Este tipo de coladgeno consiste em trés proteinas idénticas, com cerca de 1000
amino&cidos em cada, chamadas de cadeias al. Elas sdo enroladas umas as outras formando
uma tripla hélice. A molécula é formada intracelularmente a partir de pro-peptideos nos
terminais N (amino) e C (carboxi), que séo clivados no espaco extracelular por proteinases,
liberando a molécula de colageno final ainda agregadas em fibrilas (MCILWRAITH et al.,
2016).

Os tipos de colageno I, IV, V, VI, IX e XI também estdo presentes, porém em propor¢do
menor. Os colagenos secundarios ajudam a formar e estabilizar a rede de fibrilas do colageno
tipo 11 (SOPHIA FOX; BEDI; RODEO, 2009).

Estudos ultra estruturais demonstram sobreposicéo entre o colageno tipo IV com a
matriz do colageno tipo Il, representando componente molecular central que forma uma
interface mecanica entre a matriz rigida e as células. Foi demonstrado que o colageno tipo IV é
capaz de se ligar a diferentes moléculas, entre elas, o decorim, fibromodulim e fibronectina
(TILLET etal., 1994). Adicionalmente, o colageno tipo IV possui alta afinidade com a molécula
de acido hialurénico e possivelmente essa ligagdo possui papel significativo nos processos de
crescimento e remodelamento do tecido conjuntivo (KIELTY et al.,, 1992). Portanto,
presumivelmente, o colédgeno tipo IV possui envolvimento na ancoragem e sinalizacéo celular
da matriz (AIGNER; STOVE, 2003).
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O colégeno tipo I1X é membro da familia dos FACIT (fibril-associated collagen with
interrupted triple Helix), ou seja, colageno associado com fibrilas com tripla hélice interrupta,
portanto, ndo se organiza em fibrilas, mas esta presente na superficie de fibrilas formadas por
colagenos tipo | e XI (GELSE, POSCHL, AIGNER, 2003). O colageno tipo IX é formado por
trés diferentes cadeias a: al(1X), a2(1X) e a3(1X) e se constitui em trés dominios tripla hélice
(COL1-3) intercalados por dominios que ndo formam hélices (NC1-4). Essa molécula se
associa as superficies das fibrilas de coldgeno por meio de ligacGes cruzadas antiparalelas com
moléculas de colageno tipo Il (WU et al., 1992). Os dominios COL3 e NC4 projetam-se da
superficie da molécula e acredita-se que sejam importantes sitios de ligacdo para outros
componentes da matriz extracelular. O colageno tipo IX pode ser considerado um
proteoglicano, pois pode ser glicosilado com condroitim sulfato no dominio NC3 de suas
cadeias a2 (MARTEL-PELLETIER et al., 2008). O colageno XI esta localizado no nucleo das
fibrilas do colageno Il e parece estar envolvido na iniciacdo da formagao dessas fibrilas e
também na limitag&o do seu didmetro (AIGNER; STOVE, 2003). A funcéo do colageno XVI,
gue também esta presente na cartilagem articular, € até agora desconhecida (LAI; CHU, 1996),
mas provavelmente atua como proteina que conecta e organiza as redes fibrilares, modulando
a integridade e estabilidade da matriz extracelular (GRASSEL; BAUER, 2013).

O colageno X desempenha atividade durante a ossificacdo endocondral, sendo
sintetizado por condrocitos hipertroficos durante o processo de crescimento epifisario nos
animais em crescimento, com importante papel na mineralizacdo da matriz. Este mesmo
colageno € expresso nos animais e pacientes humanos com enfermidades articulares, como
exemplo no desenvolvimento da osteoartrite, principalmente por estar associado ao processo de
maior mineralizag&o da cartilagem articular (MCILWRAITH et al., 2016) .

O colageno secretado pelos condrdcitos, em especial o tipo IlI, forma uma rede
tridimensional onde estdo os agregados de proteoglicanos e &cido hialurénico em forma de arco,
que proporciona a natureza rigida da cartilagem. O predominio de proteoglicanos na cartilagem
madura € em mondmero de agrecam, agregados com acido hialurénico por meio de proteinas

de ligacdo, 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 séo ligadas covalentemente
(COUCHMAN; PATAKI, 2012). A cartilagem possui proteoglicanos com cadeias laterais de
condroitim sulfato, que fazem parte da familia da lectina, ou seja, 0 agrecam, componente
essencial presente na matriz extracelular cartilaginea; e versicam presente na matriz extracelular
de diversos tecidos, inclusive na cartilagem (KNUDSON; KNUDSON, 2016; MCILWRAITH
etal., 2016b).

Esses proteoglicanos compB8em a estrutura do tecido conjuntivo, assim como possuem
funcGes como mediar a adesdo das células a matriz extracelular e ligar-se a fatores que
estimulam a proliferagdo celular. Suas propriedades sé&o determinadas principalmente pelo
glicosaminoglicano especifico 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 fibrilogénese
de col&geno, tamanho das suas fibrilas e sua disposicdo no tecido, com importante papel na
manutencdo da integridade cartilaginea (ROUGHLEY, 2006).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da familia de proteoglicanos ricos em leucina.
Fonte: (NI; LI; ZHOU, 2014), adaptado.

Os proteoglicanos variam tanto na forma, como em funcdo. O decorim € abundante em
tecido conjuntivo onde pode participar da regulacdo e formacao de fibras colagenas intersticiais.
Ele possui apenas uma cadeia de dermatan sulfato ou condroitim sulfato ligados & extremidade
N-terminal da proteina (COUCHMAN; PATAKI, 2012).

Os membros da familia ricos em leucina participam da regulacdo da fibrilogénese do
colageno, pois possuem a capacidade de se ligar em diferentes regides do colageno e desta
forma no envolvimento da organizacdo 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 dominio central e residuos
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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 esta presente na matriz extracelular da cartilagem articular humana
em todas as idades, embora sua abundancia seja muito maior no adulto. Na cartilagem adulta o
lumicam existe predominantemente em uma forma de glicoproteina sem queratam sulfato,
enguanto 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 superficie das
células e em ambientes pericelulares, e parece demonstrar envolvimento na morfogénese e na
diferenciacéo 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 coldgeno, como as do tipo | (WEBER; HARRISON;
10ZZ0, 1996), tipo Il (HARDINGHAM; FOSANG, 1992), e alta afinidade por fibras do tipo
VI (BIDANSET et al., 1992). As interacGes de proteoglicanos ricos em leucina e o colageno
parecem importantes para o processo de organizagdo das fibras coldgenas. O decorim ainda
pode ser observado em &reas da matriz interterritorial em regides mais profundas da cartilagem,
todavia, pode ser encontrado na superficie cartilaginea, associado ao coléageno IX (HAGG;
BRUCKNER; HEDBOM, 1998).

O fibromodulim, decorim e biglicam parecem modular a atividade do TGF-B
(HILDEBRAND et al., 1994), um fator de crescimento transformador, mediador central da
fibrilogénese (BIERNACKA; DOBACZEWSKI; FRANGOGIANNIS, 2011), secretados por
varios tipos celulares e comprometidos com a homeostase e reparo dos tecidos, respostas
imunoldgicas e inflamatdrias, deposicdo de matriz extracelular, controle da proliferacéo,
diferenciacdo e adesdo celular (HILDEBRAND et al., 1994; BURTON-WURSTER et al.,
2003). Entretanto, camundongos nocautes do gene GOROB, demonstram ativacao elevada de
TGF-B no tecido 6sseo, 0 que consequentemente parece afetar a sintese dos proteoglicanos
biglicam e decorim com notéria diminui¢do na glicosilacdo ao dermatam sulfato desses
proteoglicanos e consequentemente menor concentracéo na cartilagem (CHAN et al., 2018).

Fragmentos de decorim e fibromodulim s&o evidentes nos processos degenerativos da
cartilagem e em lesdes de menisco, assim como na osteoartrite, com o decorrer da idade, ocorre

ainda leve aumento na fragmentacéo do decorim e fiboromodulim (MELROSE et al., 2008).
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Biglicam, decorim e fibromodulim afetam a fibrilogénese do colageno in vitro e o seu
metabolismo descoordenado pode contribuir para a formacéo e deposicdo anormal de colageno
observado na osteoartrite, contribuindo no decurso dos processos catabélicos (DOURADO et
al., 1996).

Por fim, o perlecam é outro proteoglicano de heparam sulfato, tipico de ldaminas basais,
entretanto é também encontrado na matriz extracelular cartilaginea e possibilita a adesdo dos
condracitos 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
trés dominios globulares G1, G2 e G3 (SANDY et al., 1990) e um dominio interglobular, entre
Gle G2 (WATANABE et al., 1997). A grande regido entre os dominios G2 e G3 é subdividido
em mais trés regibes: Um dominio de ligacdo de queratam sulfato adjacente a G2, seguido de
dois dominios de ligacdo 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 sdo as Unicas espécies estudadas até o presente momento que possuem
trés dominios de ligacdo de condroitim sulfato (CS1, CS2 e CS3) (CAPORALLI;
KUYKENDALL; STEWART, 2015). Sendo assim, o agrecam é um grande esqueleto proteico

a qual varias cadeias de glicosaminoglicanos estdo ligados.
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Figura 4 - Apresentacdo esquematica de uma molécula de agrecam.

Legenda: Molécula de agrecam com uma proteina central ligada ao &cido hialurdénico (AH) por uma proteina de
ligacdo. Cadeias laterais com glicosaminoglicanos sulfatados ligados: queratam sulfato (KS), condroitim sulfato
(CS). Dominios globulares 1 (G1) (regido de ligacdo do acido hialurdnico [RLAH]), G2 e G3. Fonte:
(MCILWRAITH et al., 2016), adaptado.

Essa molécula possui uma extremidade N-terminal normalmente ligada por uma
proteina de ligacdo (link protein) a outro componente da matriz, principalmente no &cido
hialurdnico, e outra extremidade carboxi-terminal. O dominio G1, localizado na extremidade
N-terminal, desempenha um papel de estabilidade ao formar um enorme agregado, fornecendo
propriedades biomecanicas a cartilagem (10ZZO et al., 2016).

O dominio G2 é exclusivo da molécula de agrecam (KIANI et al., 2001) e ndo ha
interacdo com acido hialurénico ou proteina de ligacdo (FOSANG; HARDINGHAM, 1989;
WATANABE et al.,, 1997), assim como nenhuma funcdo foi descrita para esse dominio,
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entretanto, é conservado e esta presente no agrecam, sugerindo que pode ter uma fungéo
importante na cartilagem (KIANI et al., 2001).

Entre os dominios G2 e G3 (dominio interglobular), os glicosaminoglicanos podem ligar
cadeias laterais ao esqueleto proteico. As cadeias laterais de queratam sulfato estdo proximas
ao dominio G2 e as cadeias de condroitim sulfato estdo mais préximas do dominio G3
(FOSANG; HARDINGHAM, 1989; ASPBERG, 2012; HORKAY et al., 2017). Este dominio
é suscetivel a clivagem por proteinases (LARK, MICHAEL W. et al., 1995; KNUDSON;
KNUDSON, 2016), como metaloproteinase, serinoproteinase e catepsina B.
Consequentemente, ap0s clivagem nesse ponto, ocorre perda da insercdo dos
glicosaminoglicanos. O dominio interglobular pode estar associado ao turnover do agrecam
(KIANI et al., 2002).

O dominio G3 localizado na extremidade carboxi-terminal conecta o agregado a matriz
extracelular (FOSANG; HARDINGHAM, 1989) e parece ter importancia em alguns distarbios
hereditarios no homem, como exemplo na osteocondrite dissecante familiar com padréo
autossémico dominante, através de mutacgdes nas repeticdes de lectina (MCILWRAITH et al.,
2016), assim como nas doencas condrodisplasicas (SCHWARTZ; DOMOWICZ, 2002) e em
alteracOes genéticas como a displasia do esqueleto em humanos (TOMPSON et al., 2009). O
gene que codifica o agrecam (Agcl) é expresso durante o desenvolvimento fetal e em adultos
e sua diminuicdo é capaz de ocasionar em malformacdes 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 erosdo de cartilagem, acarretando
osteoartrite sem aumento prévio de enzimas catabdlicas. Isso demonstra a importancia dessa
molécula, uma vez que sua diminui¢do causa comprometimento das propriedades mecénicas da
cartilagem (ALBERTON et al., 2019).

O agrecam presente na matriz extracelular é encontrado apenas na forma agregada,
sendo assim ndo existe a molécula livre (ROUGHLEY, 2006), e cada agregado é composto de
um filamento central de acido hialurénico com até 100 moléculas de agrecam estabilizados por
uma proteina de ligacdo (MORGELIN et al., 1988). Essa estrutura € influenciada pelo tamanho
do &cido hialurdnico, seu grau de processamento e pela proteina de ligacdo (ROUGHLEY,
2006). Seu aprisionamento na matriz extracelular ocorre por meio do colageno.

Em um ambiente aquoso, o agrecam se expande em virtude das cadeias de
glicosaminoglicanos que possuem carga negativa e atraem agua, tornando-se hidratados. Essa
compressdo € resistida pelas fibras de colageno dentro da matriz extracelular. Para funcéo

adequada da cartilagem é necessario que a concentracdo do agrecam seja alta o suficiente para
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manter o equilibrio entre a pressdo e as forcas de tensdo a partir do alongamento das fibras de
coldgeno que formam uma rede rigida. Caso isso ndo ocorra, a cartilagem podera ser
comprometida com a compressdo. Quando a cartilagem € sujeita a maior pressdo, a agua se
desloca, entretanto quando a pressdo diminui a agua é atraida de volta pelo agrecam, por
apresentar propriedade osmotica (ROUGHLEY; MORT, 2014).

O movimento da agua dentro da cartilagem durante as forcas compressivas é
considerado importante para a nutricdo dos condrocitos. Como a cartilagem é um tecido
avascular, seus nutrientes surgem por difusdo do liquido sinovial e o deslocamento da agua
sobre compressdo auxilia na remocdo de produtos residuais. Entretanto, altas compressoes
podem predispor a sobrecarga e desta forma influenciar de forma negativa diretamente nas
células, resultando em morte celular e destruicdo da matriz extracelular. Inclusive, especula-se
que a sobrecarga pode estar ligada ao inicio do processo de osteoartrite (ROUGHLEY; MORT,
2014).

