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CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS AUTOLOGAS NO TRATAMENTO
DA OSTEOARTRITE INDUZIDA POR COLAGENASE NA ARTICULACAO
COXOFEMORAL DE COELHOS (ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

AUTOLOGOUS MESENCHYMAL STEM CELLS IN THE TREATMENT OF COLLAGENASE-
INDUCED OSTEOARTHRITIS IN THE COXOFEMORAL JOINT OF RABBITS
(ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

B. W. MINTO'*, L. P. COELHO!, M. NOBILE}, P. F. MALARD?, G. G. FRANCO!, M. B.
CASTRO3, E. M.M. LIMAS3, L. G. G. G. DIAS!

RESUMO

Na atualidade, a pesquisa envolvendo células-tronco mesenquimais destaca-se na busca de avancos na reparagdo da
cartilagem articular. Objetivou-se, no presente estudo, comparar a regeneracdo cartilaginosa da articulagdo coxofemoral
de coelhos, com e sem o transplante de células-tronco mesenquimais autélogas, por meio de exames radiogréficos e
histopatoldgicos. Dois grupos, com 15 animais da espécie leporina cada, foram submetidos a indu¢do quimica de
osteoartrite com solucdo de colagenase 2% na articulacdo coxofemoral direita. No Grupo 1 (Células-tronco) realizou-se
a aplicacdo intra-articular de células-tronco mesenquimais aut6logas. J& o Grupo 2 (Controle) foi constituido por
animais submetidos a aplicag@o intra-articular de solucdo salina estéril. Foram realizadas avaliacdes radiograficas e
histopatolégicas aos 30, 60 e 90 dias apds a aplicacdo. Os resultados histolégicos indicam que células-tronco
mesenquimais (Grupo 1) melhoraram discretamente a qualidade do tecido de reparo, de acordo com os critérios da
escala semi-quantitativa ICRS 1 (“International Cartilage Repair Society”). O Grupo 1 (Células-Tronco) demonstrou
superioridade em relacdo ao Grupo 2 nos parametros: Superficie articular, matriz extracelular e distribuicdo celular,
demonstrando que as células-tronco foram benéficas no tratamento da osteoartrite.

PALAVRAS-CHAVE: Cartilagem Articular. Colagenase. Displasia Coxofemoral. Doenca Articular Degenerativa.

SUMMARY

The aim of this study was to compare cartilage regeneration of the hip in rabbits, with and without the transplantation of
autologous mesenchymal stem cells. Thirty rabbits were submitted to chemical induction of osteoarthritis with a 2%
colagenase in the right hip. They were divided into 2 groups of 15 animals each: Group 1 (intra-articular application of
autologous mesenchymal stem cells) and Group 2 (control - intra-articular application of sterile saline solution).
Radiographic and histopathological evaluations were performed at 30, 60 and 90 days after application. The
mesenchymal stem cells group (Group 1) showed slight improvement of the quality of the repair tissue, according to the
semi-quantitative scale criteria ICRS 1 (International Cartilage Repair Society). The Group 1 (Stem Cells) showed
superiority in relation to Group 2, especially in the parameters joint surface, extracellular matrix and cellular
distribution, demonstrating that stem cells were beneficial in the treatment of osteoarthritis.

KEY-WORDS: Articular Cartilage. Collagenase. Hip Dysplasia. Degenerative Joint Disease
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INTRODUCAO

A doenca articular degenerativa representa
importante causa de dor cronica e reducio da qualidade de
vida em pacientes humanos e veterindrios (CUERVO et
al, 2014; ANDERSSON; BERGSTROM, 2019). As
abordagens terapéuticas descritas até o momento baseiam-
se, prioritariamente, na prevencgao ou retardo de alteracdes
estruturais e funcionais da osteoartrose (OA) (CUERVO
et al, 2014). Como alternativa para o manejo de pacientes
com OA, a terapia celular mostra-se promissora
(CUERVO et al, 2014; VILAR et al., 2016). Embora
ainda haja incertezas sobre o uso clinico, diversos estudos
jé evidenciam, laboratorialmente, os beneficios do uso da
terapia celular no tratamento da lesdo cartilaginea
(VINATIERA; GUICHEUXA, 2016; COSENZA et al.,
2017).

