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RESUMO

ELERT, NATHALIA CHICON. Efeitos in vitro da triiodotironina (T3) na
diferenciacdo condrogénica das células-tronco mesenquimais do tecido
adiposo de ratas. 2017. 76p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) -
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade Federal do Espirito
Santo, Alegre, ES, 2017.

As células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) séo ceélulas com alta
capacidade de diferenciacdo, inclusive condrogénica e existem protocolos bem
definidos para que essa diferenciacdo ocorra in vitro. No entanto, ainda nao existem
estudos verificando o efeito dos horménios tireoidianos sobre o potencial
condrogénico das CTM-TA. O que se sabe € que essas células apresentam
receptores para hormonios tireoidianos. O objetivo do presente trabalho foi verificar
o efeito in vitro da triiodotironina (T3) na diferenciacdo condrogénica de CTM-TA de
ratas, durante varios periodos e em varias doses. Foram coletadas CTM-TA de ratas
Wistar, que expressaram CD54, CD73 e CD90 e foram cultivadas em meio
condrogénico com ou sem T3. Constitui-se cinco grupos: 1) CTM-TA sem T3; e
2,3,45) CTM-TA com T3 (0,01; 1; 100 e 1000 nM, respectivamente). Foram
avaliados aos sete, 14 e 21 dias: morfologia celular, formacdo de matriz
condrogénica e expressao de Sox9 e colageno I, e colageno X aos 21 dias. Para as
analises foi utilizado o teste de Student Newman Keuls ou o teste de Kruskal-Wallis
acompanhado do teste post hoc de Dunn. A dose de 1000 nM aparentemente
induziu um aumento celular precoce aos 7 dias de diferenciacdo. O tratamento
hormonal ndo alterou a formacdo de matriz condrogénica e a expressao de Sox9
aos 14 e 21 dias e expressdao dos colagenos Il e X em nenhum dos periodos
avaliados. No entanto, as doses de 0,01; 1 e 1000 nM T3 diminuiram a expressao de
Sox9 aos 7 dias. Conclui-se que o T3 néo interfere na diferenciacdo condrogénica
das CTM-TA de ratas, pois, apesar de induzir um aumento celular precoce e diminuir
a expressdo de Sox9 de forma dose dependente em pelo menos um dos periodos
avaliados, ndo altera a formacdo de matriz condrogénica, nem a expressao de

colagenos Il e X em todos os periodos avaliados.

Palavras-chave: condrogénese. hormdnio tireoidiano. tecido diposo



ABSTRACT

ELERT, NATHALIA CHICON. In Vitro Effects of Triiodothyronine on the
Chondrogenic Differentiation of Rat Adipose Tissue-Derived Mesenchymal
Stem Cells. 2017. 76p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro
de Ciéncias Agrarias e Engenharias, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2017.

Adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (AT-MSCs) are cells with high
differentiation capacity, including chondrogenic, and there are well-defined protocols
to stimulate this differentiation in vitro. Even though these cells have receptors for
thyroid hormones, there are no studies investigating the effect of thyroid hormones
on the chondrogenic potential of AT-MSCs. The objective of the present study was to
investigate the in vitro effect of triiodothyronine (T3) on the chondrogenic
differentiation of the AT-MSCs of female rats, over several time periods and at
several doses. AT-MSCs that expressed CD54, CD73, and CD90 were collected
from female Wistar rats and were cultured in chondrogenic medium with or without
T3. Five groups were established: 1) AT-MSCs without T3; and 2,3,4,5) AT-MSCs
with 0.01, 1, 100, and 1000 nM T3, respectively). The following were evaluated at 7,
14 and 21 days: cell morphology, chondrogenic matrix formation, and expression of
Sox9 and collagen II; at 21 days, collagen X expression was evaluated. For the
analyses, the Student-Newman-Keuls test or the Kruskal-Wallis test was used,
followed by Dunn's post hoc test. The 1000 nM dose induced an early cell-size
increase at 7 days of differentiation. The hormone treatment did not alter
chondrogenic matrix formation, Sox9 expression at 14 or 21 days, or expression of
collagen Il or collagen X at any time. However, the 0.01, 1, and 1000 nM T3 doses
decreased Sox9 expression at 7 days. We conclude that T3 does not affect the
chondrogenic differentiation of AT-MSCs from female rat adipose tissue because it
does not alter the expression of collagen Il or collagen X or the formation of
chondrogenic matrix. However, it induces an early cell-size increase and decreases

the expression of Sox9 in a dose-dependent manner.

Keywords: chondrogenesis. thyroid hormone. adipose tissue
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1. INTRODUCAO

As pesquisas com ceélulas-tronco tém aumentado de forma extraordinaria nos
altimos anos, principalmente com relacdo a sua utilizacdo para o tratamento de
diversas doencas incluindo as doengas ou defeitos cartilaginosos (KURODA et al.,
2007; WAKITANI et al., 2007; RASTEGAR et al., 2010; NEJADNIK et al., 2010;
WAKITANI et al., 2011; LIN; OTSU; NAKAUCHI, 2013; CHENG et al., 2014). Assim,
estudos utilizando as células-tronco tém sido desenvolvidos com o intuito de tratar
ou prevenir a progressdo de lesdes no tecido cartilaginoso, pois a progressiva
degeneracdo da cartilagem inevitavelmente conduz a dor, inchaco ou rigidez das
articulacbes. Dessa forma, a regeneracdo da cartilagem por meio da terapia com
células-tronco € uma alternativa promissora para o tratamento de doencas ou
defeitos no tecido cartilaginoso. Entretanto, € necessério buscar fatores que
poderiam otimizar ou aumentar a diferenciacdo condrogénica das células-tronco
antes do tratamento in vivo.

Neste sentido, o tecido adiposo € uma fonte consideravel de célula-tronco
mesenquimal (CTM) com capacidade de diferenciagdo multipotente, inclusive
condrogénica (ZUK et al., 2001; DAI et al., 2016) e que por isso sdo amplamente
estudadas com a finalidade de serem utilizadas para terapia celular
(OEDAYRAJSINGH-VARMA et al., 2006; RADA; REIS; GOMES, 2009; FREITAG et
al., 2015). Além disso, a obtencdo dessas células é pouco invasiva e oferece uma
grande quantidade de CTM no total celular lipoaspirado (DAI et al., 2016, ANSAR et
al., 2012), sem necessidade de se realizar um procedimento invasivo (CASTEILLA
etal., 2011; LEE et al., 2016; ZHOU et al., 2016; ANSAR et al., 2012).

Especificamente sobre a diferenciagcdo condrogénica de células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA), ja existem protocolos bem definidos
(PUETZER et al., 2010; BEANE; DARLING, 2012). No entanto, muitos fatores e
mecanismos ainda precisam ser elucidados, principalmente com relagcdo ao aumento
do potencial condrogénico dessas células. E sabido que a diferenciacéo
condrogénica pode ser regulada por diferentes fatores como TGF-B, proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMP) (ESTES et al.,, 2010; PARK et al., 2011), fator de
crescimento fibroblastico (FGF) (CHIOU; XU; LONGAKER, 2006), fator de

crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) (ZHOU et al., 2016), fator de
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transcricdo Sox (ZHANG et al., 2015), estimulo mecénico (FOCAROLI et al., 2014),
condicdes de hipéxia (MERCERON et al., 2010), estrogeno e paratorménio (PTHrP)
(KIM; KIM; IM, 2008; SADEGHI et al., 2015). Além disso, a combinacédo de TGF-B2 e
BMP-7 (KIM; IM, 2009b), TGF-B2 e IGF-I (KIM; IM, 2009a), TGF-1 e BMP-2
(MEHLHORN et al., 2007), TGF-B3 e BMP-6 (ESTES et al., 2010) potencializam a
diferenciagdo condrogénica de CTM-TA. Adicionalmente, as CTM-TA apresentam
receptores nucleares para hormdonios tireoidianos (ORTEGA et al., 2009). Por isso, é
provavel que essas células respondam a adicdo de T3 com aumento da
diferenciacao condrogénica.

Os hormoénios tireoidianos influenciam in vivo o crescimento 0sseo, pois
regulam os processos de diferenciacdo e maturacdo dos condrdcitos da zona
hipertréfica ou de maturacdo da placa epifisaria (ROBSON et al., 2000). Esses
horménios estimularam também o crescimento e a maturacdo in vitro do tecido
cartilaginoso embrionario (BURCH; LEBOVITZ, 1982). Além disso, em cultura de
tibias de ratos, os hormonios tireoidianos estimularam o crescimento dos condroécitos
da placa epifisaria, principalmente da zona hipertrofica (MIURA et al., 2002) e em
culturas de condrdcitos e de ATDC cells (clonal mouse embryonal carcinoma cells)
estimularam a hipertrofia dessas células (ROBSON et al., 2000; SIEBLER et al.,
2002; OKUBO; REDDI, 2003; MUELLER; TUAN, 2008).

No entanto, ndo existem estudos verificando o efeito dos horménios tireoidianos
sobre o potencial condrogénico das CTM do tecido adiposo. Assim, o objetivo do
presente trabalho é avaliar o efeito in vitro da triiodotironina (T3) na diferenciacéo
condrogénica de CTM-TA, nos periodos de sete, 14 e 21 dias e nas doses de 0,01;
1; 100 e 1000 nM de T3.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hormonios tireoidianos

A tireoide é uma glandula enddécrina que sintetiza dois hormdnios principais, a
tiroxina e a triiodotironina, usualmente chamados de T4 e T3, respectivamente
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; GUYTON; HALL, 2011). A funcdo desses dois
hormoénios sdo qualitativamente iguais, mas diferem na intensidade de acédo, sendo
a T3 cerca de quatro vezes mais potente que a T4 (GUYTON; HALL, 2011). A acéao
desses horménios se inicia durante a embriogénese e persiste durante toda a vida
adulta, uma vez que alguns 6rgdos que sofrem acdo dos horménios tireoidianos
(HT) ainda séao imaturos ao nascimento (NUNES, 2003).

A sintese dos HT é altamente dependente do iodo. Primeiramente, o iodo é
absorvido por meio da alimentacdo pelo trato digestorio e transportado pelas
proteinas da membrana basal das células foliculares para o citoplasma. Apos
ocorrer a captacao do ion de iodo, o ion é oxidado e convertido para sua forma ativa
pela enzima tireoperoxidase. A tireoperoxidase catalisa a incorporacdo do I” aos
residuos tirosina e liga as moléculas de iodotirosina na tireoglobulina, que é a forma
armazenada dos dois hormdnios dentro do foliculo tireoideo. A tirosina,
posteriormente, passa a ser iodada pela tireoide, podendo receber um atomo de
iodo (monoidotirosina) ou dois (diidotirosina). O horménio T3 (triiodotironina) é
formado pela ligagdo entre uma monoidotirosina e uma diidotirosina e o T4
(tetraiodotironina ou tiroxina) pela ligacdo de duas diidotirosinas (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008; GUYTON; HALL, 2011).