A protedlise da matriz extracelular da cartilagem ocorre por enzimas também
conhecidas por proteases, como as serino proteases (HtrAl), cisteino proteases (catepsinas e
calpaina), metaloproteases (MMPs) e agrecanases (ADAMTS), sendo esta Ultima, alvo de
muita investigacdo, pois é seletiva no processo de fragmentacdo da molécula de agrecam
(ROUGHLEY, 2006).

Sendo assim, a agrecanase pode clivar a regido interglobular (LARK, MICHAEL W. et
al., 1995) na ligacdo do acido glutdmico e L-alanina (Glu-Ala) através da sua acdo no sitio de
clivagem L-fenilalanina e L-asparagina (Asn-Phe) em conjunto com metaloproteinases, das
quais liberam todos os dominios glicolisados da proteina, comprometendo as fungdes da
manutencdo do turgor da cartilagem promovida pela ligagdo das moléculas de agua
(CAPORALI; KUYKENDALL; STEWART, 2015). Entretanto, esse sitio ndo é o local
preferencial de clivagem. A eficiéncia da agrecanase € observada em mais quatro regides dentro
do dominio G2-G3, locais ricos em condroitim sulfato, na ligacdo Glu-Gly, liberando assim a
extremidade COOH da molécula (TORTORELLA et al., 2000).

Na espécie equina, existem dois sitios de clivagem do agrecam através de
metaloproteinases (VDIPEN360/361-FFAVSG e AFTSED463 / 464LVVQVT) e um sitio de
clivagem por meio de agrecanase (NITEGE-392/393-ARGSVI), ambos no dominio
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 sitio que envolvem os

dominios G2 e KS e a agrecanase cliva mais quatro locais nesse dominio, além dos sitios nos
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dominios CS2 e CS3. Esses sitios (Figura 5) foram demonstrados por sequenciamento genético
e sao semelhantes aos sitios de clivagem descritos anteriormente em bovinos (DURIGOVA et
al., 2008). (Sequenciamento - Dominio G2 e KS: AFCFRG-682/683-VSVAPS pela
metaloproteinase; dominio G2 e KS: TAGQLE-1896/1897-GRGTIG, PFKEEE-2082/2083-
GLGSVE, APTAQE-2187/2188-AGEGPS e PTVSQE-2287/2288-LGQRPP pela agrecanase e
dominio CS2 e CS3: MQRPAE-2473/2474-ALLEIE) (CAPORALI; KUYKENDALL;
STEWART, 2015).

~p Metaloproteinase
wp Agrecanase
=>Cisteino protease

2 5 | 5 7 89 10
1 1 0 1 105-111 70 10 1

Figura 5 - Representacdo dos sitios de clivagem nos dominios do agrecam de equino.
Legenda: Dominios: 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 dissacaridicas
repetidas de hexosamina (N-acetilglicosamina ou N-galactosamina), que se alternam com outro
monossacarideo, o acido D-glicurdnico, acido L-idurdnico ou galactose (JACKSON et al.,
1991; KJELLEN E LINDAHL, 1991). No seu papel estrutural, os glicosaminoglicanos sdo
fundamentais em complexos de conglomerados e interagdes proteina-proteina tanto na
superficie celular, quanto na matriz extracelular, por conseguinte, estdo envolvidos na
sinalizagédo ou inibig&o de eventos celulares (SALVA; MERRILL, 2016).

A combinagdo dos grupos sulfatos com os grupos carboxila dos residuos de &cido
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urdnico gera uma grande densidade de cargas negativas. Para minimizar as forgas de repulsao,
tais moléculas em solu¢do demonstram conformacéo estendida, no qual formam uma hélice em
que os grupos carboxila localizam-se alternadamente (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2014).

Os glicosaminoglicanos séo carregados negativamente, devido a presenca de grupos
sulfato ou carboxila na maioria dos seus residuos de agUcar. Os principais glicosaminoglicanos
encontrados em tecidos animais séo: &cido hialurénico, condroitim sulfato, dermatam sulfato,
heparam sulfato, heparina e queratam sulfato (CHIRALDI; CIMINI; DE ROSA, 2010;
CUNHA, 2017). Sendo que na cartilagem, os principais glicosaminoglicanos sdo &cido
hialurdnico, 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 aclcar nao nitrogenado (acido D-glucurénico, acido
L-idurdnico ou D-galactose), ligacOes entre eles, grau de sulfatacéo e posicao a que se ligam os
grupamentos sulfato. Esses grupos se ligam aos acucares por ligacdes éster (AGUIAR, 1999;
CUNHA, 2017).

Em contraste com os glicosaminoglicanos sulfatados, o &cido hialurdnico é sintetizado
pela proteina acido hialurdnico sintase a partir de sua extremidade redutora, sendo entdo,
liberado para o espago extracelular. O &cido hialurénico representa o Gnico glicosaminoglicano
ndo sulfatado e ndo ligado a um nucleo proteico. A enzima hialuronidase é responsavel pela sua
clivagem (KOWITSCH; ZHOU; GROTH, 2017).

O é&cido hialurénico possui estrutura mais simples do que outros glicosaminoglicanos,
descrito como um polimero linear de dissacarideos, composto por unidades repetidas de N-
acetilglucosamina e &cido glucurénico, ligadas entre si por meio de ligagdes glicosidicas 1,4
e 1,3 (DU SOUICH, 2014). E encontrado em alguns tecidos, como na crista de galo, humor
vitreo e cartilagem e exerce funcdes de preenchimento de matriz e lubrificacdo das articulacdes
sinoviais (SILVA, 2012).

Suas propriedades fisico-quimicas sdo determinadas por sua massa molecular e
conformacao espacial. As unidades dissacaridicas de acido hialurénico podem atingir um peso
molecular entre 10° a 107 Daltons (Da). As moléculas de alto peso molecular se entrelagam,
formando uma solucdo de alta viscosidade, com propriedades importantes para o liquido
sinovial, atuando essencialmente na lubrificacdo das articulacbes, além de oferecer
amortecimento nos casos de alto impacto (PRIETO et al., 2005). Entre os receptores envolvidos
na sinalizacdo do &cido hialurénico, 0 CD44 é o mais comum nas membranas celulares e esta
presente em quase todas as células humanas. O CD44 é uma glicoproteina e pode interagir com

diferentes fatores de crescimento, bem como com citocinas e proteinas de matriz extracelular
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como a fibronectina (SHERMAN et al., 1994). Nesse contexto, uma importante fungédo dessa
glicoproteina é a capacidade de ligar e internalizar o &cido hialurénico (VIGETTI et al., 2014).

O queratam sulfato (KS) é um outro glicosaminoglicano estudado ha décadas, sendo
primeiramente encontrado na cérnea por Suzuki e colaboradores em 1939 (CATERSON;
MELROSE, 2018).

E composto de unidades dissacaridicas de N-acetilglucosamina e galactose, e em
excecao aos outros glicosaminoglicanos ndo contém acido urdnico. Sua sulfatacdo é variavel
como ésteres sulfatados ao carbono 6 da galactose e da hexosamina (Figura 6) (NELSON;
COX, 2006).

Acucar nao
6S 65 6S 65 nitrogenado
lﬁ3Oﬁ4lB3OB4lB3OB4|Bsomwom O Galactose

Queratam sulfato Acucar nitrogenado

. N-acetilglicosamina
(GlcNAc)

Figura 6 - Esquema da estrutura do Queratam sulfato.

Legenda: Classificacdo do KS, em relacdo ao tipo de hexosamina glucosaminoglicano, a hexosamina é N-
acetilada, em relacdo ao tipo de agUcar é o Unico glicosaminoglicano que possui um aglcar neutro, a D-galactose.
O tipo de ligacdo glicosidica intradissacaridica e interdissacaridica: ligacdo do aglcar ndo nitrogenado a
hexosamina é do tipo 1—4 em KS, sendo a conformacéo B da ligacdo dependente do aglcar ndo nitrogenado (B-

D-galactose). KS a hexosamina se liga a D-galactose por uma ligagdo p (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 oligossacarideos que ligam a molécula ao esqueleto
proteico. Sendo assim, o queratam sulfato I (KS-I) (Figura 4), encontrado em abundancia na
cornea (MICHELACCI, 2003), é ligado a proteina através de residuos de asparagina através de
residuos de N-acetilglucosamina e manose (STEIN et al., 1982). O queratam sulfato Il (KS-II)
(Figura 4) é encontrado na cartilagem (CAMPO; TOURTELLOTTE, 1967; CIFONELLI et al.,
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1967; MICHELACCI et al., 1979) e consiste de cadeias de KS ligados em O-glicosidica por
meio de N-acetilgalactosamina com serina ou treonina (POMIN, 2015).

2 A B
—(504 r—l: ' . N-acetilglicosamina
pa C " C
21504 I" :
L-"-}o.ao 17 N-acetilgalactosamina
I 1
p4 B l_l_4 B Galactose (Gal)

Manose (Man)

? |l4 A B4 A
o < n p3 "
o N-Acetilneuraminico

I Frutose (Fuc)
J\})VV‘ Esqueleto
; proteico
Esqueleto Serina
proteico ou treonina
Asparagina
KSI KS I

Figura 7 - Estrutura complexa do Queratam sulfato I e 11 (KS | e KS 11).

Legenda: Queratam sulfato encontrado na cdrnea (KS 1) e Queratam sulfato encontrado na cartilagem (KS 11). A
— Nao sulfatado; B — Monossulfatado; C — Regides dissulfatadas. Fonte: (CATERSON; MELROSE, 2018),
adaptado.

O queratam sulfato pode ser limitado em seus terminais ndo redutores com varios tipos
de monossacarideos, incluindo o acido sialico a (2,3) ou a a (2-6), ligados na galactose ¢  (1-
3) N-acetilgalactosamina sulfatado. Enzimas localizadas no complexo de Golgi catalisam a
transferéncia de sulfatos e alongamento de suas cadeias. E estendido pelas a¢des alternativas de
B1,4-galactosiltransferase (betadGalT) e P1,3 N-acetilglucosaminiltransferase (beta3GnT).
Modifica¢bes de sulfatacdo C-6 nos residuos de N-acetilglucosamina e uma proporcéo de
residuos de galactose adjacentes sdo observadas (UCHIMURA, 2015). Portanto, ambos (KS |
e KS I1) possuem manose, fucose, acido sialico e N-acetilgalactosamina em sua composi¢do
(DEVLIN, 2007).
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O queratam sulfato fornece protecdo a cartilagem, pois é capaz de inibir respostas
imunolodgicas mediadas por células T, demonstrados em estudo in vitro e in vivo. Essa resposta
é evidente nas cadeias de queratam sulfato dos dominios G1 de agrecam. Neste caso, as cadeias
de queratam podem limitar o0 acesso de proteases a proteinas ou a incorporagédo de sitios de
reconhecimento de células T (GUERASSIMOV et al., 1998).

Em uma tentativa de compreender e estabelecer marcadores especificos envolvidos em
diversas lesdes articulares, a quantificacdo da concentracdo de queratam sulfato em fluidos
bioldgicos, como urina de equinos submetidos ao exercicio (BACCARIN et al., 2012); no
sangue de equinos (CALATRONI et al., 2008) e em cultura de condrdcitos extraidos da
cartilagem desafiados com interleucina 1 (IL-1a) in vitro, demonstraram que este
glicosaminoglicano pode desempenhar importante papel no metabolismo da cartilagem,
principalmente durante o0s processos catabdlicos, encontrados como biomarcadores em
enfermidades a exemplo da osteoartrite (LEGRAND et al., 2017). Ainda nesse contexto, a
quantidade de KS na cartilagem de individuos jovens é menor quando comparada com
individuos adultos. Assim como na cartilagem de individuos com osteoartrite que demonstram
guantidade 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 (MOURAO et al., 1979; MICHELACCI et al., 1981), sendo assim, possivelmente
durante os processos de crescimento e ossificacdo, 0 agrecam presente na cartilagem possui

menos cadeias de KS.

2.3 A membrana sinovial

A membrana sinovial é formada por duas camadas, denominadas intima e subintima,
com pequena quantidade de &cido hialurdnico entre elas. A camada intima é composta por dois
tipos de células, chamados sinovidcitos do tipo A, que sdo semelhantes aos macréfagos, com
lisossomas e um grande complexo de Golgi e sinovidcitos do tipo B, que séo os fibroblastos
sinoviais e produzem colageno, fibronectina e acido hialurénico para compor o liquido sinovial
(GOODRICH; NIXON, 2006; SMITH, 2011; HUI et al., 2013). A camada subintima é
composta de vasos sanguineos, vasos linfaticos e tecido conjuntivo que se fundem a camada
externa da capsula articular (KLEINE; BUDSBERG, 2017).

O diametro e a permeabilidade da microvascularizagéo sinovial podem ser alterados por
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mediadores, incluindo mediadores lipidicos como prostaglandinas e leucotrienos e
neuropeptideos como a substancia P e bradicinina, liberados no decurso da sinovite, resultando
em extravasamento plasmatico e distensdo articular. Além disso, a sinovite prolongada esta
associada a angiogénese, espessamento e fibrose da capsula sinovial, contribuindo para os
sintomas clinicos e propagacdo de doencas articulares (DE GRAUW, 2011).

A membrana sinovial secreta o liquido sinovial, para lubrificar e nutrir a articulacao,
atuando também na remocdo de substancias indesejaveis (SUTTON et al.,, 2009).
Adicionalmente, a membrana sinovial regula o ambiente articular de forma passiva e ativa: por
meio da difusdo de substéncias dos capilares e por secrecdo de substancias derivadas dos
sinoviacitos, respectivamente. Outras fungdes conhecidas da membrana sinovial envolvem a
regulacdo da concentracdo proteica, de acido hialurbnico e fagocitose promovida por
sinovidcitos do tipo A, consistindo na principal barreira no transporte de moléculas
(MCILWRAITH, TROTTER, 1996).

2.4 O liquido sinovial

O liquido sinovial é um fluido viscoso, translicido, claro, de coloracdo amarelo palha.
A celularidade do liquido sinovial do equino é geralmente menor que 500 células nucleadas/mL,
principalmente as mononucleares (DE GRAUW, 2011). E produzido pela camada interna da
capsula articular, conhecida como membrana sinovial (STEEL, 2008). Sua funcdo na
manutencdo da homeostase articular é fornecida por meio dos seus constituintes moleculares e
celulares, como: células, acido hialurénico e lubricina (HUI et al., 2013).