Neste contexto, o uso terapéutico de células-tronco
mesenquimais (CTMs) € de especial interesse, uma vez
que apresentam processamento menos complexo de coleta
e isolamento, facilidade de cultivo e potencial de
expansdo “in vitro”, com grande capacidade de auto
renovacdo e diferenciacio (CHIANG et al, 2016;
VINATIERA; GUICHEUXA, 2016). As CTMs
apresentam fontes diversas, das quais destacam-se a
medula dssea vermelha, musculos estriados esqueléticos e
membranas fetais (FREITAG et al., 2016; HERMETO et
al., 2016; RUIZ et al, 2016). O tecido adiposo
complementa essa lista e vem sendo considerado uma das
principais fontes (CUERVO et al., 2014). Além disso,
possuem a plasticidade de células multipotentes, com
capacidade ja evidenciada de diferenciacdo em tecido
dsseo, cartilaginoso, adiposo, muscular, epitelial, células
de ilhotas pancredticas, hepatdcitos e neurdnios
(FREITAG et al., 2016, VINATIERA & GUICHEUXA,
2016).

As CTMs tém capacidade de expressar receptores
para citocinas e fatores de crescimento, além de
secretarem grande variedade de quimiocinas, permitindo
assim, inducdo celular por mecanismo paricrino e
diferencia¢do em linhagens celulares distintas (FREITAG
et al., 2016, HARMAN et al., 2016, RUIZ et al., 2016).
Devido a forte propensdo para formar cartilagem, relativa
facilidade de colheita de tecidos adultos, efeitos anti-
inflamatérios e por apresentarem caracteristicas
imunomoduladoras e imunossupressoras, as CTMs t€m
sido foco de terapias celulares para a promogdo a
reparacdo da cartilagem em pacientes com OA
(FREITAG et al., 2016, RUIZ et al., 2016).

O objetivo desta pesquisa foi investigar a
regeneracdo da cartilagem articular induzida pelo
transplante de células-tronco mesenquimais autdlogas na
articulag@o coxofemoral de coelhos.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) (FCAV- UNESP/
Jaboticabal) sob Protocolo n°® (7510/15).

Foram utilizados 30 coelhos (Oryctolagus
cuniculus), f€meas, inteiras, da linhagem Nova Zelandia
Branco, com 12 meses de idade e massa corpérea média

de 4,5 kg, provenientes do mesmo lote de cunicultura
regulamentada. Todos os animais foram submetidos a
inducdio de osteoartrite e aleatoriamente distribuidos em
dois grupos de 15 coelhos: Grupo 1 - aplicacdo intra-
articular de células-tronco mesenquimais autélogas na
articulacdo coxofemoral direita; e Grupo 2 - aplicacdo
intra-articular de solucdo salina (0,9%) na articulacio
coxofemoral direita. Em ambos os grupos, o tratamento
de escolha foi realizado apds sete semanas (49 dias) da
inducdo de OA. O estudo foi divido em 5 momentos:
Momento 1 (Pré OA), Momento 2 (7 semanas apds
inducdo de OA), Momento 3 (30 dias apés tratamento
com CTMs), Momento 4 (60 dias apds tratamento com
CTMs) e Momento 5 (90 dias apds tratamento com
CTMs).Cinco animais de cada grupo foram submetidos a
eutandsia aos 30, 60 e 90 dias apds as aplicacdes das
substincias. Avaliagdo radiografica e histopatoldgica
foram realizadas.

A inducdo de osteoartrite (OA) foi realizada por
meio da aplicagdo intra-articular de solucdo de colagenase
a 2% (Clostridium histolyticum, tipo II), preparada a partir
da diluicdio de 2 mg de colagenase (Clostridium
histolyticum, tipo I)* em 1,0 mL de solucdo salina estéril.
A solugdo foi filtrada em membrana de 0,22 mm
(conforme metodologia adaptada de KIKUCHI et al.
1998). Em seguida, foi armazenada em criotubo estéril até
a aplicac@o intra-articular.