A secrecéo tireoidiana é regulada principalmente pelo horménio liberador de
tirotrofina (TRH), que é produzido no hipotalamo e, por meio do sistema porta
hipotalamico-hipofisario, se dirige a adenoipdfise, se liga em receptores especificos
no tirotrofo e induz a sintese e secre¢do de horménio tireotrépico (TSH) (NUNES,
2003; GUYTON; HALL, 2011; WOJCICKA; BASSET; WILLIANS, 2013). O TSH se
liga entédo a receptores presentes na membrana da célula folicular tireoidiana e induz
a expressdo de proteinas envolvidas na biossintese dos HT e estimula a secre¢éo
hormonal (NUNES, 2003). A circulacdo de T3 e T4 atua no hipotadlamo e na hipofise

para inibir a sintese e a secrecdo de TRH e TSH. Assim, o0 estado sistémico da
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tireoide é mantido pelo hipotalamo-hipofise-tiredide (HPT) por meio de um loop de
retroalimentacao negativa (WOJCICKA; BASSET; WILLIANS, 2013).

A sinalizacao dos HT ocorre por meio da interacdo de receptores tireoidianos
(TRs) com promotores da expressao génica e esse processo pode ativar ou reprimir
a transcricdo de genes (NUNES, 2003; BIANCO; KIM, 2006). Isso implica no
estimulo ou bloqueio da sintese de proteinas especificas, mecanismo pelo qual os
HT exercem seus efeitos biologicos nas células (NUNES, 2003), como por exemplo
a proliferacao, diferenciacéo e apoptose (WOJCICKA; BASSET; WILLIANS, 2013).

Porém, antes de agir sobre os genes, um &tomo de iodo € removido de quase
todas as moléculas de tiroxina, formando entéo a triiodotironina (GUYTON; HALL,
2011). Esse fenbmeno é chamado de desiodinacdo. As iodotironinas desiodinases
do tipo I, Il e Il (D1, D2 e D3, respectivamente) regulam a atividade dos HT via
remocdo de iodo da molécula precursora (NUNES, 2003; BIANCO; KIM, 2006). A
proteina D2 gera o T3 via desiodacdo de T4. No entanto, D3 inativa o T3, em menor
grau, impedindo que o T4 seja ativado (BIANCO; KIM, 2006). A D1 é expressa
predominantemente no figado e rins e tem sua atividade aumentada no
hipertireoidismo, no entanto & diminuida no hipotireoidismo. A D2 é altamente
expressa no sistema nervoso central, hipofise, tecido adiposo marrom e placenta. Ao
contrario, ela tem sua atividade aumentada no hipotireoidismo e diminuida no
hipertireoidismo. A D3 tem alta taxa de expressao nos tecidos em desenvolvimento
e, assim como a D1, tem sua atividade aumentada no hipertireoidismo e diminuida
no hipotireoidismo (NUNES, 2003).

Os receptores para os hormonios tireoidianos variam em quantidade e em
expressdo nos variados tipos de tecidos do organismo. As trés proteinas TR
funcionais, TRa1, TRB1 e TRB2, sdo codificados pelos genes THRa e THR,
localizados no cromossomo 17 e 3, respectivamente (NUNES, 2003; WOJCICKA,;
BASSET; WILLIANS, 2013).

Os receptores TRa1 e TRB1 sdo expressos em praticamente todos os
tecidos, mas a quantidade e os papeis diferem dependendo do estagio de
desenvolvimento do organismo e no tipo de tecido. No entanto, a expressdo de
TRB2 é restrita ao hipotadlamo, hipdfise e érgéos sensoriais onde o ele regula o eixo
HPT e o tempo de inicio da audi¢do e da visdo (WOJCICKA; BASSET; WILLIANS,
2013).

Apesar do consenso que a acdo dos HT se dé por ativacdo/inibicdo da
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transcricdo de genes especificos, alguns efeitos sdo observados em tempo muito
curto para justificar uma acdo nuclear. Nesse contexto, foi sugerido que os HT
também exercam atividades extracelulares e ndo genémicas (NUNES, 2003). Como
exemplo de a¢cbes ndao genbminas, os HT atuam na membrana plasmatica na
modulacdo de niveis intracelulares de Na®, Ca®*, K*; transporte de glicose e
aminoacidos em hemécias e cardiomiécitos em cultura (NUNES, 2003), elevacéo da
sintese de ATP mitocondrial, fosfrilacdo oxidativa e parece envolver a ativacao de
mensageiros secundarios intracelulares, tais como o AMP ciclico (GUYTON; HALL,
2011). Outras fungbes ndo gendmicas dos HT incluem a ativagdo da PKA (proteina
quinase A), da PKC (proteina quinase C), da ERK/MAPK (quinase regulada por
sinais extracelulares e proteina cinase ativada por mitbgeno, respectivamente) e a
regulacdo do metabolismo fosfolipidico (KAVOK et al., 2001).

Adicionalmente, tem-se o conhecimento as CTM apresentam receptores
nucleares para hormonios tireoidianos (GRUBER et al., 1999; SIDDIQI et al., 2002) e
sabe-se também que que o0s hormoénios tireoidianos influenciam in vivo o
crescimento 6sseo, pois regulam os processos de diferenciacdo e maturacdo dos
condrdcitos da zona hipertrofica ou de maturagédo da placa epifisaria (ROBSON et
al., 2000). Além disso, € sabido ainda que os hormodnios tireoidianos estimulam o
crescimento e a maturagdo in vitro do tecido cartilaginoso embrionario (BURCH,;
LEBOVITZ, 1982). Em cultura de CTM-MO de humanos, a triiodotironina (T3)
mediada pela BMP-4 estimula a hipertrofia dessas células (KARL et al., 2014).

Dessa maneira, as a¢cfes que os HT desencadeiam nas células alvo
repercutem em efeitos bioldgicos na atividade dos varios tecidos e sistemas, 0s
quais, em geral, ttm sua atividade elevada quando sob a acdo destes hormdnios
(NUNES, 2003).

2.2 Células-tronco

Células-tronco sao células indiferenciadas que possuem um elevado potencial
proliferativo e capacidade de auto-renovacédo, ou seja, sdo capazes de se multiplicar
mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma reposi¢cao ativa de sua
populacdo e podem se diferenciar em varios tipos celulares especializados
(LEMISCHKA, 2005; BYDLOWSKI et al, 2009; DU et al, 2015), como
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condroblastos, osteoblastos, hepatécitos, neurdnios, células epiteliais, renais,
cardiacas, dentre outras (PITTENGER et al., 1999). Em virtude a essas
caracteristicas, a terapia celular utilizando células-tronco emergiu como uma
terapéutica promissora para diversas doencas ou lesbes em Orgdos como a
Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo (SDRA), Injdria Renal Aguda (AKI),
Insuficiencia Hepatica Aguda (ALF), Acidente vascular cerebral, Traumatismo
Cranio-encefalico (TCE) (MONSEL et. al, 2014), lesdes articulares com perda ou
deformacéo de discos cartilaginosos (KUNISAKI et al., 2007), lesbes no tecido 6ésseo
(CHEN et al., 2012) e doenca de Parkinson (WOLFF et al. 2011).

As células-tronco podem ser subdivididas em células-tronco embrionarias
(CTE), células-tronco adultas (CTA), células-tronco do corddo umbilical humano
(CTCUN) e células-tronco de pluripoténcia induzida (iPS - induced Pluripotent Stem
Cells). As CTE sao derivadas da massa interna do blastocisto e sado classificadas
como pluripotentes (DU et al., 2015), pois podem se diferenciar em todas as células
do individuo em formacéo, ou seja, em qualquer tipo celular originario de uma das
trés camadas germinativas: ectoderma, mesoderma e endoderma (WAGERS;
WEISMAN, 2004). Porém, as principais desvantagens das CTE s&o a dificuldade no
isolamento, potencial capacidade de formar teratomas e controvérsias éticas
relacionadas a utilizacdo de embrides humanos (DU et al., 2015). No entanto, no
Brasil, de acordo com o Art. 5° da Lei da Biosseguranga N° 11.105, de 24 de margo
de 2005, é permitida, para fins de pesquisa e terapia, a utilizacdo de CTE obtidas de
embrides humanos produzidos por fertilizacdo in vitro e ndo utilizados no respectivo
procedimento, atendidas as seguintes condic¢des: |- sejam embrides inviaveis; ou Il-
sejam embrifes congelados ha trés anos ou mais.

As CTA sao células indiferenciadas, multipotentes e provenientes do feto ou
de individuos adultos. Sdo encontradas em quase todos os tecidos, incluindo a
tecido adiposo, medula 6ssea, sangue periférico, sangue do corddo umbilical,
cérebro, timo, musculo, figado e pulmao. Sabe-se que as CTA se encontram
tipicamente em um estado de dorméncia sob circunstancias normais e comegam a
proliferar e diferenciar em resposta a alteracdes patologicas e a estimulos externos
(DU et al., 2015). Uma vantagem em se utilizar CTA é que as mesmas S&0 pouco
imunogénicas, podendo ser teoricamente empregadas em transplantes alogénicos
(BOBIS; JAROCHA; MAJKA, 2006).
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As CTCUh sdo células-tronco hematopoiéticas e apresentam algumas
vantagens quando comparadas a CTE e CTA, pois o corddo umbilical é
rotineiramente descartado e a natureza extracorporea desta fonte celular facilita o
isolamento e extracdo. Além disso, outra vantagem na utilizacdo dessas células é
que as mesmas ndo expressam moléculas de MHC Il (complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il) e possuem baixa expressao de moléculas MHC |
(complexo principal de histocompatibilidade de classe 1), sendo assim possivel fonte
de transplante célular alogénico (FAN et al., 2010).