As proteinas presentes no liquido sinovial dos equinos participam da homeostase,
embora também estejam envolvidas nos processos de artropatias (CHIARADIA et al., 2012).

A presenca do acido hialurénico no liquido sinovial lhe garante viscosidade. Outra
importante funcdo é a atuacdo como barreira para a troca de moléculas pequenas no liquido
sinovial (McILWRAITH; TROTTER, 1996).

A capacidade de lubrificacdo das superficies da cartilagem desempenhada pelo liquido
sinovial é também dependente da presenca de glicoproteina, especialmente a lubricina, também
chamada de proteina da zona superficial pela sua localizagdo na membrana sinovial e na
cartilagem (SMITH, 2011). Sua funcdo é voltada para reducdo da tensdo superficial, ao

tracionar as superficies articulares em direcGes opostas, impedindo assim a fusdo articular
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(McILWRAITH; TROTTER, 1996).

O é&cido hialurdnico € provavelmente o responsavel por reter volume constante de dgua
no liquido sinovial durante o exercicio (LEVICK; MCDONALD, 1995). Este volume constante
atua como almofada para o tecido sinovial e como um reservatorio de lubrificante para a
cartilagem. E provavel que a taxa de sintese de acido hialuronico e sua presenga no liquido
sinovial dependam da estimulacdo mecanica dos fibroblastos presentes na camada intima.
Assim, quando o volume do liquido sinovial é elevado, as tensGes mecanicas nos fibroblastos
da intima sdo reduzidas resultando na diminuicdo da producdo de &cido hialurdnico. Em
contrapartida, uma situacdo de diminui¢do no volume do liquido sinovial, provocard aumento
na taxa de producdo desse componente (SMITH, 2011).

Frente a lesdo articular, a composicédo e funcdo do liquido sinovial € alterada, devido as
modificacdes nos tecidos adjacentes. O liquido sinovial interage e medeia interacGes entre estes
tecidos e, por este motivo, os quadros em que ha alteracbes no metabolismo celular influenciam
diretamente na sua composicdo, resultando em ambiente catabdlico, assim como na
incapacidade de lubrificar a articulacdo (HUI et al., 2013).

Em um processo de inflamacdo aguda das articulacbes, o numero de células pode
aumentar no liquido sinovial, pelo rapido influxo de neutréfilos, que entdo se tornam o tipo
celular predominante (DE GRAUW, 2011).

Comumente, o liquido sinovial pode ser obtido de forma simples, sem acarretar
destruicdo do tecido. Sendo assim, os biomarcadores moleculares presentes no liquido sinovial
tém sido estudados extensivamente. O reconhecimento precoce do desequilibrio homeostéatico
pode ter alto valor diagnostico e prognéstico (TE MOLLER; VAN WEEREN, 2017).

Marcadores diretos incluem fragmentos de clivagem e produtos de sintese; componentes
de tecido articular que refletem diretamente nos processos anabdlicos e catabdlicos, como
marcadores relacionados ao colageno ou ao metabolismo do agrecam, moléculas de acéo
lubrificante ou proteina oligométrica da matriz da cartilagem (COMP). Os biomarcadores
indiretos sdo moléculas que afetam o metabolismo dos tecidos, mas ndo sao gerados durante a
sintese ou degradacdo do tecido. Os mediadores inflamatorios, as enzimas, citocinas e fatores
de crescimento séo os mais estudados (TE MOLLER; VAN WEEREN, 2017).

Evidéncias sugerem que o processo inflamatério, mesmo quando em baixo grau e a
reacdo imunoldgica podem contribuir para a patogénese da osteoartrite, sugerindo que esses
dois mecanismos podem favorecer no desenvolvimento de efuséo e possam néo ser tao distintos

como se pensava originalmente (SMITH, 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

CTMs representam uma importante ferramenta no desenvolvimento de abordagens
terapéuticas para diversas enfermidades. A compreensdo de seu potencial regenerativo e
imunomodulador fornece esclarecimento necessario para seu uso na Medicina e Medicina
Veterindria, em especial para tratar desordens do sistema musculoesquelético, das quais 0s
problemas articulares ganham destaque por ser um tecido altamente especializado, que exibe
ineficiéncia regenerativa. Sendo assim, os problemas articulares sdo capazes de debilitar
equinos e comprometer sua vida atlética, visto a diminuigdo de seu desempenho e aposentadoria
precoce, consequentemente.

Embora as CTMs necessitem expressar caracteristicas semelhantes para fins de
caracteriza-las, ha indicios de que exista diferencas entre as diversas fontes das quais sdo
extraidas, principalmente no que se refere ao processo de diferenciacdo celular, com maior
interesse voltado para o conhecimento das propriedades que essas células possuem em sintetizar
moléculas relacionadas ao tecido especifico, e consequentemente, promover 0 processo de
regeneracdo tecidual. A partir disso, pesquisas se aprofundam cada vez mais em descobrir suas

distintas capacidades de diferenciacdo (IM, 2017), razdo que motivou o presente estudo.
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4 OBJETIVOS

1.  Coletar, isolar e expandir CTMs derivadas do liquido sinovial, medula dssea e tecido
adiposo de equinos.

2. Realizar a diferenciagdo condrogénica de todas as CTMs obtidas das fontes mencionadas.

3. Realizar a extracdo e quantificacdo de proteoglicano apos diferenciacdo celular, para
avaliar e comparar as propriedades de sintese dessa molécula produzida pelos condrécitos
diferenciados e conhecer sua capacidade em formar matriz extracelular de qualidade,
tipica de cartilagem hialina.

4.  Estabelecer qual fonte de CTMs é mais indicada para originar estrutura cartilaginea
hialina para posterior terapéutica para enfermidades articulares.

5. Avaliar o comportamento das células-tronco mesenquimais apds diferenciacdo

condrogénica por meio da formacdo de microesferoides a partir de nanoparticulas.
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5 MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pela comissao de ética no uso de animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP),
conforme o protocolo de nimero 1143080617 (1D 005387).

As analises foram realizadas no Laboratério de Pesquisa de Cultivo Celular no
Departamento de Clinica Médica da FMVZ/USP e no Departamento de Bioquimica da Escola
Paulista de Medicina - UNIFESP.

5.1 Animais

Dez cavalos clinicamente saudaveis com idade entre trés e cinco anos, (Quadro 2)
participaram deste experimento como doadores de liquido sinovial, medula 6ssea e tecido
adiposo. Os animais foram incluidos no experimento apds avaliacdo clinica, a partir de exame
fisico completo e permaneceram no Departamento de Clinica Médica da FMVZ/USP em baias
com camas de serragem, sob condi¢des naturais de luz, umidade e temperatura, e receberam
alimentacédo de feno de graminea coast cross (Cynodum dactylum), racdo comercial e 4gua ad

libtum.
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Quadro 2 - Identificagdo dos animais doadores de CTMs

Idade Peso

Cavalos Fonte de células (anos) Sexo (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 — liquido sinovial; TTE — articulagdo tibiotérsica esquerda; TTD — articulacdo tibiotarsica direita;

MO — medula 6ssea; AD — tecido adiposo.

5.2 Preparo dos animais para coleta das amostras

Anteriormente ao procedimento de coletas das amostras de liquido sinovial, medula
0Ossea e tecido adiposo, 0s animais iniciaram o preparo para sedacdo. Sendo assim, 0s animais
ficaram em jejum alimentar por aproximadamente 12 horas. No dia da coleta, os cavalos
passaram por exame fisico para avaliacdo das funcgdes vitais e em seguida, foi realizada

aplicacdo de cloridrato de detomidina na dose de 0,02 mg/kg pela via intravenosa.

5.3 Coleta de liquido sinovial

Anteriormente a punc¢do, a regido da articulacdo tibiotarsica foi preparada com
tricotomia, seguido de antissepsia com clorexidine degermante a 2% e solucdo de clorexidine

alcéolico. O acesso para puncéo foi medialmente a veia safena, abaixo do maléolo da tibia na
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face dorsomedial da articulacdo do tarso. O liquido 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. Apds a coleta, foi aplicado rifamicina sodica topica, seguido de curativo no local da
puncdo. As amostras foram encaminhadas ao laboratério de cultivo celular onde foram

processadas imediatamente.

5.4 Coleta de medula 6ssea

Para a coleta de medula dssea foi realizado tricotomia na area do 0sso esterno. Apos
palpacdo da 5? estérnebra, foi realizada antissepsia no local com clorexidine degermante a 2%
e clorexidine alcodlico, seguido de blogueio anestésico com 20 mL de cloridrato de lidocaina
sem vasoconstritor no tecido subcutaneo. Para o bloqueio, a agulha foi inserida no sentido
ventrodorsal perpendicular a pele e a aplicacdo foi realizada concomitantemente a retirada da
agulha, até formar um bot&o anestésico na pele. Em seguida, a puncdo foi realizada com agulha
propria para coleta de medula éssea do tipo Jamshidi 8G, 10 cm (figura 8), no sentido
ventrodorsal perpendicular a pele. Apos introdugdo da agulha, uma seringa de 20 mL contendo
1 mL de heparina foi acoplada para aspiracdo do contetdo medular (figura 8). Apds a coleta,
foi aplicado rifamicina sddica topica no local da puncdo e os animais receberam flunixim
meglumine 2,2 mg/kg por via intravenosa em dose Unica, como anti-inflamatorio e analgésico.
As amostras foram encaminhadas ao laboratério de cultivo celular onde foram processadas

imediatamente.
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Figura 8 - Coleta de medula 6ssea e agulha tipo Jamshidi para coleta de medula 6ssea.

Legenda: A: Procedimento de coleta de medula 6ssea de equino demonstrando o local anatdmico da 5 estérnebra

do 0sso esterno para aspiracéo de conteddo medular (interior da seringa). B: Agulha para puncdo de medula 6ssea

modelo Jamshidi, de calibre 8 G e 10 cm de comprimento. Fonte: Filber, 2019.

5.5 Coleta de tecido adiposo

A coleta de tecido adiposo foi realizada na regido lateral a base da cauda, acima do
muasculo gluteo dorsal. Para este procedimento foi realizada antissepsia no local com
clorexidine degermante a 2% e clorexidine alcodlico seguido de bloqueio anestésico com
cloridrato de lidocaina sem vasoconstritor.

Uma incisédo na pele com lamina de bisturi foi realizada e, em seguida a pele foi
divulsionada para exposicéo de tecido adiposo e posterior coleta (figura 9). O tecido adiposo
foi removido com auxilio de pinga e tesoura cirdrgica e a amostra foi armazenada em tubos
conicos 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 cicatrizacdo. Em seguida, a amostra foi encaminhada para o laboratorio 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 musculo gliteo dorsal (base da cauda). Foi
realizada incisdo de aproximadamente 5 cm de comprimento paralela e aproximadamente 15 cm abaxial & coluna

vertebral, viabilizando a visualizagéo de tecido adiposo entre a pele e a musculatura. Fonte: Filber, 2019.

5.6 Cultivo de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial

O liquido sinovial foi processado no laboratério de cultivo celular, em fluxo laminar
vertical, iniciando a cultura primaria, o isolamento e a expansdo das células. O liquido sinovial
foi transferido para frascos de cultivo de 25 cm2, num volume maximo 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 proxima de
100% e atmosfera gasosa de 5% de CO,. Apds aderéncia 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 confluéncia celular.
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5.7 Cultivo de células-tronco mesenquimais oriundas de medula 6ssea

A amostra proveniente da medula 6ssea foi diluida em tampéo fosfato-salino (PBS) na
proporcdo de 1:1 e delicadamente depositada sobre solugdo de Ficoll 1077 g/mL (proporcéo
1:1). Em seguida, foi centrifugada a 400 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente, com
0 objetivo de separar as células por gradiente de densidade. Apds centrifugacdo, a camada
contendo CTMs (fracdo 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
condicgdes ja descritas. O pellet formado foi transferido para frascos de cultivo de 25 cm?, 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 proxima de 100% e atmosfera
gasosa de 5% de CO,. ApGs aderéncia das células, o meio de cultura foi removido e as trocas
desse meio foram realizadas a cada 48 horas, até obter confluéncia 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 trés lavagens com PBS com penicilina/estreptomicina
e anfotericina B. Apds as lavagens, o tecido adiposo foi removido, seco com gaze estéril e
pesado em balanca de precisdo. Em seguida, o tecido foi colocado em placa de Petri e
fragmentado com auxilio de pinca anatémica e lamina de bisturi, com o objetivo de aumentar
a superficie de contato e facilitar a digestdo enzimatica. Para este fim, foi usado solucéo 2
mg/mL de colagenase tipo | diluida em meio DMEM/F12 com penicilina/estreptomicina e
anfotericina B filtrada com filtros de 22 um. A cada 1 g de tecido adiposo, foi utilizado 2 mL
de meio de cultura com solucdo de colagenase. Esta solucdo 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 proxima de 100% e atmosfera gasosa de 5% de CO>. Apos este periodo, o contetdo foi
transferido para tubos cénicos 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 fragdo adiposa (sobrenadante) foi
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descartada e o pellet foi ressuspendido em um novo tubo conico tipo falcon de 15 mL, e
homogeneizado novamente em meio de cultura como descrito acima e centrifugado novamente.
Este ultimo procedimento foi repetido mais uma vez. Posterior a centrifugacao, o pellet formado
foi homogeneizado em meio de cultura e o contetdo foi transferido para frascos de cultura de
25 cm?, incubados a uma temperatura de 37°C, com umidade relativa proxima de 100% e
atmosfera gasosa de 5% de CO». Apos aderéncia das celulas, o meio de cultura foi removido e
iniciaram-se as trocas deste meio a cada 48 horas, até obter confluéncia celular de 70 a 80% de

células expandidas no frasco.