As CTMs autdlogas foram cultivadas a partir de
coleta individual de tecido adiposo de todos os animais
(FALCAO et al, 2019). Foi realizada terapia
antimicrobiana, aproximadamente 30 minutos antes dos
procedimentos cirdrgicos (enrofloxacina’, 5 mg/kg / SC /
dose unica). O protocolo anestésico para todos os
procedimentos realizados baseou-se na medicacdo pré-
anestésica com midazolam® (2 mg/kg / IM) associado
morfina’ (2 mg/kg / IM) e cetamina® (25 mg/kg / IM), e
inducdo e manutencio anestésica com isoflurano’ diluido
em 100% de oxigénio sob ventilagdo espontinea, por
meio de mascara facial completamente vedada, sem
intubacdo endotraqueal.

Foi realizada tricotomia ampla de regido dorsal,
seguida de rigorosa antissepsia com digluconato de
clorexidina a 2% e digluconato de clorexidina a 0,5%"".
Ap6s incisdo cutdnea de aproximadamente dois

* Colagenase Clostridium histolyticum, type II - Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, MO, U.S.A.

3 Chemitril injetivel 2,5%® - Chemitec Agroveterindria
Ltda. Sao Paulo, SP, Brasil.

® Dormonid injetdvel® 5 mg/5ml. Laboratorial Roche. Sdo
Paulo, SP, Brasil.

’ Dimorf injetdvel® 1mg/ml. Cristdlia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.

8 Cetamina injetdvel 10%®. Vetnil Indiistria e Comércio de

Produtos Veterinarios Ltda. Louveira, SP, Brasil.

? Isoforine® 100%. Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA.
Itapira, SP, Brasil.

" RIOHEX® 2% - Solugdo degermante - Indistria

Farmacéutica RIOQUIMICA LTDA. Sdo José do Rio Preto,

SP, Brasil.

"' RIOHEX® 0,5% - Solugdo alcodlica - Indistria
Farmacéutica RIOQUfMICA LTDA. Sao José do Rio Preto,
SP, Brasil.
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centimetros na linha média dorsal da regido
interescapular, foram coletados aproximadamente 20
gramas de tecido adiposo da bolsa adiposa interescapular.
O tecido adiposo foi acondicionado em tubo de 50 mL por
dois minutos, contendo meio de lavagem estéril. Em ato
continuo, o tecido adiposo foi retirado do primeiro tubo de
lavagem e acondicionado no segundo tubo de lavagem
por trés minutos e, em seguida, armazenado no tubo
contendo meio de transporte. O tubo foi identificado com
o nome do animal e acondicionado em geladeira até o
momento do envio do material. O material foi
encaminhado devidamente refrigerado a temperatura de
aproximadamente 2°C para o laboratdrio.

O processamento das CTMs de cada animal foi
iniciado a partir da lavagem do tecido adiposo em solu¢io
tampdo fosfato salina (PBS)'? para retirada de debris
celulares e excesso de sangue. Em seguida, foi
fragmentado em particulas pequenas e colocado em
contato com a solu¢do de colagenase e hialuronidase para
realizacdo de digestdo enzimdtica. Posteriormente, a
mistura foi centrifugada por 15 minutos e o “pellet”
celular foi ressuspendido. Apds repetir este procedimento
por quatro vezes, foi realizado o método de exclusdo
“trypan  blue”, finalizando a preparacio do SVF
(“stromal vascular fraction”).

Ap6s a obtengdo de células-tronco, as mesmas
foram armazenadas em garrafas de cultivo contendo meio
TCM 199", As garrafas de cultivo foram acondicionadas
em estufas de cultivo celular a temperatura de 39,5°C e
5% de CO,.

Ap6s aproximadamente sete dias de cultivo foi
realizado o repique celular. Parte das células
permaneceram na garrafa de cultivo e cerca de dois
milhdes de células foram acondicionadas em seringas de
1,0 mLM, as quais continham células-tronco envolvidas
em meio TCM 199, e posteriormente, encaminhadas para
aplicagdo. Uma parte das células que permaneceram no
laboratério foram induzidas a diferenciagdo celular para
tecido 6sseo e a outra parte foi mantida em nitrogénio
liquido. Aproximadamente 2 milhdes de células-tronco
obtidas de amostras de todos os animais foram fixadas em
solu¢do de formaldeido e encaminhadas para o
Laboratério MOFA Global (Estados Unidos - EUA) para
realizacdo de caracterizagdo celular. Foi realizada a
caracterizacdo das células por citometria de fluxo com
quantificacdo por imagem e identificacdo de marcadores
moleculares. Os testes de caracterizacdo molecular das
CTMs foram realizados conforme determinado pela
Sociedade Internacional para Terapia Celular.