As células-tronco de pluripoténcia induzida (iPS) sdo células geneticamente
modificadas e reprogramadas por meio de mecanismos de transfecgédo celular,
gerando exemplares similares as células embrionarias (TAKAHASHI et al., 2007)
pela incorporacao de fatores transcricionais que sdo altamente expressados pelas
CTE, como os fatores Oct3/4, Sox2, c-Myc, e Kruppel-Like Factor 4 (KIf4), por meio
de transducao retroviral (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). Essas células foram
primeiramente desenvolvidas em 2006 utilizando fibroblastos de ratos (TAKAHASHI,;
YAMANAKA, 2006). Em 2007 essa técnica foi aplicada em fibroblastos dérmicos
humanos (TAKAHASHI et al., 2007). Essa técnica consiste na reprogramacao do
DNA pela insercdo de virus contendo os genes Oct3/4, Sox2, KIf4 e c-Myc. Esses
genes atuam fazendo com que a célula volte ao estagio de uma célula-tronco
embrionaria, possuindo mesma morfologia, proliferacdo, antigenos de superficie,

expressao génica e atividade da telomerase (TAKAHASHI et al., 2007).

2.3 Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTM), também chamadas de células-tronco
estromais, células-tronco mesenquimais da medula, células estromais da medula e
células progenitoras adultas multipotentes (LINDNER et al.,, 2010), foram
inicialmente descritas por Friedenstein e colaboradores em 1966 como uma
subpopulacdo de células da medula O0ssea, ndo hematopoiéticas. Os autores
descreveram o isolamento de células clonogénicas aderentes ao substrato, que
possuiam formato de espiculas e eram depositadas em monocamadas e que foram
definidas como unidades formadoras de colénias de fibroblastos (CFU-Fs)
(BYDLOWSKI et al., 2009).
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Essas células foram classificadas como multipotentes, uma vez que dao
origem a varios tipos de células maduras da linhagem mesodérmica, como
condrqcitos, osteoblastos e adipdcitos in vitro e in vivo (BYDLOWSKI et al., 2009;
LINDNER et al., 2010). Sabe-se que, além da linhagem mesodérmica, as CTM
também possuem potencial de diferenciacdo endodérmico e neuroectodérmico in
vitro (KOLF; CHO; TUAN, 2007).

As CTM também sdo capazes de se diferenciar in vitro, sob condi¢cfes
apropriadas, em outras linhagens celulares, como tenécitos e células endoteliais.
Também h& relatos de que essas células podem diferenciar-se em midcitos
esqueléticos e cardiomiocitos e em células de origem ndo mesodérmica, como
hepatdcitos, células produtoras de insulina e neurénios (BYDLOWSKI et al., 2009).

As CTM podem ser obtidas de diversos tecidos como: medula 6ssea (TAE et
al., 2006), tecido adiposo (ZUK et al., 2002; BOBIS; JAROCHA; MAJKA, 2006),
placenta (IN 'T ANKER et al., 2004), pele (SHIH et al., 2005), sangue do cordao
umbilical (ERICES; CONGET; MINGUELL, 2000; SARUGASER et al., 2005; BOBIS;
JAROCHA; MAJKA, 2006), polpa dentaria (GRONTHOS et al., 2000), pulméo,
musculo esquelético (TAE et al., 2006), fluido amniético (NADRI; SOLEIMANI, 2007)
e membrana sinovial (TAE et al., 2006).

Uma limitagdo especial em estudos com CTM é a auséncia de um marcador
especifico, embora um grande numero de marcadores tem sido verificados
(LINDNER et al., 2010). A expresséo dos diversos marcadores pode ser devido aos
diferentes métodos de isolamento celular e caracteristicas da cultura, mas também a
variacao na origem do tecido e as diferentes espécies (BYDLOWSKI et al., 2009).

De forma geral, as CTM expressam CD13, CD29, CD31, CD44, CD54, CD63,
CD71, CD73 (SH3/4), CD105 (SH2), CD106, CD140b, CD166, Strol, ICAM-1
(molécula intercelular de adesdo 1), CD90 (Thy-1), pequenas quantidades de
complexo de histocompatibilidade principal (MHC-I) e ndo expressam CD45, CD31,
CD34, CD14, CD18, CD56, CD79, HLA-DR, CD80, CD86 e MHC-II (PITTENGER et
al., 1999; LE BLANC; RINGDEN, 2005). Além disso, as CTM sdo capazes de
expressar marcadores de indiferenciacio como OCT-4, NANOG e SSAE 3/4
(BAKSH; SONG; TUAN, 2004).

No entanto, segundo a International Society for Cellular Therapy, os critérios
minimos para que as células-tronco sejam consideradas CTM sédo: a) aderéncia a

superficies plasticas quando mantidas em meio de cultura; b) serem capazes de se
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diferenciar em células condrogénicas, osteogénicas e adipogénicas de acordo com o
padrao de diferenciacéo in vitro (HORWITZ et al., 2005; DOMINICI et al., 2006); c)
presenca de expressdo de marcadores na superficie celular como CD73, CD90 e
CD105; e d) auséncia de marcadores hematopoiéticos CD34, CD45, CD19A (CD79),
CD14 ou CD11b (um marcador de célula imune) e HLA tipo Il (DOMINICI et al.,
2006).

As CTM em contato com outras células, produzem diferentes tipos de fatores
de crescimento como fator estimulador de col6nias de granuldcitos (G-CSF), fator
estimulador de colénias de macréfagos e granulocitos (GM-CSF), fator estimulador
de crescimento de macrofago (M-CSF), além de interleucinas (IL-1, 6, 7, 8, 11, 12,
14, 15) (MONTEIRO et al., 2010).

2.3.1 Células-tronco mesenquimais do tecido adiposo

O tecido adiposo possui uma complexa organizacdo, composto basicamente
por adipocitos maduros e imaturos, células da musculatura lisa vascular, células
endoteliais, macréfagos, linfécitos, fibroblastos e CTM (CASTEILLA et al., 2005;
SCHAFFLER; BUCHLER, 2007).

O primeiro trabalho que evidenciou a presenca de CTM no lipoaspirado
humano foi produzido em 2001, e, ap0s essa afirmacao, deu-se inicio a uma série
de pesquisas, tornando as células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-
TA) uma fonte alternativa as células-tronco mesenquimais da medulla 6ssea (CTM-
MO) (ZUK et al., 2001). As CTM-TA podem ser extraidas do tecido adiposo intra-
abdominal (omento, préximo aos intestinos e em areas perirenais) ou subcutaneo
(nadegas, subcutdneo posterior ao fémur e abdbmen) (LOCKE; WINDSOR;
DUNBAR, 2009; RADA; REIS; GOMES, 2009; CASTEILLA et al., 2011), sendo que
ja foram isoladas de diversas espécies como ratos (ZAMINY et al., 2008; ARRIGONI
et al., 2009; BOELONI et al., 2013b), camundongos (MALLADI et al., 2006), coelhos
(PEPTAN; HONG; MAO, 2006; ARRIGONI et al., 2009), caes (LI et al., 2007; VIEIRA
et al., 2010), suinos (QU et al., 2007; ARRIGONI et al., 2009) e humanos (ZUK et al.,
2002; TOYODA et al., 2009; CHEN et al., 2012).

Para o isolamento das CTM-TA utiliza-se o0 método enzimético pelo emprego
da enzima colagenase tipo | (ZUK et al., 2001; MIZUNO, 2009; BEANE; DARLING,
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2012). Sendo que inicialmente séo feitos cortes no tecido adiposo e lavagem em
solucdo salina para remover as células sanguineas com posterior incubacdo com
colagenase tipo | a 37°C e 5% CO, para separar a fracao celular (ZUK et al., 2001;
BEANE; DARLING, 2012; BOELONI et al., 2013b). Apos esse processo, as CTM-TA
podem ser cultivadas e apresentam a capacidade de se aderir as placas ou garrafas
de cultivo (LEVI; LONGAKER, 2011).

N&o ha consenso sobre a nomenclatura ideal para essas células. Alguns
autores referem-se a essas células como células-tronco derivadas de tecido adiposo
(ASC - adipose tissue-derived stem cells), células estromais de adulto derivado de
tecido adiposo (ADAS - adipose tissue derived adult stem cells), células estromais
derivadas de tecido adiposo (ADSC, ATSC - adipose tissue-derived stromal cells) e
células do processado de lipoaspirado (PLA - processed lipoaspirate cells). Para
resolver esta questdo, a International Fat Applied Technology Society adotou o
termo células-tronco derivadas do tecido adiposo para identificar a populacdo de
células multipotentes que séo aderentes a superficies plasticas (BUNNELL et al.,
2008).

De forma geral, as células-tronco obtidas do tecido adiposo possuem as
mesmas caracteristicas das CTM-MO (SCHAFFLER; BUCHLER, 2007) como
facilidade de proliferacdo, capacidade de se diferenciarem em células de origem
mesodérmica (condrdcitos, osteoblastos, midcitos e adipdécitos), expressdo de
marcadores de superficie e utilizacao para terapia celular (GRONTHOS et al., 2001;
ZUK et al.,, 2001; ZUK et al.,, 2002; MUSINA; BEKCHANOVA; SUKHIKH, 2005;
BEANE; DARLING, 2012).

As CTM-TA secretam fatores de crescimento como fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de hepatécitos (HGF), fator de
crescimento fibroblastico 2 (FGF-2) e IGF-I (REHMAN et al., 2004; CAO et al., 2005;
NAKAGAMI et al., 2005).

Quando se compara as CTM-TA com outras CTM, verifica-se que as CTM-
MO apresentam grande capacidade de expansao in vitro e de diferenciacdo e por
isso sdo muito estudadas (TAE et al., 2006). Porém, o método de extracdo das
mesmas por meio da aspiracdo da medula 0ssea é invasivo (DU et al., 2015) e se
apresentam em pequeno numero na medula Ossea, correspondendo a cerca de
0,01% a 0,0001% das células nucleadas (BYDLOWSKI et al., 2009).

Em contrapartida, o tecido adiposo é uma fonte atrativa para pesquisadores
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para a terapia celular (CASTEILLA et al., 2005; OEDAYRAJSINGH-VARMA et al.,
2006, ZHOU et al., 2016), uma vez que existem grandes vantagens em se utilizar
esse tecido como fonte de células-tronco a citar: a) presenca de grandes
guantidades de CTM correspondendo a cerca de 2% do total celular lipoaspirado
(KINGHAM et al., 2007); e b) essas células sédo facilmente obtidas de lipoaspiracbes
com pouco desconforto para o paciente e sem haver necessidade de se realizar um
procedimento invasivo (ZUK et al., 2001; CASTEILLA et al., 2011).