5.9 Diferenciacéo condrogénica

A diferenciagdo condrogénica foi realizada a partir de duas metodologias, sendo a
primeira ja descrita, estabelecida e publicada por diversos autores (SAKAGUCHI et al., 2005;
BARBERINI et al., 2014; FULBER et al., 2016) , a partir da formagcéo de esferoides em tubos
cénicos com meio indutor comercial. Outra metodologia foi proposta neste estudo, com inicio
do processo de inducdo condrogénica com a utilizacdo nanoparticulas e plagueamento de
células em microplacas de 96 pocos. Este método ainda ndo foi descrito em estudos com
inducdo na linhagem de condrdcitos.

Ambas as metodologias foram realizadas a partir de cultivo com 0 mesmo meio de
cultura indutor de condrécitos (meio comercial StemPro chondrogenesis differentiation kit —

Thermo Fisher Scientific).

5.9.1 Diferenciacéo condrogénica em tubos conicos (esferoides)

A diferenciacdo condrogénica foi realizada nas amostras de CTMs, isoladas a partir de
liquido sinovial (11 amostras, sendo a décima primeira obtida do nosso banco de células
anteriormente), medula 6ssea (10 amostras) e tecido adiposo (10 amostras), somando 31
amostras. Neste ensaio, as células foram inicialmente cultivadas (como ja descrito acima) em
frascos de 75 cm2 e assim que atingiram 70% de confluéncia, foram removidas a partir de

tratamento enzimatico com tripsina (tripsinizacdo), que consiste na remocao 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 inativacéo da
tripsina. A suspensdo celular foi aspirada e transferida para um tubo conico de 15 mL,
centrifugada durante 10 minutos a 400 x g. O boté&o celular foi ressuspendido em meio de
cultivo DMEM/F12 e as celulas foram contadas em camera de Neubauer, com inicio do
processo de indugio condrogénica em aproximadamente 2 x 10° células viaveis por amostra.
As células foram entdo cultivadas nos tubos conicos com capacidade para 15 mL, onde foi
adicionado 2 mL do mesmo meio de cultivo que permaneceu por 48 horas. Apds este periodo,
0 meio foi removido e iniciou-se o processo de diferenciacdo condrogénica com meio indutor
comercial (StemPro chondrogenesis differentiation kit — Thermo Fisher Scientific). As células
foram mantidas no fundo do tubo cénico, para originar esferoides e a troca de meio foi realizada
a cada 48 horas, no decurso de 21 dias.

Ap0s este processo, os esferoides obtidos foram pesados e congeladas no ultrafreezer -

80°C para posterior extracao de proteoglicanos com hidrocloreto de guanidina (GuHCI).

5.9.2 Diferenciacéo condrogénica em microplaca (microesferoides)

A metodologia de diferenciacdo condrogénica 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 diferenciacdo em condrdcitos em um menor
tempo do que ja preconizado na literatura em torno de 21 dias Para tanto, as células viaveis
foram plaqueadas em triplicatas em um total de 1 x 10* em cada poco e adicionado 100 pL de
meio de cultivo DMEM/ F12 com 0,3 pL de nanoparticulas (nanoshuttle™ marca Greiner Bio-
One). A placa foi incubada em temperatura de 37°C, com umidade relativa préxima de 100% e
atmosfera gasosa de 5% de CO2. Ap0s 24 horas, as nanoparticulas foram incorporadas as
membranas das células, e entdo a placa foi incubada em cima de um im4, que submete as células
ao inicio da cultura tridimensional. Nessa técnica as células recebem nanoparticulas
biocompativeis constituidas de ouro, 6xido de ferro e poli-L-lisina que magnetiza as células e
permite modelamento celular com configuragdo em microesferoide, onde elas se agregam e
iniciam a sintese de matriz extracelular. As microplacas de 96 po¢os possuem sistemas

diferenciados com propriedade repelente que ndo permite a aderéncia celular a superficie
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plastica. Iniciou-se o processo de diferenciacdo condrogénica 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 pocos era mantida em
cima do ima, para que os microesferoides ndo fossem perdidos nesse momento. Os
microesferoides formados foram removidos da cultura aos 4, 7, 14 e 21 dias apos o inicio da
diferenciacdo condrogénica. Dois microesferoides de cada amostra foram fixados em
paraformaldeido a 2% para realizar o ensaio de imunofluorescéncia confocal com o anticorpo
anti-agrecam e anti-queratam sulfato; e a extracdo de proteoglicanos com GuHCI foi feita em
um microesferoide de cada grupo e tempo para quantificacdo de agrecam pelo método de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e proteinas sollveis pelo método de biureto

modificado (BCA = acido bicinconinico, Pierce Assay Kit).

5.10 Extracéo de proteoglicanos

Ap0s o processo de diferenciacdo condrogénica, os esferoides obtidos foram pesados e
fragmentados em pequenas fragdes. Os microesferoides ndo foram pesados nem fragmentados,
pois o seu tamanho ndo permitiu. Em seguida, os esferoides foram colocados em criotubos de
2 mL e incubados com 1 mL de solucdo de GUHCI 4 M em tampéo acetato de sddio 0.05 M,
pH 4.5 com 10 uL de inibidor de proteases, sob agitacdo a 4°C, overnight. No dia seguinte, as
amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 260 x g, e 0 sobrenadante reservado em tubos
conicos de 15 mL e congelados a -20°C. Em seguida, foi acrescido mais 0,5 mL de solugéo 4
M de GuHCI em tampéo acetato de sodio 0.05 M, pH 4.5, acrescidos de 5 pL de inibidor de
protease no pellet formado apds a centrifugacdo e incubado novamente nas mesmas condi¢oes
descritas. Ap6s incubacdo, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 260 x g, 0
sobrenadante novamente reservado em tubos conicos e o pellet formado foi descartado. As
macromoléculas presentes no sobrenadante foram precipitadas através da lenta adicdo de 3
volumes de metanol (4,5 mL) e ent&o foram incubadas a -20°C, overnight. Seguido a incubacéo,
as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 1500 x g, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi coletado e seco a vacuo. As amostras foram ressuspendidas em 50 pL de
agua destilada para quantificacdo de agrecam pelo método de ELISA e de proteinas sollveis
pelo método de biureto modificado (BCA), bem como para deteccdo e analise 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 solugGes inicialmente foi menor (500 pL de
GuHCI e 5 pL de inibidor de protease) e as analises de quantificacdo de proteina e agrecam
foram realizadas como descrita para os esferoides.

A mesma metodologia de extracdo de proteoglicanos foi empregada a dois fragmentos
de cartilagem colhidos ap6s o ébito de um cavalo, obtendo como produto agrecam equino, para
ser usado como padrdo das amostras no método de quantificacdo da concentracdo do agrecam
por ELISA.

5.11 Dosagem da concentracao total de proteinas solUveis

Sabe-se que a cartilagem hialina possui uma quantidade consideravel de proteina, entre
elas, proteoglicanos, formados por esqueleto proteico, colageno e proteinas ndo colagenas,
portanto, a dosagem da concentracao total de proteinas soltveis foi realizada no presente estudo
para estabelecer a razdo de agrecam por proteina, ou seja, um fator de correcédo para diferencas
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 Cientific™,
através de reacdo colorimétrica. Em uma placa de 96 pocos, foram aplicadas 5 puL de amostra
diluido em 45 pL de agua destilada, em duplicatas. A curva padrdo foi realizada nas duas
primeiras colunas da placa, deixando os primeiros dois pogos para o branco. A curva padréo
realizada com BSA (soro albumina bovina) 2 mg/mL, iniciou em 50 pg, seguido de dilui¢do
sequencial em PBS (25 ug, 12.5 pg, 6.25 pg, 3.13 pg, 1.56 pg, 0.78 pg). Os reagentes foram
diluidos conforme as instrucbes do Datashet na proporcdo de 1:50 (reagente A e reagente B), e
aplicados a placa em um volume de 200 pL por poco. A placa foi incubada por 30 minutos em
temperatura de 37°C e em seguida a leitura foi realizada em absorbancia de 560 nm, em leitor

de microplaca (Versa max microplate reader), utilizando o programa SoftMax Pro.

5.12 Eletroforese em gel de agarose em tampéo PDA

As amostras de agrecam de equino foram submetidas a eletroforese em gel de agarose

0,55%, em tampéo 1,3-diaminopropano-acetato 0,05 M e pH 9 (PDA), em cuba refrigerada,
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submetida a uma diferenca 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
concentracdo total do agrecam e realizar a curva padréo posteriormente no ensaio de ELISA.
Duas laminas foram obtidas: na primeira lamina foram utilizados 5 puL de amostras sem
diluicdo, e na segunda, as amostras de agrecam foram diluidas em agua destilada: 1:10 e 1:20,
em duplicatas. O padrdo de condroitim sulfato (5 pL), foi utilizado na concentragdo de 1
mg/mL, também em duplicata. O corante vermelho de cresol foi adicionado como indicador da
distancia percorrida. Apos a eletroforese o proteoglicano e glicosaminoglicano foram fixados
no gel por brometo de cetiltrimetilaménio (cetavlon) 0,1% pelo tempo minimo de duas horas.
Em seguida o gel foi coberto com papel filtro e seco sob corrente de ar aquecida. A lamina foi
corada com azul de toluidina 0,1% em solucdo de &cido acético 1% em etanol 50% por 15
minutos. O excesso de corante foi removido pela solucéo de acido acético 1% em etanol 50%.
A lamina foi escaneada (Epson Expression 1680) para analise das bandas metacromaéticas e
obtencdo das unidades densitométricas (Lauch VisonWorksLS). Os valores das unidades
densitométricas foram obtidos e dessa forma, foi estabelecido a concentracéo inicial da curva
padrdo realizada no método de ELISA e quantificacdo do agrecam das amostras originadas a

partir dos esferoides e microesferoides.

5.13 Quantificacdo do agrecam pelo método ELISA

A curva padrdo realizada com BSA 2 mg/mL, iniciou em 50 pg, seguido de diluicdo
sequencial em PBS (25 ug, 12.5 ug, 6.25 ug, 3.13 ug, 1.56 pg, 0.78 ug).

A quantificacdo da concentracdo do agrecam foi realizada pelo método de ELISA. Em
uma placa de 96 pocos foram aplicadas amostras em duplicata (foram utilizadas 5 pL ou 2 puL
de amostra em PBS, que foi estabelecido conforme o resultado da dosagem de proteinas
sollveis). A curva padréo foi feita nas duas primeiras colunas, a partir de agrecam de equino
extraido da cartilagem (descrito no topico extracdo de proteoglicanos e eletroforese em gel de
agarose tampao PDA). Optou-se entdo por utilizar o padrdo agrecam 1, diluido 1:10 (0,8
mg/mL), com aplicac¢do na placa de 5 uL em uma concentragéo inicial sabida de 4 pg, seguido
de diluicdo sequencial em PBS (2 pg, 1 pg, 0,5 pg, 0,25 pg, 0,125 pg e 0,0625 pg). Os dois
primeiros pogos foram reservados para o branco. O volume total de cada poco foi de 50 pL. A
placa foi mantida sob agitacdo constante durante 60 minutos em temperatura ambiente, seguido
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de 3 lavagens com PBS. Em seguida, foi adicionado 200 pL de BSA 1% em PBS, para bloquear
os sitios de ligagdo inespecificas e a placa foi incubada em temperatura ambiente por 60 minutos
sob agitacdo constante. Apds o tempo de incubacéo, a placa foi lavada trés vezes com PBS e
entdo foi adicionado anticorpo priméario (monoclonal) anti-agrecam de cavalo (produzido em
camundongo, marca Imuny), diluido 1:1000 em solugdo BSA 1% em PBS (volume total de 50
KL por poco), e a placa foi novamente incubada por 60 minutos, sob agitacdo constante. Apds
incubacdo, a placa foi lavada 3 vezes com PBS e em seguida foi adicionado anticorpo
secundario anti 1IgG de camundongo conjugado com peroxidase (HRP), diluido 1:50000 em
BSA 1% em PBS (volume total de 50 pL por poco), que foi incubado por mais 60 minutos, sob
agitacdo constante em temperatura ambiente. Apos incubacdo, a placa foi lavada 3 vezes com
PBS e foi adicionado 50 pL de substrato preparado anteriormente (reagente A: solucédo
cromageno estabilizado com reagente B: solugdo de perdxido na proporc¢do 1:1). A reacao foi
realizada protegida da luz e ficou incubada por 15 minutos. ApGs este tempo, a reagdo foi
interrompida pela adi¢do de 50 pL de acido sulfurico (H2SO4) 1 M (reagente stop solution), e a
absorbancia das amostras foi lida a 492 nm em leitor de microplaca Versa max microplate

reader, utilizando o programa SoftMax Pro.

5.14 Identificacao de agrecam e queratam sulfato dos esferoides por Immunobloting

Apos extracdo do proteoglicano com GuHCL, as amostras foram fracionadas para inicio
das técnicas. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, tampédo PDA,
como ja descrito acima (topico Eletroforese em gel de agarose em tampdo PDA). Apos 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 transferéncia, a membrana foi
mergulhada em solugdo de BSA a 1% para o bloqueio dos sitios inespecificos por 1 hora sob
agitacdo. Transcorrido esse tempo, a membrana foi lavada com PBS e adicionado anticorpo
primario monoclonal anti- agrecam de cavalo (1 mg/mL, produzido em camundongo, marca
Imuny) e anti-queratam (por se tratar de anticorpos ndo conjugados duas laminas foram
realizadas separadamente) associado a BSA 1% (dilui¢do 1:1000), ou seja, 10 L de anticorpo
primario em 10 mL de BSA 1%, durante 1 hora sob agitagdo em temperatura ambiente. Apos
incubacdo, foram feitas 3 lavagens rapidas e 3 lavagens lentas de 5 minutos, quando entéo foi

adicionado anticorpo secundario anti camundongo IgG conjugado com peroxidase (HRP -
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Abcam), na dilui¢do 1:50000, incubado por 1 hora sob agitacdo em temperatura ambiente. Apds
este periodo, foram realizadas 3 lavagens rapidas, seguido de 3 lavagens lentas de 5 minutos
cada. Por fim, a membrana foi revelada com substrato quimioluminescente (Thermo
Scientific™ SuperSignal™ West Pico) e fotografada (GelDoc-1t Imaging System, UVP).
Outra andlise foi realizada ainda como um método para identificacdo de agrecam. Para
isso, foram utilizadas amostras provenientes dos esferoides apds extragdo de proteoglicanos
com GUuHCI. O volume de 5 pL das amostras foram incubados com 10 pL de condroitinase AC
overnight. A enzima é capaz de degradar condroitim sulfato A e C ou condroitim 4- e 6- sulfato).
Como controle, 5 pL de amostras iguais foram apenas incubadas com 10 pL de &gua destilada.
Apos incubacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, tampéo PDA
(descrito no topico Eletroforese em gel de agarose em tampdo PDA). A lamina foi feita a partir
de 5 pL de amostra e padrdo de condroitim sulfato em duplicata, sendo um padrdo também
incubado com condroitinase AC e outro incubado com &gua destilada. Apds correr a lamina por
eletroforese, o protocolo realizado nesse processo foi idéntico ao descrito anteriormente.