Foram incubadas 1 x106 de células com
anticorpos, sendo estes: CD29-RD1 de rato anti-humano,
CD44-FITC de rato anti-equino, caprina anti-canina
CD90 priméria e IgM de rato conjugado anti-caprino
AF594 (secunddrio). E ainda o marcador de superficie

12 Tampio Fosfato (D-PBS) — Cultilab Materiais para Cultura
de Células. Campinas, SP, Brasil.

13 Solucdo contendo fosfato de sédio, cloreto de sédio,
cloreto de potéssio, fosfato de potdssio, glicose, antioxidantes
e soro halégeno. Biocell — Brasilia, DF, Brasil.

4 Seringa de insulina 1ml com agulha 13x0,45mm -
Descarpack do Brasil. Sdo Paulo, SP, Brasil.

negativo CD34-FITC anti-humano de rato. A manutencio
da pluripoténcia das CTMs foi analisada pela presenga de
dois fatores de transcricdo (marcadores intranucleares)
SOX2 e OCT3/4. Os marcadores foram avaliados pelo
método de imunofenotipagem por citdmetro de fluxo de
Imagem Amnis.

O método adotado para a inducdo de OA foi a
abordagem cranio-lateral a articulacdo coxofemoral
direita. Apds inducdo anestésica e antissepsia, foi
realizada aplicagdo intra-articular, com seringa de 1,0 mL
e agulha 13x0,46, de 1,0 mL da solucdo de colagenase
(Clostridium histolyticum, tipo II) de forma estéril. Quatro
dias apds a primeira aplicagdo de solucdo de colagenase
2%, foi realizada segunda aplicacio (dia 4) & articulagio
coxofemoral direita de todos os 30 animais, seguindo o
mesmo protocolo da primeira aplicag@o.

Sete semanas (49 dias) apds a segunda aplicacio
intra-articular de solug¢@o indutora de osteoartrite foram
realizadas avaliacdes radiogrificas das articulagdes
coxofemorais (ACF) direitas de todos os animais, com o
intuito de avaliar o progresso da OA.

Em seguida, os animais foram submetidos a
aplicacdo de CTMs aut6logas (animais do Grupo 1 — CT)
ou solugdo salina estéril”® (animais do Grupo 2 — GO)
(Figura 1).

autélogas que estavam acondicionadas em 5 mL
de meio de transporte foram submetidas a centrifugacdo a
1250 rpm durante cinco minutos até a formacdo de botio
celular no fundo do tubo.

O sobrenadante foi descartado e o botao celular foi
ressuspendido em 1,0 mL de solucio salina 0,9%" estéril
e acondicionado em seringa de 1,0 mL"”. Em seguida,
realizou-se a aplica¢do intra-articular.

Exames radiograficos foram realizados antes dos
procedimentos cirdrgicos, 49 dias ap6s a inducdo de
osteoartrite e aos 30, 60, e 90 dias apds o tratamento. As
radiografias'® foram obtidas com auxilio anestésico na
proje¢do ventrodorsal (VD) das articulagdes coxofemorais
(ACFs).

Foi realizada avaliacdo “duplo cego” de imagens
radiograficas por trés avaliadores experientes na drea da
ortopedia e imaginologia veterindria, realizando a média
entre eles. Foram atribuidos escores radiograficos de
acordo com a presenca € o grau de osteoartrite, onde: o
Grau 0 indicou articulacdo normal; Grau 1- evidéncia
radiografica  de  instabilidade (sem  alteracdes
degenerativas); Grau 2- alteracdes degenerativas discretas
(ostedfitos ocasionais); Grau 3- alteragdes degenerativas
moderadas (esclerose subcondral, ostedfitos); e Grau 4-
alteracdes degenerativas graves (grandes osteofitos,
esclerose subcondral grave, remodelacdo 6ssea) (adaptado
de KELLGREN; LAWRENCE, 1957; BLACK et al,
2007).