Adicionalmente, pesquisas demonstraram diferencas entre as CTM com
relacdo aos potenciais osteogénico e condrogénico. Estudos verificaram que: a) as
CTM-TA de ratas jovens e de ratas ovariectomizadas com osteoporose possuem
maior potencial osteogénico quando comparadas as CTM-MO; b) as CTM-TA de
ratas adultas apresentam potencial osteogénico semelhante ao das CTM-MO e as
CTM-TA de ratas OVX com osteoporose tém potencial osteogénico semelhante ao
das CTM-MO de ratas jovens (BOELONI et al., 2014); c) o potencial osteogénico de
CTM-MO de cées jovens foi maior em comparacdo as CTM-TA (ALVES et al., 2014).
Assim, O potencial osteogénico entre as CTM do tecido adiposo e da medula éssea
depende da idade, da higidez do tecido ésseo da rata (BOELONI et al., 2014), bem
como da espécie do individuo (ALVES et al., 2014).

Com relacédo a diferenciagdo condrogénica, verificou-se que as CTM-TA de
humanos apresentam potencial superior em comparacdao as CTM-MO de pacientes
com osteoartrite (PAGANI et al., 2017). No entanto, outro estudo constatou o oposto,
ou seja, as CTM-MO de humanos apresentaram potencial de diferenciacao
condrogénico superior as CTM-TA quando cultivados em associagdo com
biomateriais (KOHLI et al., 2015). Além disso, pesquisas demonstram que as CTM
do da medula 6ssea apresentam um potencial condrogénico superior as CT do
tecido adiposo e do corddo umbilical de humanos saudaveis (DANISOVIC et al.,
2016).

2.4 Diferenciacdo condrogénica das células-tronco mesenquimais do tecido

adiposo

As CTM-TA exibem um grande potencial de diferenciacdo, tanto in vivo

guanto in vitro, em diversos tipos celulares como condrécitos, adipdcitos, midcitos e
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ostedcitos (SCHAFFLER; BUCHLER, 2007). Especificamente, a diferenciacdo
condrogénica dessas células pode ser mediada por fatores de transcricdo, pela
adicdo de indutores quimicos especificos como componentes da familia TGF-f3,
dexametasona, insulina, entre outros (PUETZER; PETITTE; LOBOA, 2010;
SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011; VATER; KASTEN; STIEHLER, 2011). Além
disso, a eficiéncia da diferenciacdo depende de outros fatores como status de saude
e idade do paciente doador (BUNNELL et al., 2008; BOELONI et al., 2013b;
FAFIAN-LABORA et al., 2015), visto que estudos sugeriram que o potencial de
diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica € maior em cultura de
células de pacientes humanos e ratos mais jovens quando comparados a doadores
mais velhos (BUNNELL et al., 2008; BOELONI et al., 2013a; FAFIAN-LABORA et al.,
2015).

2.4.1 Diferenciacdo condrogénica in vivo das células-tronco mesenquimais

O processo de condrogénese in vivo pode ser dividido em algumas etapas,
sendo: proliferacdo, condensacgéo, determinacéo, diferenciacdo e hipertrofia (SHUM
et al., 2003).

Inicialmente  ocorre uma agregacdo das células mesenquimais
condroprogenitoras precedido de um processo de condensacao que se caracteriza
por alteracdes no citoesqueleto e adesao celular (DELISE; FISCHER; TUAN, 2000;
HALL; MIYAKE, 2000). Nessa etapa as células comecam a expressar moléculas de
adesdo que mediam as interacdes célula-célula como N-caderina (DELISE; TUAN,
2002), moléculas da célula neural (N-CAM) (HALL; MIYAKE, 2000), fibronectina e
laminina (SHUM et al., 2003). A expresséao da fibronectina é regulada pelo fator de
crescimento transformante beta (TGF-B), que controla o inicio da fase de
condensacao (ROARK; GREER, 1994). Durante toda a condensacédo ocorre a
expressdo de N-caderinas, que podem ser co-reguladas pela proteina morfogenética
ossea (BMP) e Wnts (SHUM et al., 2003). As interacdes célula-célula e célula-matriz
ativam quinases citoplasmaticas, fosfatases e GTPases, que podem ser moduladas
por fatores de crescimento e fatores de diferenciagdo, como BMP e Wnts (OH et al.,
2000).

J4 condensadas, as células mesenquimais iniciam um processo de
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determinacdo celular, no qual uma série de interacbes genéticas dirigem a
progressdo do desenvolvimento de uma linhagem celular. Durante essa fase ainda
ha expressdo de N-caderinas e fibronectinas e ocorre o inicio da expressao de
colageno I, colageno IX, colageno Xl e hialuronato.

Apés a determinacdo, essas ceélulas passam por um processo de
diferenciacdo e se tornam condroprogenitoras, posteriormente se diferenciam em
condrocitos e, eventualmente, tornam-se condrocitos hipertréficos. Com o inicio da
fase de diferenciacdo, ha expressdo de agrecan, aumento da expressdao de
proteoglicanos e colageno Il que comp&em a matriz extracelular.

A medida que as células se diferenciam em condrdcitos hipertréficos ha a
producdo de colageno X e exposi¢cdes aos niveis aumentados de fosfatase alcalina,
enguanto a secrecdo de colageno tipo Il e IX é reduzida. O colageno | esta presente
especificamente na matriz de células mesenquimais indiferenciadas e é substituido
por colageno Il, tal como os condroprogenitores se diferenciam em condrécitos. A
proteina oligomérica da matriz da cartlagem (COMP) €& expressa durante
condensacéo das células mesenquimais e continua durante a hipertrofia celular. A
expressao de coldgeno X é restrito aos condrdcitos hipertréficos antes de ocorrer a
mineralizacdo (SHUM et al., 2003), como esta esquematizado na figura 1. Assim, 0s
condrdcitos  hipertroficos  sofrem  apoptose, ocorre a mineralizacdo e
consequentemente permitem a ossificacdo (DE CROMBRUGGHE et al., 2000; DE
COMBRUGGHE; LEFEBVRE; NAKASHIMA, 2001).

Resumidamente, cada condrdcito durante a condrogénese é caracterizado
pela expressdo de genes especificos (LEFEBVRE; SMITS, 2005). Por exemplo,
condrécitos iniciais expressam Col2al (colageno II) e Agcl (agrecan); condrocitos
colunares expressam Fgfr3 (fibroblast growth factor receptor 3); condrécitos pré-
hipertréficos expressam Ppr (parathyroid hormone-related protein receptor), lhh
(Indian hedgehog) e Col10al (colageno X); e condrdcitos hipertroficos expressam
Coll0al somente. Condrocitos terminais expressam Mmpl3  (matrix
metalloproteinase 13) e BSP (sialoproteina é6ssea) e mineralizam a matriz

extracelular juntamente com osteoblastos (DY et al., 2012).
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Figura 1. Modelo esquematico da diferenciacdo condrogénica in vivo das CTM (Adaptado de
SHUM et al., 2003)

Importante ressaltar que todo o processo de maturacao dos condrécitos e do
desenvolvimento 6sseo endocondral sdo regulados por vérios fatores como BMP,
IGF, Ihh, PTHrp, Wnt, Sox9, Runx2 e hormonios tireoidianos (LEFEBVRE; DE
CROMBRUGGHE, 1998; DE CROMBRUGGHE et al., 2000; LEFEBVRE;
BEHRINGER; DE CROMBRUGGHE, 2001; WANG; SHAO; BALLOCK, 2007; SHU
et al., 2011; DY et al., 2012; CHEN et al., 2014).

Nesse contexto, a via de sinalizagdo BMP-Smad tem papel fundamental no
desenvolvimento 6ésseo endocondral visto que esta envolvida em todas as fases da
condrogénese. BMP se liga aos receptores serina e treonina que subsequentemente
fosforila Smadl, 5 e 8 (R-Smads) que por sua vez forma um complexo com Smad4
antes de entrar no ndcleo para regular a transcricdo do gene alvo
(BANDYOPADHYAY et al., 2006).

As proteinas morfogenéticas Osseas (BMP) estimulam a condensacdao,
proliferacéo e a sintese de matriz condrogénica (CHEN; ZHAO; MUNDY, 2004; VAN
DER KRAAN; DAVIDSON; VAN DEN BERG, 2010). BMP-2 e BMP-4 sdo altamente
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expressos em condrécitos pré-hipertréficos e hipertroficos na placa de crescimento
(FENG et al., 2003; NILSSON et al., 2007).

Especificamente a proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2) € um membro da
super-familia TGF- que € essencial para a proliferagcdo e maturagdo durante o
desenvolvimento endocondral. Essa proteina induz a expressdo de Runx2 (Runt-
related trasnscription fator 2) tanto em nivel transcricional quanto pos transcricional
(SHU et al., 2011). Além disso, BMP-2 também estimula a expressdao de Sox9
(UUSITALO et al., 2001).

O Runx2 também é um fator de transcricdo essencial para a condrogénese.
Esse fator regula diretamente genes do ciclo celular (Gprl32, Sfn, c-Myb e Cyclin
Al) e assim controla a proliferacdo, além de influenciar também na diferenciacdo de
condrécitos (CHEN et al., 2014). Consequentemente, Runx2 € considerado um dos
responsaveis pelos estagios finais do desenvolvimento 06sseo endocondral
(YOSHIDA et al., 2004). In vivo, 0 Runx2 pode ser inibido diretamente pelo Sox9
(ZHOU et al., 2006).

Sox9 (SRY-box 9) comeca a ser expresso em células mesenquimais antes da
condensacdao e continua sua expressdo durante todos os estagios da condrogénese,
mas nao € expresso em condrocitos hipertréficos (WRIGHT et al., 1995; NG et al.,
1997; ZHAO et al., 1997; LEFEBVRE; DE CROMBRUGGHE, 1998; AKIYAMA et al.,
2002; DY et al., 2012). Sox9 regula a expressdo de marcadores importantes para a
proliferacdo e hipertrofia de condrocitos (BELL et al.,, 1997; DY et al.,, 2012) e
bloqueia a diferenciacdo osteoblastica (DY et al., 2012). Sox5 e Sox6 também séo
expressos durante a condrogénese e ndo sdo expressos em condrécitos
hipertréficos, mas ao contrario do Sox9, ndo sdo expressos durante a condensacao
mesenquimal (WRIGHT et al., 1995; NG et al., 1997; ZHAO et al., 1997; LEFEBVRE;
DE CROMBRUGGHE, 1998; KOCH et al., 2000). No entanto, somente o Sox9 é
importante para estimular a expressao de Ihh e PTHrP em condrécitos (SMITS et al.,
2001; AKIYAMA et al., 2002).