5.15 Técnica de imunofluorescéncia confocal nos microesferoides

Os microesferoides foram incubados com solucdo de glicina 0,1 M em PBS por 10
minutos, pois as amostras foram anteriormente fixadas em paraformaldeido que faz ligacdes
cruzadas com proteinas de superficie. Transcorridos os 10 minutos, a solucao foi removida e
foi adicionado solucdo de bloqueio composta de 5% de soro fetal bovino e 0,1% de saponina
diluido em PBS, seguido de incubacdo durante 60 minutos em temperatura ambiente. Apds
incubacdo, a solucdo de blogueio foi removida e os microesferoides foram lavados 3 vezes com
PBS. Em seguida, foi adicionado solu¢do com anticorpo primario anti-agrecam (produzido em
camundongo, marca Imuny), diluido 1:200 em solu¢éo de saponina 0,1% em BSA 1% em PBS
e foram incubados por 60 minutos, em temperatura ambiente. Apés incubacdo, a solucao
contendo anticorpo primario foi removida e os esferoides foram lavados 3 vezes com PBS. Em
seqguida, o PBS foi removido e acrescido anticorpo secundario anti IgG de camundongo
produzido em cabra (2 mg/mL) (alexa fluor 633 - invitrogen), diluido 1:200, em solucdo de
saponina 0,1% em BSA 1% em PBS e entdo as amostras foram incubadas por 60 minutos,
protegidos de luz, em temperatura ambiente. A solugdo foi removida apds o tempo de incubagéo

e os esferoides foram lavados 3 vezes com PBS. Em seguida, foi realizada a incubagdo com
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Dapi (diluido 1:10000), na mesma solucdo de diluicdo dos anticorpos, durante 40 minutos,
protegidos de luz, em temperatura ambiente. Apos incubacgéo, os microesferoides foram lavados
mais 3 vezes com PBS, em seguida as laminas foram confeccionadas e as imagens foram
realizadas em microscopia confocal Leica TCS SP8. Como controle, uma amostra foi preparada
como branco (sem o anticorpo primario), para configuracdo do laser e faixa de excitacdo do

anticorpo primario.
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6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados pelo programa SAS System for Windows 9.3 (SAS,
2000). Os dados foram testados para normalidade dos residuos (Distribuicdo de Gauss) e
homogeneidade das variancias utilizando o aplicativo Guided Data Analysis. Transformacoes
foram feitas quando necessarias. Os efeitos da origem (liquido sinovial — LS, medula 6ssea —
MO e tecido adiposo — AD), dos tempos (4, 7, 14 e 21 dias) e da interagdo 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 ndo transformadas e * erro padrao.
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7 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram demonstrados mediante gréaficos, tabelas e figuras. Os
valores da média e + erro padrdo foram descritos em tabelas e gréaficos no decorrer do texto. Os
valores individuais referentes a todas as varidveis estudadas foram descritos em tabelas e

encontram-se nos apéndices (A, B e C).

7.1 Animais e coletas

Os animais doadores de células-tronco ndo apresentaram alteragdes sistémicas. Os
locais de puncdo ou de incisédo (articulagdes, regido do esterno e do musculo gluteo dorsal), ndo
apresentaram indicios de processo inflamatorio local, mantendo tamanho, temperatura e
sensibilidade dentro dos padrées de normalidade quando examinados por meio de inspecao e
palpagdo. A regido do musculo gluteo dorsal, onde o tecido adiposo foi coletado cicatrizou
perfeitamente aos 10 dias posteriores a coleta, quando os pontos de sutura foram retirados.
Nenhum animal apresentou processo infeccioso ou inflamatdrio. Todas as coletas foram
razoavelmente faceis de serem realizadas e satisfatorias, entretanto a coleta de liquido sinovial

foi mais facil e exigiu menos materiais de coleta.

7.2 Cultivo de células-tronco mesenquimais

As CTMs das trés fontes estudadas demonstraram morfologia fibroblastoide e aderéncia
ao plastico, quando observadas ao microscopio invertido. Essa € uma caracteristica importante
encontrada nas CTMs (Figura 10).

As CTMs provenientes do liquido sinovial iniciaram a aderéncia ao plastico com
aproximadamente quatro dias de cultivo, visualizadas por microscopia invertida. Entretanto,
ainda havia muitas células ndo aderentes. Sendo assim, apenas metade do meio de cultura foi
removido e acrescido mais 3 mL de meio, para dar oportunidade as células ndo aderentes e sua

aderéncia posterior. A confluéncia de aproximadamente 70% ocorreu em média de 25.5 + 3.8
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dias, quando foi realizada a remocdao destas células por meio de dissolu¢do enzimatica com
tripsina, originando a primeira passagem das células (P1), das quais foram congeladas ou
mantidas em cultivo em frasco de 75 cm? para dar sequéncia no experimento.

A primeira troca de meio das CTMs oriundas da medula dssea ocorreu apés cinco dias
de cultivo. A confluéncia de aproximadamente 70% foi alcangada 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 cm?, para dar sequéncia no experimento.

Jaas CTMs extraidas do tecido adiposo demonstraram aderéncia ao plastico um dia apos
inicio da cultura, demonstrando alta capacidade de proliferagdo. As células alcangcaram
confluéncia de 70% em média de 3.8+£0.89 dias. Como descrito anteriormente, as células desta

fonte também foram mantidas em cultura ou congeladas.

CTMs-LS \ CTMs-MO CTMs-AD

Figura 10 - Imagem representativa das células-tronco mesenquimais em cultura.

Legenda: CTMs-LS: Células-tronco mesenquimais derivadas de liquido sinovial; CTMs-MO: Células-tronco
mesenquimais derivadas de medula 6ssea; CTMs-AD: Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo.
Células-tronco mesenquimais confluentes demonstrando morfologia fibroblastoide durante a expansao em terceira
passagem, representando 70% de confluéncia. Barra = 50 um. Microscopia invertida, aumento de 400x. Fonte:
Fulber, 2019.

7.3 Diferenciagdo condrogénica de células-tronco mesenquimais em tubos cénicos

(formacao dos esferoides)

Os pellets demonstraram consisténcia mais firme em aproximadamente 15 dias ap0os o
inicio da inducdo. A diferenciagcdo condrogénica ocorreu a partir da formacao de esferoides

cartilagineos, cultivados por um periodo estabelecido de 21 dias. Apos esse tempo, 0s esferoides
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foram removidos e demonstraram consisténcia firme.

A média do peso Umido em miligrama (mg) foi apresentada na tabela 1 e no gréfico 1.
O peso umido diferiu entre as fontes, sendo notorio que os esferoides obtidos a partir das CTMs
da medula dssea foram mais pesados quando comparados com as CTMs do tecido adiposo (P
< 0.05) e ndo diferiram das CTMs do liquido sinovial (P > 0.05). A variavel peso imido nao
diferiu entre as fontes de CTMs do liquido 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 estdo demonstrados no apéndice A. (Média do peso umido dos esferoides:
CTMs-LS 8,57 + 2,7 mg; CTMs-MO 9,79 mg+ 2,4; CTMs-AD 5,17 £ 3,5 mg).

Peso dos esferoides
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Gréfico 1 - Média e mediana dos pesos Umidos dos esferoides das fontes de CTMs do liquido
sinovial, medula 6ssea e tecido adiposo.

Legenda: Média (X), mediana (traco -) e desvio padrdo do peso Umido dos esferoides, das amostras de células-
tronco mesenquimais de liquido sinovial (CTMs-LS), células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTMs-MO)
e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-AD).

° =outlier.

* demonstraram diferenca estatistica em relagdo as CTMs-AD (p < 0.05)

7.4 Dosagem da concentracao total de proteinas solUveis dos esferoides

Foi possivel dosar a concentragdo total de proteinas sollveis nos pellets de todas as
fontes. A concentragdo total das proteinas soliveis dos condrocitos produzidos a partir das

CTMs da medula 6ssea foi maior ao comparar com a origem do tecido adiposo (P < 0.05) e ndo
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diferiu da origem liquido sinovial (grafico 2). O tecido adiposo demonstrou similaridade
estatistica com o liquido sinovial nessa comparacdo (tabela 1). Os valores individuais dessa
analise foram demonstrados no apéndice A. (concentracdo total de proteinas soltveis: CTM-
LS 4,14 + 1,03 pg/pL; CTM-MO 4,99 + 0,86 ug/uL; CTM-AD 2,17 £ 0,52 pg/ulL).

Total de proteinas soluveis
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0,00
CTM-LS CTM-MO CTM-AD

Gréfico 2 - Média e mediana do total de proteinas sollveis das fontes de CTMs do liquido
sinovial, medula 6ssea e tecido adiposo.

Legenda: Concentragcdo média (X), mediana (traco -) e desvio padréo de proteinas sollveis extraidas das amostras
de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial (CTMs-LS), células-tronco mesenquimais da medula 6ssea
(CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-AD).

° = outlier.

* demonstraram diferenca estatistica em relagdo as CTMs-AD (p < 0.05)

7.5 Eletroforese em gel de agarose para determinacdo de padréo de agrecam de cavalo

Ambas as amostras de agrecam extraidas da cartilagem do equino foram detectadas no
gel de agarose em tampdo PDA (figura 11). A concentra¢do 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, diluidas 1:10 para realizacdo da curva padrdo no ensaio
de ELISA.
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Figura 11 - Representacdo das laminas de eletroforese em gel de agarose para as amostras de

agrecam 1 e 2 de equino.
Legenda: Lamina 1 - AG 1, AG 2 — agrecam 1 e agrecam 2 sem dilui¢do; padrdo CS — condroitim sulfato. LAmina
2 —1:10 e 1:20 — diluicdo das amostras de agrecam. De acordo com o resultado da concentracdo de agrecam nas
laminas de eletroforese, foi escolhida a amostra AG1 1:10 referente a primeira amostra da l[amina 2 em que o

agrecam apresentou 2 mg/mL.

7.6 Dosagem da concentracao de Agrecam (ELISA) dos esferoides

Todos os esferoides apresentaram concentracdo de agrecam independente da fonte.
CTMs obtidas da medula 6ssea demonstraram maior concentracdo de agrecam quando
comparadas com as células do tecido adiposo (p < 0.05). As CTMs do liquido sinovial foram
estatisticamente iguais aos valores obtidos da medula éssea. Também ndo foi observado
diferenca estatistica em relacdo aos valores da origem do tecido adiposo comparadas com as
CTMs do liquido sinovial (grafico 3). Os valores das médias sdo apresentados na tabela 1 e 0s
dados individuais estdo demonstrados no apéndice 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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Gréfico 3 - Média e mediana da concentracdo de agrecam produzido pelas CTMs do liquido
sinovial, medula 6ssea e tecido adiposo.

Legenda: Concentracdo média (X), mediana (traco -) e desvio padrdo da concentragdo de agrecam dos esferoides
extraidos das amostras de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial (CTMs-LS), células-tronco
mesenquimais da medula éssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-AD).

° = outlier.

* demonstraram diferenga estatistica em relacdo as CTMs-AD (p < 0.05).

7.7 Razdo do agrecam por total de proteinas solGveis, proteinas solUveis por peso umido

e agrecam por peso Umido

A razdo de agrecam por proteinas solUveis, das proteinas sollveis por peso Umido e do
agrecam por peso umido (graficos 4, 5 e 6, respectivamente) ndo demonstrou diferenca entre as
fontes, entretanto as médias encontradas apresentaram-se maiores nas CTMs da medula 6ssea.
Esses dados sdo apresentados na tabela 1. Como nas demais analises, os valores individuais sao

apresentados no Apéndice A
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Gréfico 4 - Média e mediana da relacdo de agrecam por proteinas soltveis das CTMs do liquido

sinovial, medula 6ssea e tecido adiposo.
Legenda: Médias (X), mediana (trago -) e desvio padrdo da razdo da concentragdo de agrecam por proteinas
soluveis extraidos dos esferoides das amostras de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial (CTMs-LS),
células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo
(CTMs-AD). Nao houve diferenca estatistica significativa (P>0.05).

° = outlier.
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Graéfico 5 - Média e mediana da razdo das proteinas sollveis por peso Umido do esferoide das

CTMs do liquido sinovial, medula dssea e tecido adiposo.
Legenda: Médias (X), mediana (traco -) e desvio padrdo da razdo da concentracdo de proteinas sollveis por peso
Umido do esferoide extraidos das amostras de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial (CTMs-LS),
células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTMs-MQ) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo
(CTMs-AD). Néo houve diferenca estatistica significativa (P>0.05).

° = outlier.
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Gréfico 6 - Média e mediana da razdo das proteinas sollveis por peso Umido dos esferoides
das CTMs do liquido sinovial, medula 6ssea e tecido adiposo.

Legenda: Médias (X), mediana (traco -) e desvio padrdo da razdo concentracdo de agrecam por peso Umido dos
esferoides extraidos das amostras de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial (CTMs-LS), células-tronco
mesenquimais da medula éssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-AD).

N&o houve diferenca estatistica significativa (P>0.05).

° = outlier.

Tabela 1 - Valores das médias e erro padrdo das varidveis analisadas nos esferoides.

CTMs-LS CTMs-MO CTMs-AD
Proteina (ug/pL) 414+1,03% 499+086% 217+052°
Agrecam (ng/pL) 63,8+2511% 7813+16,3% 26,63+9,85"
Ag/Pt (ng/ug) 11,3+2,9° 2514+11,622 14,2 +6,81°2
Peso (mg) 8,57 £2,7% 9,79+24% 517+35°
Pt/Peso (ug/mg peso Umido) |32,66 + 4,072 63,84+29,742% 50,82 +7,61°2
Ag/Peso (ug/mg peso imido) | 0,32 £ 0,07 2 1,01+047% 0,78+0,432

Legenda: CTMs-LS — Células-tronco mesenquimais de liquido sinovial; CTMs-MO - células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea, CTMs-AD — células-tronco mesenquimais de tecido adiposo. Ag/Pt — Agrecam
por proteinas solGveis, Pt/Peso — Proteinas sollveis por peso imido, Ag/Peso — Agrecam por peso imido.