'3 Solugdo fisiolégica de Cloreto de Sédio a 0,9% -
Eurofarma Brasil - Ribeirdo Preto, SP, Brasil

16 Aparelho de radiografia marca Siemens, modelo tridoros
812E com capacidade para 800mA, equipado com grade
antidifusora Polter-Bucky.
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Figura 1 - Imagens fotogréaficas da abordagem a articulacdo coxofemoral (ACF) direita de coelhos para aplicagdo intra-
articular de CTMs (CT) e solucdo salina estéril (GC). A: Acesso cirdrgico a ACF direita de coelho e exposi¢do da
capsula articular. B: Exposi¢do da cédpsula articular com auxilio de afastadores cirdrgicos e posterior aplicagdo intra-
articular de 1,0 mL de solucdo com tratamento de forma estéril. C: Aplicagdo de 1,0 mL de solugdo apds abordagem a
ACEF direita de coelho. D: Aproximagdo da musculatura apds acesso cirurgico a ACF direita e aplicag@o intra-articular
de tratamento; sutura no padrdo simples continuo com fio de poliglactina 910, 3-0.

A eutandsia dos animais foi realizada 30, 60 e 90
dias apds o procedimento cirtirgico de tratamento, através
de sedagdo com cloridrato de xilazina'’ (2,0 mg/kg) por
via intramuscular e infusdo intravenosa de propofol'® (10
mg/kg / IV) e cloreto de potdssio'® (1 ml/kg / IV)
(FLECKNELL et al., 1996).

As pecas foram fixadas em formalina tamponada
10% durante 48 horas e posteriormente mantidas em
alcool 70%. A cartilagem e o osso foram descalcificados
por 4cido nitrico concentrado 7% por 24 horas. Sec¢des
com espessura de 7 pm foram feitas ao longo do eixo
longitudinal dos blocos, e sec¢do no nivel médio foi
utilizada para a andlise. As seccdes foram coradas pela
técnica de hematoxilina e eosina (HE).

Para os animais do Grupo 1, as células-tronco

As avaliagdes microscopicas foram quantificadas
em escores de 0 a 3, de acordo com a pontuacdo da escala
ICRS 1 (International Cartilage Repair Society). As
caracteristicas microscépicas avaliadas foram: superficie
articular, matriz extracelular, distribuicdo celular,
viabilidade celular, osso subcondral e cartilagem
calcificada (Tabela 1). Os escores de cada parametro

17 Xilazin® Syntec do Brasil LTDA- Horlandia, SP, Brasil.

'8 Propovan®. Cristdlia Produtos Farmacéuticos LTDA.
Itapira, SP, Brasil.

1 Solugdo de cloreto de potdssio 19,1% - - Inddstria
Farmacéutica Equiplex, Goiania, GO, Brasil.

®Vicryl — Ethicon Johnson & Johnson do Brasil Inddstria e
Comércio. Sao Paulo, SP, Brasil.

foram somados ap6s avaliacdo e pontuacgdo (0 a 3), sendo
0 o valor minimo (osteoartrite grave) e 18 o valor miximo
(cartilagem articular normal).As varidveis (escore de
avaliacdo radiogrdfica e escore de avaliagdo
histopatoldgica) foram analisadas pelo teste de Kruskal-
Wallis (ndo paramétrico).

Na avaliac@o radiografica, foi avaliada a média
entre os grupos (dois niveis) e entre os grupos dentro dos
tempos (cinco niveis). Na andlise de dados
histopatolégicos foi avaliada a média entre os grupos
(dois niveis) e entre os grupos dentro dos parametros (seis
niveis). Para a andlise foi utilizado o procedimento
NPARIWAY do programa computacional SAS (SAS
9.1, SAS Institute, Cary. NC, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Osteoartrite  foi observada e  qualificada
radiograficamente em todos os animais ao inicio da fase
de tratamento dos grupos. Ndo houve diferencas
estatisticas significativas quanto aos graus de AO na
comparacdo entre os grupos 1 e 2 (p>0,05).