A expressao de Sox9 é controlada por alguns fatores como BMP-2, BMP-4 e
Sonic hedgehog (Shh) que induzem e mantem a expressao desse gene
(MURTAUGH; CHYUNG; LASSAR, 1999; ZEHENTNER; DONY; BURTSCHER,
1999; SEMBA et al., 2000). O FGF também aumenta a expressao de Sox9 tanto em
condrécitos quanto em células mesenquimais indiferenciadas mediado via proteina
quinase ativada por mitogeno (MAPK) (MURAKAMI et al., 2000). Além disso, os
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hormonios tireoidianos inibem a agédo do Sox9, a fim de promover a hipertrofia dos
condrdcitos (OKUBO; REDDI, 2003).

Existem outros dois ligantes (PTHrP e lhh), secretados pelos condrécitos, que
sdo reguladores importantes na condrogénese e formacdo Ossea endocondral.
Esses ligantes promovem a proliferacdo de condrécitos, sendo que o lhh é
secretado por condrécitos pré-hipertréficos e induz a expressdo de PTHrP na regido
periarticular e que por sua vem promove a proliferacdo celular (KRONENBERG,
2006). Adicionalmente, as vias TGF-B/BMPs, FGF e Wnt/B-catenin juntamente com
Ihh regulam a diferenciacdo de condrdcitos (ZOU; NISWANDER, 1996; ZOU et al.,
1997; MININA et al., 2001; SPATER et al., 2006).

Os fatores de transcricdo Wnts também tém uma importante funcéo
moduladora durante a condrogénese. Wnt9a regula a expressdo de lhh em
condrécitos pré-hipertréficos pela via Wnt/beta-catenina (SPATER et al., 2006). Essa
via é regulada pelo TGF-B e pela BMP-2 em condrécitos de pintainhos que, por sua
vez, medeia a hipertrofia de condrécitos por meio da ativacdo de Runx2 que
consequentemente induz a expressao de Coll0al (DONG et al., 2006).

Estudos relataram que Wnt-4 age como um regulador positivo na
diferenciacdo terminal dos condrécitos ao passo que bloqueia o inicio da
condrogénese, enquanto Wnt-5 possui efeito oposto em um modelo de pintainho
(CHURCH et al., 2002). Além disso, um estudo demonstra que a via canbnica Wnt3a
aumenta a condrogénese induzida por BMP-2 e Wnt3a por sua vez, regula a
expressdo de BMP-2, sugerindo um circuito regulador durante a diferenciacao
condrogénica (KOLF et al., 2007).

A triiodotironina (T3) regula a diferenciacao terminal de condrécitos da placa
epifisaria de ratos cultivada in vitro, e isso é modulado em parte pela via Wnt/g-
catenina. A T3 regula a expressdo de Wnt-4, promove o acumulo intracelular de B-
catenina e estimula a expressao de Runx2/cbfal. Sendo que a superexpressao de
Wnt-4 ou de B-catenina promove a diferenciacéo terminal dos condrécitos da placa
de crescimento (WANG; SHAO; BALLOCK, 2007).

O IGF-I é um importante regulador da ossificacdo endocondral visto que
estimula a proliferacéo e hipertrofia de condrocitos (AKIYAMA et al., 2004; LOGAN,;
NUSSE, 2004; DONG et al., 2005; DONG et al., 2006). Além disso, IGF-I promove

condrogénese por induzir a expressao de colageno Il, agrecan e Sox9 e a formacgao
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de colageno Il e agrecan, sendo esse efeito potencializado pela acdo do TGF-f1
(ZHOU et al., 2016).

2.4.2 Diferenciagdo condrogénica in vitro das células-tronco mesenquimais do

tecido adiposo

Para induzir a diferenciacdo condrogénica das CTM-TA e das demais CTM,
muitas estratégias tém sido exploradas in vitro, como a adicdo de fatores de
crescimento no meio de cultivo, estimulagdo mecanica, uso de biomateriais ou uma
combinacéo dessas técnicas (NESIC et al., 2006).

De maneira geral, a diferenciacdo ocorre em aproximadamente duas a trés
semanas e é realizada em um sistema de pellet com protocolos bem definidos que
consiste na presenca de meio basico denominado Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) enriquecido com antibidticos, antifungicos e 10% de soro fetal
bovino. No meio de cultura sédo adicionados fatores como dexametasona, acido
ascorbico, insulina, transferrina, &cido selenoso, &cido linoleico e albumina sérica
bovina (BEANE; DARLING, 2012). Outros suplementos podem ser adicionados
como piruvato de soédio, prolina, L-glutamina, TGF-p e BMP (VATER; KASTEN;
STIEHLER, 2011).

Segundo Barry e colaboradores (2001), durante a diferenciacdo condrogénica
in vitro ocorrem trés estagios bem definidos: 1) estagio |, diferenciacao inicial com
expresséo de fibromodulina, COMP, agrecan, versican e decorin, deposi¢ao inicial
de glicosaminoglicanos, além da formacdo de colageno | e X; 2) estagio II,
expressado de colageno Il e condroaderin e producéo de sulfato de condroitina e; 3)
estagio Ill, acimulo de glicosaminoglicanos e formacao de condrécitos maduros.

Os modelos tridimensionais de cultura celular (pellets) favorecem a inducao
da primeira fase da condrogénese que consiste em uma condensacgdo celular,
juntamente com interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular (AULETTA et
al., 2011; GIULIANI et al., 2013). Inicialmente, as células apresentam um formato
fibroblastoide e posteriormente, as células aumentam de volume, proliferam e
sintetizam componentes tipicos da matriz cartilaginosa como colagenos tipo |
(LARSSON et al., 1991; BARRY et al., 2001), tipo Il (LARSSON et al., 1991; BARRY
et al., 2001; SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011; GIULIANI et al., 2013) e tipo X
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(LARSSON et al., 1991; BARRY et al., 2001; GIULIANI et al., 2013), proteoglicanos
como agrecan (LARSSON et al., 1991; SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011,
BARRY et al.,, 2001; GIULIANI et al., 2013), versican (MEHLHORN et al., 2006),
decorin, biglican e fibronectina (LARSSON et al., 1991; BARRY et al.,, 2001) e
glicosaminoglicanos (BARRY et al., 2001). Sendo o colageno Il e o agrecan os
constituintes da matriz observados em maior quantidade (PUETZER; PETITTE;
LOBOA, 2010; SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011). Por fim, as células adquirem
um formato arredondado semelhante ao condroblasto (GIULIANI et al., 2013).

Apés duas a trés semanas de diferenciacdo, alguns marcadores da
condrogénese sao utilizados como colagenos I, I1X, X e XI (JACKSON et al., 2007;
SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011), proteoglicanos como 0 agrecan e
glicosaminoglicanos (PUETZER; PETITTE; LOBOA, 2010; SOLCHAGA; PENICK;
WELTER, 2011; VATER; KASTEN; STIEHLER, 2011). Os proteoglicanos sé&o
detectados por coloragdes como azul de toluidina, os glicosaminoglicanos pelas
coloracbes de alcian blue ou safranina-O (ESTES et al.,, 2010; SOLCHAGA;
PENICK; WELTER, 2011; BEANE; DARLING, 2012), e os tipos de colageno podem
ser detectados pela técnica de imunohistoquimica ou pela expressdo génica por
PCR (reacdo em cadeia da polimerase) (ESTES et al., 2010; SOLCHAGA; PENICK;
WELTER, 2011).

2.4.2.1 Fatores que influenciam a diferenciacéo condrogénica in vitro das
células-tronco mesenguimais do tecido adiposo

Para que ocorra a diferenciacdo condrogénica das CTM é necessario meio
basico suplementado com diversos fatores . Além disso, faz-se necessario saber
como os fatores influenciam na condrogénese in vitro para uma melhor
compreensdo. Neste sentido, € sabido que os estadgios da diferenciagdo
condrogénica sdo regulados por diferentes fatores como TGF-B, proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMP) (ESTES et al.,, 2010; PARK et al.,, 2011), fator de
crescimento fibroblastico (FGF) (CHIOU; XU; LONGAKER, 2006), fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) (ZHOU et al., 2016), fator de
transcricdo Sox (ZHANG et al., 2015), estimulo mecénico (FOCAROLI et al., 2014),
condi¢cbes de hipoxia (MERCERON et al., 2010) e fatores hormonais (KIM; KIM; 1M,
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2008; SADEGHI et al., 2015).

Os fatores de crescimento TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3 promovem a
diferenciacdo condrogénica das CTM-TA (ESTES et al., 2010; PARK et al., 2011).
Estudos demonstraram uma potencializacdo na diferenciacdo condrogénica das
CTM-TA quando é utilizada a combinacdo de TGF-2 e BMP-7 (KIM; IM, 2009b),
TGF-B2 e IGF-I (KIM; IM, 2009a), TGF-B1 e BMP-2 (MEHLHORN et al., 2007), TGF-
B3 e BMP-6 (ESTES et al., 2010). Além disso, quando TGF- € combinado com
baixas concentracdes de BMP-6 e FGF-2 ocorre uma melhora na condrogénese das
CTM-TA proporcionando aumentos significativos dos fatores de transcricdo Sox9 e
aumento na composicao total de glicosaminoglicano, enquanto inibe a osteogénese
(QUARTO; LONGAKER, 2006).

O fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF-2) também conhecido como FGF
basico (FGFb) é outro fator que melhora a diferenciacdo condrogénica in vitro das
CTM-TA de humanos por induzir a expressao de N-caderina, receptor para FGF-2 e
Sox9 (CHIOU; XU; LONGAKER, 2006).

Pesquisas demonstraram que o IGF-I associado a estimulo mecéanico
promove a diferenciacédo condrogénica de CTM-TA de coelhos, pois potencializa a
expressdo de colageno I, agrecan e Sox9, promove a proliferacdo celular e a
deposicdo de proteoglicanos e colageno, mas ndo tem efeito na expressdo de
colageno X (LI et al., 2012). Além disso, o IGF-I também promove a diferenciacao
condrogénica de CTM-TA humanas por induzir a expressao de colageno Il, agrecan
e Sox9 e a expressdo de proteinas como colageno Il e agrecan, sendo esse
resultado potencializado quando se associa IGF-I com TGF-1 (ZHOU et al., 2016).

Sox9 (SRY-box 9) é um fator de transcricdo que também influencia na
condrogénese de CTM-TA visto que, quando esse fator é transfectado em CTM-TA
de ratos e essas células sdo submetidas a um estimulo mecénico, ocorre uma
potencializacdo da proliferacdo celular e da diferenciagédo, pois ocorre um aumento
da expressdo de PRG4 (proteoglycan 4), PTHrp, colageno I, agrecan, Sox9 e HIF-
1la, mas nao altera colageno X (ZHANG et al., 2015).