Letras mindsculas diferentes entre as colunas denotam diferenga estatistica (p < 0.05).
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7.8 Immunoblotting: Identificacéo de agrecam e queratam sulfato nos esferoides

A identificacdo do agrecam e queratam sulfato foi obtida pela técnica de
immunoblotting. Embora esse ensaio ndo tenha caracteristica quantitativa, as CTMs derivadas
do liquido sinovial demonstraram marcacao mais forte para agrecam, seguido da medula 6ssea
e por fim, do tecido adiposo (Figura 12). Foi utilizado anticorpo padréo de agrecam da especie
bovina nesse ensaio, que nao foi identificado apos revelacdo do immunoblotting, caracterizando

o0 anticorpo monoclonal (equino) como especifico para a espécie.
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Figura 12 - Foto representativa da deteccdo de agrecam por Immunoblotting.
Legenda: CTMs obtidas de tecido adiposo (AD); medula 6ssea (MO) e liquido sinovial (LS).

Ainda para identificar e confirmar que os condrdcitos induzidos a partir das CTMs das
trés fontes sintetizaram agrecam, outro immunoblotting foi realizado a partir de amostras das
trés fontes incubadas com enzima condroitinase AC de Flavobacterium heparinum. O agrecam
foi identificado nas amostras incubadas e ndo incubadas com a enzima, demonstrando padréo
diferente de migracdo 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 ligagdes B-glicosidicas entre N-acetilgalactosamina e acido glucurénico, degradando
condroitim sulfato a dissacarideos insaturados (MICHELACCI E DIETRICH, 1975; 1976b;
MICHELACCI E DIETRICH, 1986). Portanto, as amostras incubadas com condroitinase AC
migraram na lamina de forma diferente, uma vez que as cadeias de condroitim sulfato presentes

no agrecam foram degradadas a dissacarideos insaturados, demonstrando halos mais claros.
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Figura 13 - Foto representativa da identificacdo do agrecam por immunoblotting.

Legenda: Immunobloting das amostras de tecido adiposo (AD), medula 6ssea (MO) e liquido sinovial (LS). Padrdo
condroitim sulfato (CS). As amostras foram submetidas a incubacdo com condroitinase AC e como controle foram
incubadas apenas com agua destilada (amostras ndo digeridas). Nota-se que o padrdo de condroitim sulfato foi
totalmente digerido e ndo é encontrado na revelacdo do immunoblotting, ja as amostras com agrecam
demonstraram padrdo diferente de migracdo entre as amostras digeridas e ndo digeridas com a enzima. A
condroitinase AC faz a clivagem de ligacdes B-glicosidicas entre N-acetilgalactosamina e acido glucor6nico,
degradando condroitim sulfato (glicosaminoglicano presente na molécula de agrecam) a dissacarideos insaturados

que ndo sdo precipitados e nem corados no gel de agarose em tampéao PDA.

Foi possivel identificar queratam sulfato (Figura 14), entretanto as amostras marcadas

com o0 anticorpo ndo migraram como o padrao, permanecendo na origem da lamina.

PADRAO AD MO MO MO MO MO MO MO AD LS LS LS LS LS
KS

Figura 14 - Foto representativa da deteccdo de queratam sulfato por Immunoblotting.
Legenda: CTMs obtidas de tecido adiposo (AD); medula éssea (MO) e liquido sinovial (LS). Possivel perceber

que existe queratam sulfato nas amostras, mas todas ficaram na origem da l&mina e ndo migraram.
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7.10 Diferenciacdo condrogénica de células-tronco mesenquimais em microplaca

(microesferoides)

As CTMs de todas as fontes foram capazes de formar microesferoides, que
demonstraram forma tridimensional apds dois dias de indugdo condrogénica, observados em
microscopia invertida. A partir do segundo dia de diferenciacdo condrogénica ndo houve
necessidade de manter o imd incubado embaixo da microplaca de cultura, sendo, portanto,
removido. Apds 4, 7, 14 e 21 dias (Figura 15), os microesferoides foram retirados dos pogos
com cuidado e mantidos em PBS para analises da quantificacdo de proteina, agrecam e

imunofluorescéncia por microscopia confocal.

4 dias 7 dias 14 dias 21dias

Microesferoide
CTMs-LS

Microesferoide
CTMs-MO

Microesferoide
CTMs-AD

Figura 15 - Representacdo dos microesferoides e seus dias de diferenciacdo condrogénica.

Legenda: Fotomicrografias representativas dos microesferoides. Microscopia invertida, aumento de 40x.
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7.11 Anédlise da concentracédo total de proteinas solUveis e agrecam dos microesferoides

As amostras provenientes de todas as fontes expressaram concentracdo de proteinas
soluveis. Nao foram observadas interacGes significativas entre origem e tempo para as variaveis
avaliadas: total de proteina sollvel, agrecam e razdo entre ambas (tabela 2). Sendo assim, 0
efeito da fonte foi avaliado independente do tempo de inducgéo condrogénica e o efeito do tempo
foi avaliado independe da fonte. Os valores individuais do efeito da fonte encontram-se no

apéndice B e os valores individuais do efeito do tempo sé&o demonstrados no apéndice C.

Tabela 2 - Efeito de interacdo entre a fonte de células e o tempo de diferenciacéo.

Fonte Tempo Fonte/Tempo
(valor de p) (valor de p) (valor de p)
Agrecam 0,1256 0,9713 0,6361
Proteina 0,054 0,0291 0,2202
Agrecam/Proteina soltvel 0,2851 0,5591 0,9307

N&o houve interacdo entre as varidveis (P > 0.05) na avaliagdo estatistica entre as fontes de células-tronco

mesenquimais e o tempo realizado para diferencia-las.

Em relacdo a comparacdo das fontes das CTMs, foi possivel observar que as
concentragfes das proteinas sollveis das amostras provenientes do tecido adiposo foram
maiores ao comparar com as CTMs de medula éssea e do liquido sinovial (p > 0.05). As CTMs
oriundas do liquido sinovial sdo iguais estatisticamente ao compara-las com a medula 6ssea (P
> 0.05). (Gréfico 7, tabela 3).
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Gréfico 7 - Média e mediana da concentracéo total das proteinas sollveis das diferentes fontes
de CTMs.

Legenda: Concentragdo média (X), mediana (trago -) e desvio padrdo da concentragdo de proteinas sollveis
presentes nos microesferoides extraidos das amostras de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial (CTMs-
LS), células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo
(CTMs-AD). ° = outlier.

* demonstraram diferenca estatistica em relacdo 8 CTMs-MO e CTMs-LS (p < 0.05).

J& a concentracdo média de agrecam foi maior nas amostras originadas de liquido
sinovial ao comparar com as CTMs de medula dssea (P < 0.05), entretanto foram

estatisticamente iguais com as amostras de tecido adiposo (P > 0.05). (Gréfico 8; Tabela 3).
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Gréfico 8 - Média e mediana da concentracdo de agrecam das diferentes fontes de CTMs.

Legenda: Concentracdo média (X), mediana (traco -) e desvio padrdo da concentracdo de agrecam dos
microesferoides extraidos das amostras de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial (CTMs-LS), células-
tronco mesenquimais da medula éssea (CTMs-MO) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMs-
AD). ° =outlier.

* demonstraram diferenga estatistica em relacdo & CTMs-MO e CTMs-LS (p < 0.05).
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A razéo do agrecam por proteinas soluveis demonstrou diferenca significativa entre as
CTMs derivadas de liquido sinovial em relagdo as CTMs da medula 6ssea. Entretanto néo
houve diferenca na comparacdo estatistica entre as CTMs do liquido sinovial e do tecido
adiposo. As CTMs da medula 6ssea ndo denotaram diferenca estatistica com as CTMs do tecido

adiposo (Grafico 9, Tabela 3).
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Gréfico 9 - Média e mediana da relacdo do agrecam por proteinas soltveis dos microesferoides

Legenda: Médias (X), mediana ( - ) e desvio padrdo da razdo da concentragdo de agrecam por proteinas solUveis
dos microesferoides extraidos das amostras de células-tronco mesenquimais de liquido sinovial (CTMs-LS),
células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTMs-MQ) e células-tronco mesenquimais de tecido adiposo
(CTMs-AD).

° =outlier.

* demonstraram diferenga estatistica em relagdo as CTMs-MO (p < 0.05)

Tabela 3 - Média e erro padrdo relacionada a comparacdo do agrecam, total de proteinas

solliveis e a razdo entre ambas das diferentes fontes de CTMs.

CTM-LS CTM-MO CTM-AD
Proteina 22,02+1,84%2 27,7+2,57°2 35,22+2,82°
Agrecam 141,21 +25,49% 63,06 £12,07° 117,3+ 14,322

Agrecam/Proteina | 8,15+1,622 4,11+1,51° 4,23+0,7%

Legenda: CTM-LS — CTMs de liquido sinovial; CTM-MO — CTMs de medula 6ssea, CTM-AD — CTMs de tecido

adiposo. Letras minusculas diferentes entre as colunas denotam diferenga (p < 0.05)
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N&o houve diferenga significativa na analise do efeito do tempo de diferenciagdo
condrogénica entre as trés fontes (P > 0,05) (tabela 4).

Tabela 4 - Média e erro padrdo da comparacdo do efeito do tempo de diferenciacdo

condrogénica.

4 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Proteinas sollveis | 33,63 £ 3,24 27,5927 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 soltveis 3,41 £0,62 6,22 +£1,73 7,36 £ 2,86 19,11 £ 15,51

Legenda: Agc/Pt sollveis: Razdo agrecam por total de proteinas sollveis.

7.12 Imunofluorescéncia por microscopia confocal dos microesferoides

Foi possivel identificar agrecam e queratam sulfato, nos microesferoides obtidos a partir
das CTMs do liquido sinovial, medula 6ssea e do tecido adiposo por meio do ensaio de
imunofluorescéncia confocal. Agrecam e queratam sulfato foram identificados na matriz dos
microesferoides e o DAPI demonstrou o nucleo das células. As figuras 16, 17 e 18 séo
representativas de um microesferoide de cada fonte e tempo de diferenciacdo, marcadas com

0s anticorpos mencionados.
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AGRECAM 4 DIAS AGRECAM 7 DIAS AGRECAM 14 DIAS AGRECAM 21 DIAS
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KS 4 DIAS KS 7 DIAS KS 14 DIAS KS 21 DIAS

SOBREPOSICAO  SOBREPOSICAO SOBREPOSICAO SOBREPOSICAO

Figura 16 - Imagem representativa da imunofluorescéncia dos microesferoides obtidos de

CTMs derivadas do liquido sinovial.

Legenda: AGC — Agrecam; KS — queratam sulfato.
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KS 4 DIAS KS 7 DIAS KS 14 DIAS KS 21 DIAS
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Figura 17 — Imagem representativa da imunofluorescéncia dos microesferoides obtidos de
CTMs derivadas da medula 0ssea.

Legenda: AGC — Agrecam; KS — queratam sulfato.
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DAPI 4 DIAS DAPI 7 DIAS DAPI 14 DIAS DAPI 21 DIAS

AGRECAM 4 DIAS AGRECAM 7 DIAS AGRECAM 14 DIAS AGRECAM 4 DIAS

SOBREPOSICAO SOBREPOSICAO SOBREPOSICAO

KS 4 DIAS KS 7 DIAS KS 14 DIAS KS 21 DIAS

SOBREPOSICAO SOBREPOSICAO SOBREPOSICAO SOBREPOSICAO

Figura 18 — Imagem representativa da imunofluorescéncia dos microesferoides obtidos de
CTMs derivadas do tecido adiposo.

Legenda: AGC — Agrecam; KS — queratam sulfato.
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8 DISCUSSAO

As CTMs foram isoladas a partir do liquido sinovial, medula 6ssea e do tecido adiposo
e demonstraram eficiéncia em aderir ao plastico e crescimento em monocamada com formacao
de colénias de aparéncia fibroblastoide, resultado que confirma a morfologia e caracteristica
das CTMs, como ja demonstrado em publicacdes 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,
FULBER et al., 2016; FERRO et al., 2019).

A trés fontes das células-tronco aqui isoladas sdo alvo de muitas pesquisas, entretanto,
amedula 6ssea e o tecido adiposo sdo exploradas ha mais tempo quando comparadas com tecido
de origem sinovial.

No presente estudo, as CTMs da medula éssea foram obtidas da 52 estérnebra do 0sso
esterno. De certa forma, esse tipo de coleta € invasivo, entretanto nao traz prejuizos 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 usa-los como base. A medula
Ossea é responsavel pela hematopoese, com producgdo de eritrdcitos, plaquetas, granuldcitos,
monacitos e linfécitos. CTMs representam cerca de 0,001 a 0,01% na medula (TAYLOR,;
CLEGG, 2011), sendo evidente a necessidade de expansdo das células se o objetivo for
experimental ou terapéutico. Como as CTMs ndo estdo em grande nimero na medula, assim
que coletadas demoram no minimo duas semanas para obter confluéncia celular. Neste estudo,
as células demoraram em média 18,5 dias até atingirem confluéncia (70%) e alcancarem a
primeira passagem, 0 que corrobora com outros estudos em que a expansao in vitro dessas
células foi alcancada em torno de vinte e cinco dias (BARBERINI et al., 2014) e quinze dias
(ABO-AZIZA; ZAKI, 2016).