Observou-se presenca de osteoartrite aos 49 dias
ap0s a indugdo de OA do Grupo 2 e aos 30, 60 e 90 dias
ap0s tratamento de ambos os grupos. O Grupo 2
apresentou média maior do que o Grupo 1 nos momentos
30, 60 e 90 dias apds o procedimento cirtirgico (Tabela 2).
Segundo a andlise estatistica da avaliagdo dos graus de
OA a mediana foi 1, classificada como evidéncia discreta
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Tabela 1 - Escala histoldgica da Sociedade Internacional de Reparo de Cartilagem - International Cartilage Repair
Society (ICRS) (HOEMANN et al., 2011).

Grau Parametro Escore
, . Continua
1 (Superficie) Descontinua
Hialina
Mista
Fibrocartilagem
Tecido fibroso
Colunar
Mista
Clusters
Desorganizada
Predominantemente viavel
1V (Viabilidade celular) Parcialmente viavel
< 10% vidveis
Normal
Remodelacdo
V (Osso subcondral) Necrose/granulacdo
Fratura/calo
Normal
Mal localizada

II (Matriz extracelular)

I (Distribuicdo celular)

VI (Cartilagem calcificada)

CWSHEDNWOS = WOSHEDNWS=NDWSW

Tabela.2 - Andlise radiogréfica de varidveis do grau de osteoartrite entre os Grupos 1 (Células-Tronco
—CT) e 2 (Controle — GC) nos tempos M1 (Pré OA), M2 (P6s OA), M3 (30 dias), M4 (60 dias) e
MS5 (90 dias).

Momento Grupo Média Mediana Minimo Miximo
1 (pré 0A) , 0o Ei 332; 0 0 :
2 (Pés OA) ; ?:(7)8 Ei ‘ffii (1) 8 43&
3 (30 dias de Tratamento) ; 133 Ei 1;2 i 8 i
4 (60 dias de Tratamento) ; ;3 Ei i;?; i 8 j
5 (90 dias de Tratamento) ; ;?g Ei izg; ; 8 i

MEDIA DO GRAQDE OSTEOARTRITE NA
AVALIACAO RADIOGRAFICA
5 s Grupo 1 Grupo 2
.17
2 2,13 21
1,77 ’ 1,86
15 1,59
1
1
0,72 575
0,5
0,25
0
M1 M2 M3 M4 M5

** As varidveis foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis.

Figura 2 - Grafico demostrando a evolug¢do da média do escore de avaliacdo radiografica da osteoartrite (OA) ao longo
dos momentos de avaliagdo dos Grupos 1 (Células-tronco) e 2 (Controle) do presente estudo. Momento 1 representa a
avaliacdo radiogréfica pré indu¢do de OA. Momento 2, avaliacdo apds sete semanas de indu¢do de OA. Momentos 3, 4
e 5 avaliagdes radiogréficas apds respectivamente 30, 60 e 90 dias de tratamento.
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A avaliacdo histopatoldgica foi realizada em um
total de 30 coelhos, sendo 15 de cada grupo. Os
subgrupos (cinco animais de cada grupo) diferenciaram-se
quanto ao tempo avaliagdo apés tratamento em 30, 60 e
90 dias. Foram atribuidos escores de 0 a 3 para cada
pardmetro segundo a escala ICRS 1. Os escores de cada

parametro foram somados apds avaliagdo e pontuacdo (0 a
3), sendo 0 o valor minimo (osteoartrite grave) e 18 o
valor maximo (cartilagem articular normal). A média da
soma do escore de cada pardmetro da avaliacdo
histopatolégica do Grupo 1 foi superior a do Grupo 2 nos
periodos de 30 dias, 60 dias e 90 dias (Figuras 3; 4; 5).