Fatores mecéanicos como biomateriais (do inglés scaffolds) também podem
potencializar a diferenciacédo condrogénica de CTM, ja que fornecem uma estrutura
modelo para o desenvolvimento da cartilagem, e também, servem como uma matriz
extracelular facilitando a ligacéo celular, proliferacéao, diferenciacao e integragdo com

a cartilagem adjacente (YOON et al., 2011).
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Quando se associou um biomaterial (porous gelatin based scaffold genipin) ao
cultivo de CTM-TA humanas, houve uma superexpressao de marcadores
condrogénicos (SOX9, colageno I, agregan e versican), o que néo ocorreu quando a
cultura foi realizada em monocamada (FOCAROLI et al., 2014).

Adicionalmente, quando se cultivou CTM-TA humanas com um biomaterial
(PEGDG-crosslinked porous three-dimensional hyaluronic acid scaffold) houve
potencializacdo na proliferacdo celular e na diferenciacdo condrogénica pois
aumentou producdo de glicosaminoglicanos e a expressdo de Sox9, agrecan,
coladgeno Il e colageno X (YOON et al., 2011).

A hipdxia é outro fator que pode influenciar a condrogénese de CTM-TA.
Nesse sentido, quando as CTM-TA humanas foram expostas a condi¢cdes de hipdxia
(5% de tensao de oxigénio) houve expressao precoce de colageno Il e producéo de
matriz colagénica, mas ndo alterou a expressdo de agrecan e sintese de
glicosaminoglicanos (MERCERON et al., 2010).

2.4.2.1.1 Influéncia de fatores hormonais na diferenciagéo condrogénica in
vitro das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo

Existem poucos estudos sobre a influéncia de fatores hormonais sobre a
diferenciagdo condrogénica in vitro das CTM-TA. Pesquisas demonstram que o
estrogeno influencia negativamente a diferenciagcdo condrogénica das CTM-TA
humanas, visto que inibe a expressado de colageno tipo Il e reduz a expressdo de
agrecan (SADEGHI et al., 2015).

O peptideo relacionado ao paratormdnio (PTHrP) potencializa a diferenciacao
condrogénica de CTM-TA humanas de forma dose-dependente aumentando a
expressao de SOX9 e COL2AL1 e a formacado de glicosaminoglicanos, porém diminui
a expressdo de COL10AL e inibe a hipertrofia celular (KIM; KIM; IM, 2008).

Adicionalmente, sabe-se que a administracdo de plasma rico em plaquetas
autdlogo (PRP) a 5% juntamente com insulina (100 nM) associado a scaffolds de
colageno em 3D, melhora a diferenciacdo condrogénica e osteogénica de CTM-TA
de humano (SCIOLI et al., 2016).



38

3. MATERIAL E METODOS

O projeto utilizou as bases fisicas e a infra-estrutura dos seguintes
laboratérios: 1) Laborat6rio de Cultivo de Células do Departamento de Farmécia e
Nutricdo do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude da UFES
(CCENS/UFES), 2) Laboratorio de Andlises Clinicas do Departamento de Farmacia
e Nutricdo do CCENS/UFES; 3) Laboratorio de Biotecnologia do Departamento de
Biologia do CCENS/UFES; e 4) Laboratoério de Histopatologia do Departamento de
Medicina Veterinaria do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCAE/UFES). Para a caracterizacdo fenotipica foi
utilizado o citbmetro de fluxo do Departamento de Bioquimica e Imunologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. As ratas foram provenientes do Biotério
do Centro de Ciéncias da Saude da UFES. Todos os procedimentos experimentais
foram executados segundo as recomendacdes e a aprovacédo da Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo conforme
protocolo nimero 062/2013 (Apéndice).

Foram utllizadas quatro ratas Wistar com um més de idade que foram
eutanasiadas com sobredose de anestesia (pentobarbital sédico [30m/kg] por via
peritoneal). Imediatamente apds este procedimento, o tecido adiposo visceral foi
colhido assepticamente e, em seguida, submetido a digestdo enzimatica para
obtencédo de um pool de células. As CTM-TA foram cultivadas inicialmente em meio
de indiferenciacdo (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium) para avaliacdo da
fenotipagem por citometria de fluxo. Posteriormente, as células foram cultivadas em
meio de diferenciagcdo condrogénico, acrescido ou nado de 3,3’,5-triiodo-L-tironina
(T3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dependendo do grupo, por sete, 14 e 21
dias em um sistema de pellets. Foram constituidos cinco grupos experimentais de
CTM-TA cultivadas em meio condrogénico: 1) CTM-TA sem T3; 2) CTM-TA com T3
(0,01 nM); 3) CTM-TA com T3 (1 nM); 4) CTM-TA com T3 (100 nM); e 5) CTM-TA
(1000 nM). ApoOs sete, 14 e 21 dias, foram avaliados: morfologia celular pela
coloragdo de hematoxilina e eosina, formagdo de matriz condrogénica pela
coloragdo de alcian blue-PAS (acido periodico de Schiff) e expressdo de Sox9 e
coldgeno Il pela reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). Foi

avaliada ainda a expressdo de colageno X apos 21 dias de diferenciacao
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condrogénica. Todos os ensaios in vitro, foram realizados com quatro repeticées em
cada grupo e em cada periodo como descrito detalhadamente a seguir. A ordem dos
procedimentos realizados ao longo de todo o periodo experimental esta

demonstrada resumidamente na Figura 2.

[ Extracdo e cultivo de células-tronco mesenquimais do tecido adiposoem DMEM
|
[ Caracterizacdo fenotipica das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo ]
}
[ Teste de viabilidade celular pelo azul de tripan ]
|
[ Diferenciacdo condrogénica das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo
}
[ Diferenciagdo: 7, 14 e 21 dias ]
r4 | N\
Analise morfoldgica Formagao de matriz Expressao relativa dos genes
das células condrogénica Sox9, Col Il e Col X (21 dias)

} ! }

( Coloragdode HE* J [ Alcian blue — PAS * ] qPCR*

Figura 2. Fluxograma demonstrando os procedimentos realizados ao longo de todo o
periodo experimental. *HE: hematoxilina e eosina; PAS: acido periddico de Schiff; gPCR:
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real.
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3.1Extracdo e cultivo de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo em
DMEM

A extracdo das CTM-TA foi realizada conforme protocolos ja estabelecidos
(BOELONI et al., 2013c; BOELONI et al., 2014). Em um ambiente cirargico realizou-
se a remocao dos pelos e a antissepsia na pele da regido abdominal ventral com
posterior laparotomia para colheita do tecido adiposo abdominal. Esse tecido foi
colocado em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Invitrogen, CA, USA)
enriqguecido com gentamicina (60ug/L), penicilina (100 U/mL), estreptomicina
(100ug/mL) e anfotericina (25ug/L) (Gibco, USA). Em seguida, o tecido, cortado em
pequenos fragmentos, foi transferido para um tubo com colagenase tipo | a 0,15%
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluida em PBS (solucdo tampéo de fosfato
padrao) 0,15M e incubado por 60 minutos a 37°C e 5% de CO,, agitando-o de 15 em
15 minutos. Apds a incubacdo, a colagenase foi inativada pela adicdo de DMEM
com 10% SFB (soro fetal bovino) (LGC Biotecnologia, Brasil). Posteriormente, fez-se
a centrifugacdo por 10 minutos a 1400g, obtendo-se trés fases: gordura, hemécias e
outras células sanguineas e precipitado (fase estromal). O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em DMEM enriquecido com antibiéticos
e antimicéticos mais 10% SFB e cultivado em garrafas T75 em estufa a 37°C e 5%
de CO,. O meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana. Todas as solucdes e

meios de cultivo foram preparados com agua pura livre de microrganismos.

3.2 Caracterizacao fenotipica das células-tronco mesenquimais do tecido

adiposo

ApOs quatro repiques e até que se obteve a confluéncia de 80 a 90% das
células, foi realizada a caracterizacéo fenotipica das CTM-TA por citometria de fluxo
conforme protocolo ja estabelecido (BOELONI et al., 2013ac; BOELONI et al., 2014).
Inicialmente, as células foram tripsinizadas com tripsina (0,05% Trypsin-EDTA 1X;
Gibco, USA), contadas em camara de Neubauer e distribuidas em placas de 96

pocos (fundo redondo) com concentracdo de 1x10° células/poco, sendo um poco



41

para cada anticorpo e um pog¢o para o controle sem marcagao. Posteriormente, foi
realizada a centrifugacdo da placa por 10 minutos a 1400g e 10°C, seguida da
retirada do sobrenadante (DMEM) e adicdo de 2uL do anticorpo primario e 20uL de
PBS 0,15M/poco. A placa foi agitada em vortex e incubada por 30 minutos a 4°C.
Adicionaram-se 150uL de PBS 0,15M/pocgo para lavagem e a placa foi novamente
agitada em vortex. A placa foi entdo centrifugada por 10 minutos a 1400g e 10°C,
seguida da retirada do sobrenadante e de nova lavagem com 150uL de PBS
0,15M/poco, agitacdo em vortex e centrifugacado por 10 minutos a 1400g e 10°C.
Adicionou-se o anticorpo secundario (Alexa Flaor 488, Molecular Probes, Oregon,
USA) com diluicdo de 1:200. A placa foi envolta por papel aluminio e incubada por
30 minutos a 4°C. Posteriormente, adicionaram-se 150uL de PBS 0,15M/poco para
lavagem e agitacdo em vértex. A placa foi centrifugada por 10 minutos a 1400g e
10°C, seguida da retirada do sobrenadante, de nova lavagem com 150uL de PBS
0,15M/poco e centrifugacdo por 10 minutos a 1400g e 10°C. Apos a centrifugacéo,
as células foram ressuspensas em 100uL de PBS 0,15M e 100uL de formaldeido a
4%. A leitura e as analises foram realizadas em um citdmetro de fluxo FACScan
(Fluorescence Activated Cell Analyser) empregando o software Cell Quest, com
aquisicao de 20.000 eventos, tendo como parametros FSC (Forward scatter) e SSC
(Side scatter) em escala linear e FL1 (fluorescéncia relativa) em escala logaritmica
que detecta luz de comprimento de onda de 530nm, que corresponde a
fluorescéncia verde, para andlises pelo programa WinMDI por gréaficos de dot plot e
histogramas. Os anticorpos primarios utilizados foram: anti-CD45 (clone 69 mouse),
anti-CD54 (clone 1A29 mouse), anti-CD73 (clone 5 F/B9 mouse) e anti-CD90 (clone
Ox-7 mouse) (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

3.3 Teste de viabilidade celular pelo azul de Tripan

Apos a caracterizacao fenotipica e antes do cultivo em meio de diferenciagéo, as
CTM-TA foram avaliadas quanto a viabilidade celular pelo azul de Tripan.
Inicialmente, as células foram cultivadas em garrafas T75 com DMEM e no momento
do teste foram lavadas com PBS (0,15M) e tripsinizadas. As células foram colhidas,

centrifugadas a 1400rpm por 10 minutos, ressuspensas em meio e coradas pelo azul
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de Tripan. As células invidveis (em azul) e viaveis (transparentes) foram

quantificadas em camara de Neubauer.