Ja as células obtidas do tecido adiposo sdo facilmente coletadas por um método
minimamente invasivo. No presente estudo pode-se afirmar que as células possuem rapido
crescimento em monocamada e demonstraram confluéncia em média de 3,8 dias. Esse resultado
converge com os achados de Barberini et al. (2014), no qual foi observado confluéncia das
células obtidas de tecido adiposo de equino apenas apés 15 dias de cultura, assim como em um
estudo com CTMs oriundas de humanos, em que foi constatado confluéncia de 70 a 80% em
21 dias (ALIPOUR et al., 2015).
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A confluéncia de 70% de expansdo celular obtida do liquido sinovial foi alcancada em
aproximadamente 26 dias. Esse dado se refere apenas a primeira passagem das células. Durante
esse cultivo, nota-se que CTMs de liquido sinovial demandam tempo até conseguirem chegar
em terceira passagem (P3) e apresentarem boa concentracdo. Murata et al. (2014) utilizou o
mesmo meio de cultivo suplementado e conseguiu expansao das células em apenas nove dias.
Entretanto a metodologia por ele utilizada e a raca dos cavalos diferiram da descrita nesse
estudo, logo, pode-se especular que possa haver alguma influéncia, principalmente nas
condig¢des imunologicas e individuais dos equinos.

Ainda que seja evidente que as CTMs extraidas do liquido sinovial demoraram mais
dias para expanséo celular quando comparadas com as outras fontes, a coleta desse material
bioldgico € razoavelmente mais facil em relacéo a coleta da medula 6ssea e do tecido adiposo.
Porém, as medidas profilaticas de antissepsia devem ser muito bem conduzidas para néao
ocasionar artrite séptica iatrogénica. Nota-se aqui a importancia do ambiente e higienizac&o.
Portanto, como a coleta de liquido sinovial é de certa forma mais facil, o fato da proliferacdo
se apresentar mais demorada ndo devera ser considerada individualmente.

O potencial condrogénico das trés fontes foram comparados in vitro em nosso estudo.
Para que as celulas consigam se diferenciar em condrocitos € necessario remové-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 cénicos
para manter as células em formato de micromassas, gerando como produto final esferoides e
uma cultura em placa a partir de uma tecnologia com exposicao das células a nanoparticulas
que aderem na superficie celular permitindo formar um agregado de células, facilitando o
ambiente de cultura tridimensional ja no primeiro instante em que as células sdo submetidas a
essa condicdo a partir da imposicao aplicada por meio de um ima, produzindo como produto
final os microesferoides.

A utilizacdo da maior nimero de células-tronco mesenquimais para diferenciacdo
condrogénica durante a indugdo em tubos cénicos foi necessaria, pois sabe-se que 0s
condrécitos demonstram instabilidade em monocultura com possibilidades de desdiferenciacdo
e que a proporcao de células que expressam queratam sulfato diminui quando sdo cultivados
em baixa densidade. Quando os condrécitos sdo cultivados em alta densidade, a
desdiferenciacdo € suprimida e essas células demonstram expressar colageno tipo I e II,
diferente do que ocorre em condi¢fes de baixa densidade, quando as células expressam o
colageno tipo 1. Condrocitos cultivados em alta densidade também demonstram maior

quantidade de matriz extracelular com proteoglicanos e queratam sulfato quando comparadas
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as culturas de baixa densidade celular, ou seja, a cultura em alta densidade estabiliza o fen6tipo
dos condrdcitos possibilitando sintese de matriz (SOLURSH, MEIER, 1974; WATT, 1988).

A cultura de células em baixa densidade necessita de proliferacao, diferentemente do
que ocorre em ambiente de alta densidade. Logo, no ambiente de baixa densidade
aparentemente o nimero de células instaveis € expandida, demonstrando morfologia menos
arredondada e fenotipo instavel relacionados a produgdo de matriz extracelular (ZANETTI;
SOLURSH, 1984). Portanto, a importancia da alta densidade celular para diferenciacdo em
condracitos é respondida pelo efeito na morfologia celular e na comunicacao intercelular, por
contato célula-célula ou por meio de fatores secretados por elas.

Portanto, técnicas para cultura de células-tronco mesenquimais em formato
tridimensional sdo requeridas para o processo de diferenciacdo em condrocitos, originando
esferoides, pellets ou micromassas. Entretanto, essa metodologia exige grande numero de
células iniciais, dada a importancia da densidade celular no processo condrogénico. No cenario
de comparacao entre as duas metodologias realizadas, na tecnologia de cultura tridimensional
em placas, as células recebem nanoparticulas biocompativeis constituidas de ouro, 6xido de
ferro e poli-L-lisina, o que leva ao modelamento celular com formacao do microesferoide. Isto
permite agregacdo celular e inicio de sintese de matriz extracelular, com alta densidade celular,
mas com menor ndmero de células. A técnica é vantajosa pois usa menor nimero de células,
permite que os condrocitos expressem seu fenotipo, e fornece ambiente necessario para
adequada diferenciacéo celular.

Ainda, a metodologia com microesferoides recebem papel de destaque, pois
demonstramos que a partir de 4 dias, os condrdcitos j& demonstram sintese de matriz
extracelular independente da fonte. Especula-se aqui que esse método in vitro, garante
condi¢des mais proximas do ambiente cartilagineo in vivo, uma vez que os microesferoides
demonstram caracteristica firme e sintese de matriz precocemente quando comparados a outra
metodologia. Este resultado ndo é observado durante a inducdo de condrdcitos em tubos
conicos, pois, as células sdo colocadas nos tubos e as trocas de meio de cultura sdo realizadas
delicadamente para ndo interferir na manutencdo 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 as células, pois ficam soltas em meio de cultura e iniciam o
processo de sintese de matriz a partir do momento que demonstram maior unido célula-célula
ou desde o inicio da producdo de matriz, que consequentemente pode ser notado por volta do
décimo quarto dia, quando apresentam caracteristica um pouco mais firme, sendo observado

durante a troca de meio. Em 21 dias, o produto final ¢ um esferoide cartilagineo, com
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condrocitos e matriz, corroborando com os achados na literatura (BURK et al., 2012; FULBER
etal., 2016; ADAM et al., 2019). Ha relatos de sucesso na diferencia¢do condrogénica de CTMs
derivadas de liquido sinovial saudavel, em pacientes com doenca degenerativa e osteoartrite
apos 14 dias de inducdo condrogénica (SEKIYA et al., 2012). Mesmo assim, para garantir a
diferenciacdo das células desse estudo, foi preconizado 21 dias, mesmo que algumas amostras
tivessem assumido caracteristica pouco mais firme por volta de 14 dias.

A inducéo condrogénica foi realizada a partir de meio comercial (inducéo 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 sdo conhecidos, no qual sdo
usualmente confeccionados em meio de cultura, suplementado com &cido ascorbico, insulina,
transferrina, TGF-B ou BMPs (STEWART; STEWART, 2011) e dexametasona (SEKIYA et
al., 2012).

O fendtipo condrogénico é observado normalmente pela deposicao de colageno tipo II,
deteccdo de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e analise do fator de transcricdo SOX9
(STEWART; STEWART, 2011).

Os esferoides e microesferoides foram digeridos com GuHCI pela metodologia proposta
por Hassel et al. (1979) para extragdo de proteoglicanos e consequentemente avaliagcdo da
sintese de matriz extracelular produzida pelos condrécitos. Portanto, os esferoides e
microesferoides resultaram em um precipitado que foi seco a vacuo e ressuspendido em agua
destilada.

As amostras de todas as fontes estudadas demonstraram que as CTMs foram capazes de
diferenciacdo em condrocitos uma vez que sintetizaram matriz cartilaginea.

Ao comparar as fontes apds digestao dos esferoides, foi identificado que a concentracdo
de agrecam e de proteinas sollveis presentes nas amostras da medula éssea foram maiores
quando comparadas com o tecido adiposo e ndo demonstraram diferenca estatistica com as
CTMs do liquido sinovial. No entanto, ao avaliar a relagdo do agrecam por proteinas solUveis
as trés fontes apresentaram semelhanca. Quando o peso dos esferoides foi avaliado, a partir das
amostras da medula e do liquido sinovial observou-se que ambos sdo maiores do que 0s
esferoides produzidos a partir do tecido adiposo, sendo estatisticamente diferente somente da
medula 0ssea. Levando em consideracdo que todas as diferenciagdes condrogénicas partiram
do mesmo niimero de CTMs viaveis, ou seja, 2 x 108, observamos que o tecido adiposo foi 0
gue produziu menor rendimento, isto é, menor nimero de condrocitos capazes de produzir

agrecam. Contudo, essas CTMs sao tdo quéo eficientes as de medula 6ssea e liquido sinovial,
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dados confirmados pelas razdes agrecam por total de proteinas sollveis e agrecam por peso.
Giovanini et al. (2008) e Vidal et al. (2008) comparam a medula 6ssea e o tecido adiposo de
equinos e demonstraram resultados semelhantes, entretanto, CTMs derivadas do liquido
sinovial ndo foram comparadas. Resultados diferentes foram descritos para outras fontes, em
que a medula 6ssea apresentou fraca capacidade condrogénica ao ser comparada com liquido
amniotico e tecido do corddo umbilical de equinos (LOVATI et al., 2011).

As fontes de tecido sinovial, medula déssea e tecido adiposo foram comparadas em
células humanas e demonstraram que o tecido sinovial e medula 6ssea foram superiores ao
comparé-los com o tecido adiposo. Essa comparacdo foi realizada apenas em relacdo ao
tamanho e peso Umido formado pelos esferoides e por histologia, em que as colora¢Ges foram
mais intensas nas provenientes de liquido sinovial e medula dssea (SAKAGUCHI et al., 2005).
Mesmo que o peso Umido e o tamanho dos esferoides ndo sejam especificos para qualifica-los
como superiores, as laminas mostraram coloragdo de matriz extracelular, inferindo que o
tamanho aumentou por apresentar mais matriz e ndo pelo aumento no nimero de condrdcitos
(SEKIYA et al., 2002a; SHIRASAWA et al., 2006), possibilitando concluir que esse seja um
indicador inquestionavel em trazer uma resposta real da capacidade condrogénica (SEKIYA;
COLTER; PROCKOP, 2001; SEKIYA et al., 2002b; SAKAGUCHI et al., 2005). Sendo assim,
0s 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 Umido dos esferoides nas amostras de células obtidas do liquido sinovial e da medula 6ssea
de equinos, pudemos comprovar que na matriz gerada houve aumento da concentracdo de
agrecam; proteoglicano especifico de matriz cartilaginea.

Koga et al. (2008), demonstraram que as CTMs de origem sinovial, assim como da
medula 6ssea possuem melhor potencial de qualidade condrogénica em defeitos cartilagineos
induzidos em coelhos. Os autores quantificaram maior producdo de matriz extracelular, por
meio de escore histoldgico nos animais tratados com as células derivadas da sindvia e da medula
6ssea quando comparadas com 0s animais que receberam tratamento com CTMSs provenientes
do tecido adiposo. Embora existam semelhancas entre as CTMs do liquido sinovial e da medula
0ssea, as células sinoviais mostraram vantagens, principalmente em relagdo as coletas. Os
resultados obtidos em nosso estudo, demonstram que a expansao das CTMs demora em media
de 25,5 dias para o liquido sinovial e 18,5 dias para as células da medula 0ssea. Esses resultados
denotam semelhanca e ao pensar clinicamente, ambas poderiam ser utilizadas para tratamento

de enfermidades de origem articular, porém a coleta do liquido sinovial ¢ mais facilmente
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realizada quando comparada com a coleta da medula 6ssea e de certa forma menos invasiva
para o paciente equino.

Além da comparagdo entre o tamanho, peso Umido e a matriz extracelular das ldaminas
coradas com azul de toluidina, Yoshimura et al. (2007) identificaram inferioridade
condrogénica das CTMs provenientes do tecido adiposo, medula dssea, musculo e peridsteo de
ratos, quando comparadas as CTMs de membrana sinovial, por meio da baixa expressdo génica
de colageno tipo Il por RT-PCR e da sintese de condroitim sulfato e acido hialurénico. Ainda
nesse raciocinio, Mochizuki et al. (2006) comprovaram a superioridade condrogénica de CTMs
humanas, extraidas da membrana sinovial (fracdo fibrosa e fracdo adiposa) em relacdo as
células oriundas de tecido adiposo subcutaneo por meio da expressdo génica de colageno tipo
I, agrecam, decorim, biglicam, proteinas de ligacdo, SOX5, SOX6, SOX9, condroitim 4-
sulfotransferase e a analise por cromatografia liquida dos glicosaminoglicanos condroitim 4-6-
sulfatados e &cido hialurénico.

Ainda em termos comparativos, quando o tecido adiposo é comparado com a medula
Ossea e com células extraidas da cartilagem da orelha de coelhos, nota-se a sua caracteristica de
rapida proliferacdo, mas a superioridade das células € observada na fonte extraida da cartilagem,
por apresentarem maior expressdo de colageno tipo Il, agrecam e a via de sinalizacdo
condrogénica 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 6ssea em relacdo as do tecido adiposo (KHALILIFAR et al., 2018). Semelhante aos
nossos achados, o tecido adiposo possui a vantagem de proliferacdo mais rapida em cultura,
entretanto, € inferior quando submetidos a comparacdo de rendimento celular e
consequentemente producdo de agrecam. Essas consideragdes sdo apenas para ensaio in vitro,
pois testes com equinos como modelos experimentais ainda ndo foram realizados.

As CTMs da medula dssea e tecido adiposo foram comparadas em ensaio in vivo em
cavalos com defeitos de menisco e ap6s 12 meses do tratamento, ambas repararam 0 menisco
com tecido fibrocartilaginoso (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2016).

A outra metodologia proposta a partir de nanoparticulas aderidas as membranas das
CTMs resultaram na diferenciacdo dessas células em condrocitos, formando microesferoides.
Esses condrocitos também demonstraram habilidades ao sintetizar matriz extracelular. Como
as células séo arbitrariamente induzidas a se manterem em cultura tridimensional, esse
fendmeno pode ser visto a partir de quatro dias de indugdo condrogénica. Nesse estudo, 0s
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 diferenciacdo em condrdcitos. Reed; Johnson (2008) também
demonstraram capacidade condrogénica em periodo menor do que 21 dias: 7, 15 e 21 dias, mas
outras analises foram realizadas apds essa diferenciacdo, como exemplo a via de sinalizacédo
condrogénica SOX9 das CTMs oriundas de sangue do corddo umbilical de potros recém-
nascidos, em uma metodologia simples por meio da formacdo de micromassas apds
centrifugacdo, semelhante a descrita para formacdo dos esferoides.