MEDIA DOS ESCORES DE AVALIACAO
HISTOPATOLOGICA
—+—Grupo I == Grupo 2
20 17,5 18
18 * *
15§
16
12,6 12,6
14
12 9,8
10
8
6
4
2
30 DIAS 60 DIAS 90DI

Figura 3 - Grafico demostrando a evolugdo da média do escore de avaliagdo histopatolégica ao longo dos momentos de

avaliacdo para os Grupos 1 (Células-Tronco) e 2 (Controle).
** As varidveis foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis.

Figura 4 - Imagens microscépicas das laminas coradas H&E. A- Coelho, articulagdo coxofemoral, Grupo 2 (Controle),
30 dias. Superficie articular do fémur integra e cartilagem da articulac@io acetabular (seta) em processo de reparacdo e
superficie discretamente irregular (H&E, barra 100pm). B- Coelho, superficie articular acetabular, Grupo 1 (Célula-
tronco), 30 dias. Cartilagem articular com superficie continua, em processo de reparagdo (seta) com condrécitos

distribuidos em grupos (H&E, barra 100um).
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Figura 5 - Imagens microscdpicas das ldminas coradas H&E. A- Coelho, superficie articular acetabular, Grupo 2
(Controle), 90 dias. Cartilagem articular e osso subcondral integros, totalmente restituidos (H&E, barra 400um). B-
Coelho, superficie articular acetabular, Grupo 1 (Células-tronco), 90 dias. Restituicdo total da cartilagem articular e

integridade do osso subcondral (H&E, barra 400pm).

O tratamento da osteoartrite (OA) e dos defeitos
condrais, representa um dos maiores desafios na pratica
ortopédica humana e veterindria. Estudos utilizando
modelos animais t&€m mostrado resultados promissores a
partir do uso de terapia celular com CTMs para o
tratamento de lesdes musculoesqueléticas (DESANDO et
al., 2013). Estes et al. (2010) relataram que as CTMs
derivadas do tecido adiposo apresentam maior potencial
de diferenciagdo condrogénica. Além disso, segundo
Ruetze e Richter (2014), os sinais de senescéncia ocorrem
mais tardiamente em CTMs derivadas do tecido adiposo
em comparagdo as originadas de medula dssea.

A légica subjacente ao uso de CMTs refere-se ao
tratamento  anti-inflamatério e as  propriedades
imunomoduladoras dessas células, o que poderia facilitar
a regeneracdo articular, conforme estudos realizados por
Black (2007), Desando et al. (2013) e Vinatiera e
Guicheuxa (2016). O presente estudo evidenciou bom
resultado na andlise histopatoldgica do Grupo das células-
tronco em comparagdo ao Grupo Controle, ressaltando os
possiveis efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores
do uso de CTMs na regeneracdo articular. Para Frosina
(2009), as células-tronco protegem seu genoma por meio
do aumento da capacidade de reparacdo do DNA, e neste
sentido, podem reduzir a taxa de proliferacdo e aumentar a
atividade de proteinas envolvidas com o fendmeno da
reparacdo natural. As CTMs também sdo de maior
interesse na engenharia de tecidos, porque geralmente nao
expressam moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal de classe II (MHC-II),
responsdvel pela rejeicdo imunoldgica.

Tajima et al. (2014) reiteram que fatores de
crescimento secretados por CTMs de origem de tecido
adiposo podem induzir respostas pardcrinas e autdcrinas.
Ruetze e Richter (2014), consideram que o efeito
pardcrino das CTMs pode ser o mecaniSmo mais
relevante na mediacdo do reparo osteoarticular.
Corroborando os achados precedentemente citados pelo
presente estudo, pesquisas recentes realizadas por Horie et
al. (2012) apontam a terapia com CTMs como ferramenta
terapéutica vdlida no tratamento da OA. Os efeitos
benéficos da utilizacdo terapéutica de CTMs foram
relatados em modelos experimentais conduzidos, dentre
outros, por Lee et al. (2013), Desando et al. (2013) e Song
et al. (2014) e, também agora, neste ensaio.

Os resultados deste ensaio sugerem que o uso das
CTMs possa colaborar para uma melhora, mesmo que
discreta, da qualidade do tecido de reparo, de acordo com
os critérios da escala semi-quantitativa ICRS 1; resultado
semelhante ao encontrado por Zorzi et al. em 2015.