3.4 Diferenciacéo condrogénica das células-tronco mesenquimais do tecido

adiposo

A diferenciacdo condrogénica das CTM-TA foi feita por sete, 14 e 21 dias e
realizado conforme protocolos previamente definidos (ESTES et al., 2010;
SOLCHAGA, PENICK, WELTER, 2011; BEANE; DARLING, 2012). Apés o cultivo
em DMEM e obtencdo de confluéncia de 80 a 90% das células, o meio foi
substituido por meio condrogénico (StemPro Chondrogenesis; Gibco, USA) e as
células foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO,, sendo a troca de meio
realizada sistematicamente uma vez por semana. Assim, as CTM-TA das ratas
foram cultivadas em sistema de pellets em uma quantidade previamente
padronizada (5x10° células), em quatro repeticées, em tubos de 15 mL durante sete,
14 e 21 dias com um volume de 500 uL de meio condrogénico por tubo. Apés esses
periodos foram avaliados: morfologia celular, formacdo de matriz condrogénica e
expressao de Sox9 e Col Il. Avaliou-se também expresséo de Col X aos 21 dias de
diferenciacdo. As doses de 3,3’,5-triiodo-L-tironina foram estabelecidas conforme
estudos realizados por Boeloni et al. (2009) e Boeloni et al. (2013ab), sendo a dose
de 0,01 nM semelhante a dose fisiolégica.

3.5 Analise morfoldgica das células e formacdo de matriz condrogénica

Ao término de cada periodo (sete, 14 e 21 dias), as células cultivadas em
tubos de 15 mL e em sistema de pellets, foram lavadas com PBS 0,15M e fixadas
em formaldeido 10% tamponado por uma hora e processadas pelo método rotineiro
de inclusdo em parafina que consistiu na seguinte sequéncia: 1) alcool 70% (30
minutos), 2) alcool 80% (30 minutos), 3) alcool 90% (30 minutos), 4) alcool absoluto |

(30 minutos), 5) alcool absoluto I (30 minutos), 6) alcool absoluto Il (30 minutos), 7)



43

xilol 1 (20 minutos), 7) xilol 11 (20 minutos), 8) xilol 1l (20 minutos), 9) parafina | (20
minutos), 10) parafina Il (20 minutos) e, 11) parafina Il (20 minutos).

Apés o processamento, as amostras foram cortadas em micrétomo (4 um) e
submetidas as coloracdes de hematoxilina-eosina (HE) e AB-PAS (alcian blue-acido
periédico de Schiff) para a analise da morfologia e da formacdo de matriz
condrogénica (especificamente glicosaminoglicanos — GAG), respectivamente. As
técnicas das coloracdes estdo descritas a seguir. Como controle positivo das
coloracdes especiais foi utilizado tecido cartilaginoso presente na orelha dos ratos..

a) Hematoxilina e eosina: 1) desidratacdo; 2) agua corrente (passagem); 3)
dgua destilada (passagem); 4) hematoxilina de Harris (5 min); 5) é&lcool de
passagem; 6) eosina (1min); 7) desidratacdo e montagem utilizando Balsamo do
Canada (Dinamica, Sao Paulo, Brasil).

b) Alcian blue-PAS: 1) desidratacao; 2) alcian blue (30min); 3) &cido periédico
0,5% (15min); 4) agua corrente (10 min); 5) &gua destilada (passagem); 6) reativo de
shiff (15 min); 7) sem lavar passar metabissulfito de sédio 1% (5 min); 8) agua
corrente (10 min); 9) agua destilada (passagem); 10) desidratacdo e montagem
utilizando Balsamo do Canada.

A andlise da formacao de matriz condrogénica (AB+ e PAS+) foi feita por dois
observadores e o0s escores das amostras foram determinados por andlise
semiquantitativa, considerando-se a distribuicdo e intensidade da marcacao para AB
e para PAS. As comparagbes entre 0S grupos seguiu 0S seguintes parametros:
distribuicdo [ausente=0, focal=1, multifocal=2, difusa=3] e intensidade [ausente=0,
discreta=1, moderada=2, acentuada=3]. Os parametros foram multiplicados de

acordo com Braz et al(2003) e Trivilin et al (2017) e o escore resultante foi utilizado.

3.6 Expressao dos fatores de transcricao Sox-9, colageno Il e colageno X por
gPCR

A gPCR foi utllizada nas culturas de CTM-TA de todos 0s grupos
experimentais para a avaliagdo quantitativa da expressao de Sox-9 e colageno Il aos
7, 14 e 21 dias de diferenciacdo e de colageno X aos 21 dias de diferenciacdo. A

extracdo do RNA total das células cultivadas foi feita pelo uso do Trizol (Trizol®
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Reagent, Invitrogen, CA, USA). Inicialmente foi realizada a lise e homogenizado da
monocamada de células por 5 minutos a temperatura ambiente para completa
dissociacdo dos complexos nucleoprotéicos. O lisado foi transferido para um
microtubo de 1,5mL, acrescido de 0,2mL de cloroférmio, sendo homogeneizado por
15 segundos e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente, seguido de
centrifugacdo a 12.000g por 15 minutos a 4°C, objetivando separar em trés fases,
sendo a fase incolor e superficial, a que contera o RNA. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo, com a adicao de 0,5mL de alcool isopropilico e incubacgéo por 10
minutos a temperatura ambiente, seguido de centrifugacao a 12.000g por 10 minutos
a 4°C para precipitacdo do RNA. O pellet foi lavado com 1mL de etanol a 75%,
homogenizado e centrifugado a 7.500g por 5 minutos a 4°C. O RNA foi solubilizado
em agua livre de RNAse e imediatamente estocado a -80°C. A qualidade das
amostras de RNA de cada cultura foi analisada por espectrofotometria. Foram
realizadas as reagfes de transcricAo reversa utilizando-se Kit comercial
SuperScript® 1l First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR (Invitrogen, CA,
USA). Foram realizadas as reacdes no aparelho 7500 Fast Real Time PCR System
(Applied Biosystems Inc., CA, USA). A expressdo relativa de cada gene foi
normalizada com o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) usando o
método 2-AACt (SCHEFE et al., 2006). Os iniciadores foram delineados com base
na sequéncia do mRNA Rattus norvegicus e estao descritos na Tabela 1.

TABELA 1. Genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para Reacdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (pPCR) para Rattus norvegicus.

Genes Iniciadores (sequéncias de nucleotideos 5’ a 3’)
GAPDH Forward primer CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA
Reverse primer GGCATGGACTGTGGTCATGA
Sox-9 Forward primer CTGAAGGGCTACGACTGGAC
Reverse primer TACTGGTCTGCCAGCTTCCT
Colageno Il Forward primer AGGGGTACCAGGTTCTCCATC
Reverse primer CTGCTCATCGCCGCGGTCCGA
Colageno X Forward primer TGGGTAGGCCTGTATAAAGAACGG

Reverse primer CATGGGAGCCACTAGGAATCCTGAGA
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3.7 Andlise estatistica

O delineamento foi multifatorial (5 grupos x 3 periodos). Para as analises da
formacao de matriz condrogénica AB+ e PAS+ foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis
acompanhado do teste post hoc de Dunn. Diferencas foram consideradas
significativas se P<0,05. Para as andlises dos resultados do qPCR, realizou-se
andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Student
Newman Keuls (Instat, version 3.00, 32 Win 95/NT; GraphPad Software San Diego,
CA, USA). Diferencas foram consideradas significativas se p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo fenotipica das células-tronco mesenquimais do tecido

adiposo

As caracteristicas fenotipicas das células extraidas do tecido adiposo de ratas
jovens foram compativeis com a de células-tronco. Houve expressdao de CD45 em
3,04% das células e expressdo para CD54, CD73 e CD90 de 91,90%, 99,24% e
90,26% das células, respectivamente.

4.2 Teste de viabilidade celular pelo azul de Tripan

ApOs a caracterizacdo fenotipica e antes do cultivo em meio de diferenciacdo
condrogénico, as CTM-TA apresentavam no minimo 90% de viabilidade. Assim,
garantiu-se que as células utilizadas para a diferenciacdo condrogénica estavam

viaveis e que isso nao seria um fator limitante para a proxima etapa do cultivo.

4.3 Andlise morfoldgica das células e formacao de matriz cartilaginosa

4.3.1 Analise morfolégica das células pela coloracéo de HE

Aos sete dias, o grupo controle exibiam células pequenas redondas, ovais a
alongadas, nucleos ovais a alongados deslocados para a periferia com cromatina
predominantemente condensada. Observou-se também raras células binucleadas.
Os grupos tratados com 0,01; 1 e 100 nM de T3 exibiram morfologia semelhante a
descrita no grupo controle. Em contrapartida, o grupo tratado com 1000 nM de T3
exibiu células redondas e volumosas e nucleo oval. Com relacdo a cromatina, os
grupos tratados com 0,01; 100 e 1000 nM T3 apresentaram cromatina frouxa, o que
nao foi observado no grupo controle (Figura 3A-E).

Aos 14 dias, o grupo controle exibia células predominantemente redondas, nucleos
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ovais a alongados e cromatina frouxa, além de raras células binucleadas. Todos os
grupos tratados com T3 exibiam morfologia semelhante ao grupo controle (Figura
3F-J).