A andlise da quantificacdo da concentracdo total de proteinas sollveis foi obtida por
teste colorimétrico e concentracao de agrecam por ELISA (ja discutido nos esferoides). Nesse
caso, as amostras foram comparadas em relacdo ao tempo de indugéo e entre as trés diferentes
fontes. N&o houve diferenga entre os tempos de diferenciacdo, ou seja, ndo houve aumento da
concentracdo de agrecam no decorrer do tempo. No entanto, ndo foi detectado agrecam em
algumas amostras dos microesferoides obtidos a partir das trés fontes, provavelmente por
estarem abaixo do nivel de deteccdo e isso pode ter influenciado nos resultados estatisticos para
a comparacao tempo, ainda que observado oscila¢des individuais na concentracdo das variaveis
estudadas nos diferentes tempos.

Na comparacdo da concentracdo de agrecam presente nos microesferoides obtidos a
partir das trés fontes, as CTMs derivadas do liquido sinovial demonstraram superioridade na
producdo de agrecam quando comparadas com as CTMs derivadas da medula 6ssea e ndo foram
diferentes estatisticamente das CTMs do tecido adiposo. Ainda, as CTMs de tecido adiposo
também mostraram diferenca em comparacdo com as CTMs da medula éssea. Ao relacionar a
concentracdo do agrecam por proteinas sollveis e obter a correcdo dos valores das
concentragdes, as CTMs do liquido sinovial continuaram superiores na produgdo de agrecam
em relacdo as CTMs da medula 6ssea. Porém, apds esse fator de correcéo, as CTMs do tecido
adiposo se igualaram com as CTMs da medula dssea.

Como os resultados entre as duas metodologias foram diferentes € possivel interpretar
que as CTMs do tecido adiposo melhoram seu desempenho quando colocados em um ambiente
tridimensional, pois se igualam as CTMs derivadas do liquido sinovial e da medula 6ssea. Na
metodologia tridimensional com nanoparticulas biocompativeis, as CTMs da medula 6ssea
conseguem se diferenciar em condrécitos, mas ndo produzem agrecam como as outras duas
fontes. Fica evidente que as fontes de CTMs derivadas da medula 6ssea e do tecido adiposo
oscilam entre as duas metodologias realizadas no presente estudo, enquanto as CTMs do liquido
sinovial, permanecem entre as melhores fontes e nesse caso, quando em ambiente
tridimensional com nanoparticulas biocompativeis conseguem melhorar ainda mais o seu

desempenho.
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N&o existem estudos com diferenciagdo em condrdcitos in vitro a partir dessa tecnologia
tridimensional com nanoparticulas, entretanto a pesquisa com engenharia de tecidos e scaffolds
envolve particularmente a producdo de um tecido tridimensional que funciona como suporte
mecanico ou um arcabouco onde células sdo cultivadas. Scaffolds formados por quitosana,
acido polilatico e acido hialurénico mostram excelente biocompatibilidade, maior estabilidade
e diferenciagdo condrogénica in vitro e ainda confirmam que os condrocitos se unem de forma
uniforme ao scaffold e podem ser usados como estratégia terapéutica a fim de melhorar a
regeneracdo do tecido cartilagineo (MALLICK et al., 2017) .

Estudos de bioengenharia de tecidos demonstraram a importancia do ambiente em que
as CTMs sédo aplicadas para que possam expressar seu fendtipo de forma significativa. A
aplicacdo de CTMs diretamente no local desejado, parece nao ser o melhor método terapéutico
para promover regeneracdo tecidual, pois as CTMs podem migrar para outros locais que nao 0s
da lesdo, embora assumam papeis imunomoduladores e paracrinos que sdo propriedades
benéficas e ja conhecidas (SANTOS et al., 2019). No modelo animal, quando as CTMs
derivadas do tecido sinovial sdo encapsuladas a scaffolds produzidos a partir de géeis, compostos
por acido hialurdnico, colageno e fibrinogénio mostraram reparacdo 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 tém demonstrado resultados
interessantes, pois facilitam o transporte de nutrientes para as células encapsuladas em géis
compostos por &cido hialurdnico, colageno e fibrinogénio e parecem garantir maior
possibilidade de regeneragéo da cartilagem (LEE et al., 2012).

Ainda nesse contexto, foi publicado recentemente um estudo que demonstrou a
producdo de scaffolds a partir da impressdo 3D, feitos com trés 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 concentragdes diferentes
de acordo com a sua camada especifica. Além de caracteriza-lo in vitro de acordo com as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, seu uso in vivo em conjunto com CTMs derivadas
da medula dssea permitiu avaliagbes macroscopicas e microscopicas do novo tecido formado,
concluindo que esse tratamento demonstrou melhor reparacdo condrogénica em defeitos
cartilagineos de coelhos quando comparados com outro grupo em que os animais foram tratados
com scaffolds monoféasicos ou nédo tratados. O reparo in vivo resultou na formacao de um novo

tecido de superficie lisa preenchido por matriz extracelular (LIU et al., 2019).



106

Outras moléculas demonstraram ser promissoras e estudos ainda avaliados no
laboratério apostam na kartogenina que € uma molécula ndo proteica condroindutora ligada a
superficie de oxido de ferro, seguido da incorporacéo de nanocristais de colageno e celulose.
Esses compostos parecem estimular o microambiente auxiliando no crescimento e
diferenciacdo de CTMs oriundas da medula éssea (YANG et al., 2019).

Na maioria dos estudos citados, quando apenas a medula 6ssea e o tecido adiposo livres
de scaffolds sdo comparados, nota-se superioridade da medula 6ssea. Especula-se aqui que isso
contribuiu para que a medula dssea fosse cada vez mais estudada para novas estratégias
terapéuticas, essencialmente as baseadas em bioengenharia de tecidos e producéo de scaffolds,
pois essa fonte j& havia mostrado bons resultados. As conclusdes dos autores s&o unanimes em
gue ao usar tecnologia tridimensional e ndo formar pellets tridimensionais (manuais) em tubos
conicos, favorece as células a se transformarem em condrdcitos e quando estudados in vivo,
garantem um tecido novo semelhante a cartilagem. Porém, nossos resultados in vitro, mostram
que especificamente para combater afeccdes articulares, as CTMs, principalmente derivadas do
liquido sinovial ou até mesmo do tecido adiposo se desenvolvem melhor no ambiente 3D a
partir de tecnologia com nanoparticulas, sugerindo a viabilizacdo da futura aplicacdo in vivo.

Pode-se concluir que as CTMs revelam diferenciagdo condrogénica precocemente
quando expostas a ambiente in vitro mais proximo de uma cartilagem, mimetizando condicdes
de seu ambiente natural. Os resultados do presente estudo demonstraram superioridade
condrogénica das CTMs oriundas do liquido sinovial, seguido de células do tecido adiposo e
por ultimo, das células provenientes da medula dssea. Isto corrobora com hipdteses levantadas
de que a capacidade metabolica das células derivadas do liquido sinovial sdo melhores, por
diferengas no nimero de células ancestrais e a condrogénese é uma consequéncia da propensao
que essas células ja possuem em seguir uma via condrogénica, sugerindo que o microambiente
tecidual local pode estar direcionando o “destino” das CTMSs para essa linhagem de forma pré-
determinada (MOCHIZUKI et al., 2006).

A imunofluorescéncia 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 avaliacdo da matriz
extracelular. Ja Zayed et al., (2016) realizaram a imunofluorescéncia em CTMs derivadas do
liquido sinovial e medula dssea de equinos, ap6s desafiar a cultura condrogénica com IFN-y e
TNF-0, resultando na diminuicao da expressdo de agrecam, SOX9, colageno tipo II e TGFB1

nas células desafiadas, pressupondo que as CTMs dessas duas fontes sintetizaram matriz, mas
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o0 processo inflamatorio pode influenciar na degradacéo e/ou na diminuicdo da sintese de matriz
extracelular realizada pelos condrocitos.

Outras fontes de CTMs aparecem na literatura com finalidade comparativa. O potencial
condrogénico de sangue do corddo umbilical, tecido umbilical, medula 6ssea e tecido adiposo
foram comparados nas células de equinos e o sangue do corddao umbilical demonstrou
superioridade aos demais, seguido de medula 6ssea, tecido umbilical e tecido adiposo.
Entretanto, a avaliacdo foi realizada apenas por meio de histologia e coloracdo alcian blue,
safranina e tricomico de Massom, sugerindo que amostras de coloracdo mais intensa denotam
maior matriz extracelular por producdo acentuada de glicosaminoglicanos ou coldgeno (BURK
etal., 2012).
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9 CONCLUSAO

As CTMs derivadas do liquido sinovial, medula 6ssea e tecido adiposo séo capazes de
diferenciacdo condrogénica, visto que os condrocitos produzidos realizaram a sintese de
agrecam.

As CTMs derivadas de tecido adiposo quando ndo cultivadas em condicbes de
tecnologia de sistema tridimensional (nanoparticulas) demonstraram menor producdo de
agrecam, proteoglicano fundamental presente na cartilagem hialina. Porém, ao relacionar
agrecam por proteinas solUveis e agrecam por peso Umido, a produgdo de agrecam se igualou
as outras duas fontes.

Quando as celulas sdo cultivadas em condicdes de tecnologia de sistema tridimensional
a partir do uso de nanoparticulas biocompativeis, as CTMs derivadas do liquido sinovial e
tecido adiposo apresentam melhor adaptacdo e superioridade na sintese de agrecam. Ao
relacionar a razdo agrecam por proteinas soltveis, as CTMs do liquido sinovial demonstram
superioridade. Por isso, sugerimos que essas fontes sdo melhores para aplicacdo no tratamento
intra-articular em conjunto com biomateriais e scaffolds.

As CTMs derivadas do liquido sinovial demonstram maior estabilidade ao produzir
agrecam independente da metodologia utilizada.
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Apéndice A - Tabela 5 - Valores das concentracdes individuais das variaveis estudadas nos esferoides

Amostras Fonte  Proteina  Agrecam  Agrecam/ Peso imido Proteina/Peso ~ Agrecam/Peso
(ng/uL) (ng/pL) Proteina do esferoide (Hg/mg peso (ng/mg peso

(ng/ug) (mg) amido) amido)
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 13 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 29 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 45
20 MO 4,55 71,415 15,70 13,8 16,48 0,3
21 MO 8,95 88,715 9,91 15 298,36 3,0
Média 4,99a 78,13a 25,14a 9,79 63,842 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 15 76,17 1,3
29 AD 0,99 71,715 72,48 0,8 61,84 45
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: Liquido sinovial; MO: Medula 6ssea; AD: Tecido adiposo.

Letras diferentes na mesma coluna denotam diferenca estatistica significativa (P < 0.05).
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Apéndice B - Tabela 6 - Efeito da fonte de células-tronco mesenquimais induzidas em microesferoides
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LS MO AD
Agrecam  Agrecam/ Agrecam Agrecam/ Agrecam Agrecam/
Proteina  total Proteina | Proteina  total Proteina |Proteina  total Proteina

Cavalo | Amostra | (1g) (ng) ng/ug (H9) (ng) ng/ug (19) (ng) ng/ug
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

1 4 15,21 85,63 5,63 27,40 28,13 1,03 37,36 ND ND
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

2 8 4,59 ND ND 15,28 ND ND 71,50 211,25 2,95
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 3,563

11 26,41 161,88 6,13 39,02 30,63 0,78 40,48 1,25 0,03*

3 12 30,53 23,13 0,76 29,83 ND ND 62,38 71,25 1,14
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

4 16 7,62 ND ND 17,00 ND ND 44,23 151,25 3,42
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

5 20 1,05 231,88  220,50* | 36,53 ND ND 49,67 ND ND
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

6 24 21,74 ND ND 3,97 53,13 13,37 29,78 ND ND
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

7 28 25,93 ND ND 32,43 ND ND 15,62 28,75 1,84
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 4551 83,75 1,84

31 6,98 ND ND 15,87 26,88 1,69 40,88 ND ND

8 32 28,91 ND ND 22,37 65,63 2,93 22,58 63,75 2,82
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

9 36 10,89 ND ND 23,16 ND ND 20,90 111,25 5,32
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

10 40 38,53 86,88 2,25 ND ND ND 28,67 101,25 3,53
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LS MO AD
Agrecam  Agrecam/ Agrecam Agrecam/ Agrecam Agrecam/
Proteina  total Proteina |Proteina  total Proteina |Proteina  total Proteina
Cavalo | Amostra | (UQ) (ng) ng/ug (H9) (ng) ng/ug (H9) (ng) ng/ug
Média |22,02a 14121a 8,15a 27,7a 63,06b 411b | 3522b 117,3a 4,23ab
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: Liquido sinovial; MO: Medula 6ssea; AD: Tecido adiposo.

Letras mindsculas distintas em colunas diferentes denotam diferenca estatistica entre as fontes (P<0,05).

* Nao utilizado para efeito estatistico.

ND — Nao detectado.
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Apéndice C — Tabela 7 - Efeito do tempo das células-tronco mesenquimais induzidas em microesferoides.
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4 dias 7 dias 14 dias 21 dias
# Agrecam/ | # Agrecam/ | # Agrecam/ | # Agrecam/
Proteina Agrecam Proteina Proteina Agrecam Proteina Proteina Agrecam  Proteina Proteina  Agrecam  Proteina
Fonte | Animais (ug) total (ng)  ng/ug (ng) total (ng)  ng/ug (1)) total (ng) ng/ug (1)) total (ng) ng/ug
LS 1 1 3757 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 | 3052 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 | 1591 ND ND 15 19,80 6,88 0,35 16 7,62 ND ND
LS 5 17 1441 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 4865 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 | 3341 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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4 dias 7 dias 14 dias 21 dias
# Agrecam/ | # Agrecam/ | # Agrecam/ | # Agrecam/
Proteina Agrecam Proteina Proteina Agrecam Proteina Proteina Agrecam  Proteina Proteina  Agrecam  Proteina
Fonte | Animais (ug) total (ng)  ng/ug (ng) total (ng)  ng/ug (1)) total (ng) ng/ug (1)) total (ng) ng/ug
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 | 3503 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 | 4331 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 96,85 341 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: Liquido sinovial; MO: Medula 6ssea; AD: Tecido adiposo.

Dados néo diferem estatisticamente (p > 0,05).

#: Amostras.
ND: Néo detectado.
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