Os animais do Grupo 1 apresentaram mais
frequentemente tecido hialino em relacdo ao Grupo
controle aos 90 dias, demonstrando superioridade
principalmente nos pardmetros: Superficie articular,
Matriz extracelular e Distribui¢do celular. As alteragdes
degenerativas no osso subcondral e cartilagem calcificada
foram semelhantes em ambos os grupos nos periodos de
60 e 90 dias apds tratamento. Predominio de células
vidveis ocorreu nos dois grupos no periodo apds 60 dias
de tratamento. Em conjunto, estes achados suportam a
ideia de que a implantacdo de CTMs autdlogas de tecido
adiposo possam ter colaborado em certo grau com a
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melhoria da qualidade do tecido de reparo em comparagio
com o grupo controle, mas ainda estdo longe da qualidade
da cartilagem hialina normal. Diferentemente, Brittberg et
al. (1996) demonstraram ndo apenas o reparo tecidual,
mas a regeneracdo de cartilagem hialina originalmente
presente na articulagdo. Noth et al. (2008) apontaram que
injecdes intra-articulares de CTMs sdo efetivas nos
estdgios iniciais da OA, quando as lesdes estdo localizadas
na superficie da cartilagem, como relatado no presente
estudo. Entretanto, ndo ocorreu grande diferenca
estatistica entre os grupos, corroborando com o que se
imagina sobre a dificuldade de regeneracdo do tecido
condral, que permanece até os dias de hoje (ZORZI et al.,
2015).

Condrdcitos sdo células que necessitam de cultivo
tri-dimensional, para a manuten¢do do seu fendtipo
original, pois em monocamadas estas células se
diferenciam, produzindo componentes da matriz como o
coldgeno tipo I caracteristico da fibrocartilagem e ndo da
cartilagem hialina (MURATA, et al. 2015). Este fato pode
justificar a pequena quantidade de material hialino
encontrada em ambos 0s grupos.

Dados da literatura suportam os resultados deste
ensaio. As CTMs sdo capazes de se diferenciarem em
fenétipo celular especifico, dependendo do ambiente em
que estdo residentes. Segundo Djouad et al. (2007), a
diferenciagdo das CTMs e condrécitos pode ser um fator
importante da interacdo entre as CTMs e a matriz
extracelular. Para Birmingham et al. (2007), o
microambiente da OA pode influenciar a capacidade das
CTMs em regenerar a cartilagem articular ou matriz do
osso subcondral, que podem responder conforme os
diferentes estimulos, devido a fatores de sinalizacdo
secretados pelos condrdcitos ou osteoblastos residentes.
Csaki et al. (2008) propdem que a diferenciacdo in vivo
das CTMs seja iniciada pela interacio de moléculas
sinalizadoras emitidas por células locais e vizinhas,
transduzidas via extra ou intracelular, por estimulo dos
receptores de membrana das CTMs, citocinas e fatores de
crescimento soliveis, proteinas da matriz extracelular
como proteoglicanos e coldgeno ou por interagdo direta
com os condrdécitos residentes. Todavia, os mecanismos
de interacdes celulares no microambiente da osteoartrite,
que influencia a diferenciacido condrogénica e osteog€nica
das CTMs ainda ndo foram completamente elucidados.
Além disso, os fatores que podem modular o fendtipo
condrogénico das CTMs ainda ndo estdo,
compreensivamente, bem estabelecidos (LEYH et al.,
2014).

CONCLUSOES

O protocolo de coleta de tecido adiposo,
isolamento e expansdo das células-tronco mesenquimais
autlogas de coelhos, revelaram-se satisfatérios e
propicios a obtencdo de niimero vidvel de células. Foram
observados efeitos benéficos do uso de células-tronco
mesenquimais autélogas derivadas do tecido adiposo na
regeneracdo da cartilagem articular do quadril de coelhos
submetidos a osteoartrite experimental, comprovada pela
andlise histolégica, mostrando-se factivel para outras
espécies animais, inclusive para dar suporte a medicina
regenerativa em geral. Novos estudos ainda sdo

necessdrios para que se possa determinar o real beneficio
e consequente validacdo do seu uso no tratamento da
osteoartrose.
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