Assim como aos 14 dias de diferenciacéo, aos 21 dias, o grupo controle exibia
células predominantemente redondas, nucleos redondos a ovais e cromatina frouxa,
além de raras células binucleadas. Os demais grupos tratados com T3 exibiram
morfologia celular e nuclear semelhante ao grupo controle. No entanto, o grupo
tratado com 100 nM de T3 exibia células redondas, ovais a alongadas, diferente do

grupo controle (Figura 3K-O).
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Figura 3. Analise morfolégica de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA)
de ratas tratadas com triiodotironina (T3, 0,01; 1; 100 e 1000 nM) ou nédo (controle) aos sete
(A,B,C,D,E), 14 (F, G, H, I,J) e 21 (K, L, M, N, O) dias de diferenciacdo condrogénica.
HE, Barra = 48,01um
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4.3.2 Formacéao de matriz condrogénica AB+ e PAS+

Aos sete, 14 e 21 dias, todos os grupos tratados com T3 (0,01; 1; 100 e 1000

nM) apresentaram formac&do de matriz condrogénica AB+ e PAS+, semelhantes ao

grupo controle (P>0,05) (Figuras 4, 5, 6).

1 nM 100 nM 1000 nM

Controle 0,01 nM

7 dias

14 dias

21 dias

K L M N|e_ = 0
Figura 4. Formagdo de matriz condrogénica AB+ e PAS+ em cultivo de células-tronco
mesenguimais do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas tratadas com triiodotironina (T3, 0,01; 1;
100 e 1000 nM) ou néo (controle) aos sete (A, B, C, D, E), 14 (F, G, H, I, J) e 21 (K, L, M, N,

O) dias de diferenciacao condrogénica. Alcian Blue-PAS, Barra = 96,02um.
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AB+
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Figura 5. Producdo de matriz condrogénica AB+ em células-tronco mesenquimais do tecido
adiposo (CTM-TA) de ratas tratadas com triiodotironina (T3, 0,01; 1; 100 e 1000 nM) ou néo
(controle) aos sete (A), 14 (B) e 21 (C) dias de diferenciacdo condrogénica. *P>0,05.

PAS+

14 Dias

Escore
Escore
Escore

Figura 6. Producdo de matriz condrogénica PAS+ em células-tronco mesenquimais do
tecido adiposo (CTM-TA) de ratas tratadas com triiodotironina (T3, 0,01; 1; 100 e 1000 nM)
ou néo (controle) aos sete (A), 14 (B) e 21 (C) dias de diferenciacdo condrogénica.*P>0,05.

4.4 Expressao dos fatores de transcrigdo Sox9, Col Il e Col X

Com relacéo a expressao de Sox9 aos sete dias de diferenciacdo, 0s grupos
tratados 0,01; 1 e 1000 nM de T3 mostraram expressao estatisticamente inferior em
relacdo ao grupo controle (p<0,05). Enquanto o grupo tratado com 100 nM foi
semelhante ao grupo controle (p>0,05) (Figura 7A). Aos 14 e e 21 dias de
diferenciacdo n&do houve diferenca significativa entre os grupos avaliados (p>0,05)
(Figura 7B-C).

Em relacéo a expressao de Col Il, em todos os periodos avaliados (7, 14 e 21

dias), todos os grupos tratados com T3 mostraram expressao semelhante ao grupo
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controle (p>0,05) (Figura 7D-F).
Em relacdo a expressdo de Col X aos 21 dias de diferenciagédo, todos os
grupos tratados com T3 mostraram expressao igual ao grupo controle (p>0,05)

(Figura 7G).

Sox9

14 Dias 21 Dias

Expressdo relativa (Log 10)
Expresao relativa (Log 10)
Expresao relativa (Log 10)

7 Dias 14 Dias 21 Dias

Expressdo relativa (Log 10)
Expressdo relativa (Log 10)

Colageno X

21 Dias

Expresio relativa (Log 10)

Figura 7. Expresséao relativa de Sox9, colageno Il (Col Il) e coladgeno X (Col X) (média *
desvio padréo) pela técnica de gPCR em células-tronco mesenquimais do tecido adiposo
(CTM-TA) de ratas tratadas ou ndo com triiodotironina (T3) nas doses de 0,01; 1; 100 e 100
nM, aos sete (A, D), 14 (B, E) e 21 dias (C, F, G) de diferenciacédo condrogénica. *p>0.05.

Quando se avaliou a expressao de Sox9 e Col Il ao longo do tempo de

diferenciacao, nao houve diferenca significativa entre os grupos estudados (Figuras
8e9).
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Figura 8. Expressao relativa de Sox9 (média = desvio padrdo) pela técnica de gPCR em
células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas nos grupos controle (A) e
tratados com 0,01 nM (B), 1 nM (C), 100 nM (D) e 1000 nM T3 (E) aos sete, 14 e 21 dias de
diferenciag&o condrogénica. *p>0.05.
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Figura 9. Expressao relativa de coldgeno Il (Col Il) (média + desvio padréo) pela técnica de
gPCR em células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas nos grupos

controle (A) e tratados com 0,01 nM (B), 1 nM (C), 100 nM (D) e 1000 nM T3 (E) aos sete,
14 e 21 dias de diferenciacao condrogénica. *p<0.05
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5. DISCUSSAO

A triiodotironina influenciou de forma dose e periodo dependentes a
diferenciacdo condrogénica das CTM-TA de ratas, porém nao potencializa essa
diferenciacdo, uma vez que nao interfere na expressédo de Col Il e Col X e na
formacédo de matriz condrogénica, apesar de induzir um aumento celular precoce na
dose de 1000 nM. No entanto, o tratamento hormonal (0,01; 1 e 1000 nM) diminuiu a
expresséo de Sox9 aos 7 dias de diferenciacao .

O potencial condrogénico das CTM-TA tem sido amplamente investigado
(CHIOU; XU; LONGAKER, 2006; KIM; KIM; IM, 2008; ESTES et al., 2010; ZHANG et
al., 2015; ZHOU et al., 2016). Porém, acredita-se que esta seja a primeira pesquisa
a estudar o efeito da T3 sobre a diferenciagédo condrogénica de CTM-TA de ratas.
Nesse estudo, houve baixa expressdo de CD45 e alta expressdo dos marcadores
CD54, CD73 e CD90, mostrando assim, que as caracteristicas fenotipicas das
células extraidas do tecido adiposo foram compativeis com as de CTM-TA,
corroborando o preconizado pelo International Society for Cellular Therapy e a
International Federation of Adipose Therapeutics and Sciences (IFATS) (CAMILLERI
et al., 2016; DZOBO et al., 2016; CALABRESE et al.,, 2017). O tecido adiposo
mostra-se como uma fonte atrativa de células-tronco mesenquimais, uma vez que as
células-tronco extraidas desse tecido possuem o0s marcadores caracteristicos de
células-tronco mesenquimais (SCHAFFLER; BUCHLER, 2007), além de possuir uma
grande quantidade de células-tronco quando comparadas a outra fonte tecidual
(KINGHAM et al., 2007; ZHOU et al., 2016)

O CD45 é um marcador de células hematopoiéticas e macréfagos (CRAIG et
al., 1994; MCINTOSH et al., 2006; PILLING et al., 2009) que também pode ser
expresso em fibroblastos (ISHIlI et al., 2005). Assim, a baixa expressao desse
marcador nas CTM-TA pode ter ocorrido, pois o tecido adiposo possui, além de
CTM, adipécitos maduros e imaturos, células da musculatura lisa vascular, células
endoteliais, macrofagos, linfocitos e fibroblastos (CASTEILLA et al.,, 2005;
SCHAFFLER; BUCHLER, 2007; GIMBLE et al. 2011; BAER; GEIGER, 2012;
ARONOWITZ; ELLENHORN, 2013).

O CD54, além de ser observado em CTM-TA (MCINTOSH et al., 2006),

também € expresso em pequenas concentracdes em células endoteliais e leucocitos
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(ROEBUCK, FINNEGAN, 1999). Além disso, CD90 e CD73 também sdo expressos
em fibroblastos (PILLING et al., 2009; ALT et al., 2011) além de serem observados
em CTM-TA (ALT et al., 2011; TRIVANOVIC et al., 2014; FERNG et al., 2016).

A despeito dessas informacbes, células hematopoiéticas ndo aderem a
superficies plasticas (PAYUSHINA, DOMARATSKAYA, STAROSTIN, 2006) e,
dentre as células presentes no tecido adiposo, somente as CTM apresentam
capacidade de diferenciacdo condrogénica.

Para caracterizar a diferenciacdo condrogénica das CTM-TA com ou sem a
adicdo de T3 in vitro, foram utilizados parametros como sintese de matriz
condrogénica e expressdo de genes importantes durante a diferenciacdo, como
Sox9, Col Il e Col X. Assim, garantiu-se a adequada avaliacdo da condrogénese.
Somente o tratamento hormonal na dose de 1000 nM induziu aparentemente um
aumento celular precoce em CTM-TA e essa caracteristica se manteve até o final da
diferenciacdo condrogénica em todos os grupos avaliados, inclusive no grupo
controle. Diferente do observado no presente estudo, faz-se importante ressaltar que
no inicio da diferenciagdo condrogénica in vitro as células apresentam uma
morfologia fibroblastoide, e somente ao longo desse processo sofrem aumento de
volume (hipertrofia) (STUDER et al., 2012; LI et al., 2015). Ao passo que in Vvivo isto
acontece somente no final da condrogénese (SHUM et al., 2003), onde os
condrécitos hipertréficos expressam colageno X e MMP13 (KARSENTY; WAGNER,
2002; GOLDRING; TSUCHIMOCHI; IJIRI, 2006; CAWSTON; YOUNG, 2010), sofrem
apoptose e as células osteoprogenitoras se diferenciam em osteoblastos e
substituem a cartilagem por osso mineralizado (DE CROMBRUGGHE et al., 2000;
HARTMANN; TABIN, 2000; DE CROMBRUGGHE; LEFEBVRE; NAKASHIMA, 2001;
SHUM et al., 2003).

Segundo MACKIE et al., 2011, a hipertrofia de condrécitos envolve alteracdes
na osmolaridade intra e extracelular (agrecan € o principal componente da matriz
gue contribui para esse efeito, tanto pela abundéncia quanto pela sua alta carga
negativa), degradacdo da matriz ao redor dos condrocitos e um aumento na
guantidade de organelas. Por isso estratégias para minimizar essa hipertrofia tém
sido investigadas como uso de PTHrp, TGF-B1 e inibidor de MMP13, entre outros
(CHEN et al., 2015). Outros fatores também podem causar hipertrofia durante a
diferenciacdo condrogénica de CTM-MO em humanos, como auséncia de TGF-f
associada a dexametasona (1nM) e T3 (1nM) (MUELLER; TUAN, 2008). Além disso,
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a adicao de T3 (1nM) no periodo de 21 e 28 dias, durante a condrogénese de CTM-
MO de humanos, induziu hipertrofia celular mediado pela BMP-4 e esse efeito foi
bloqueado pelo seu antagonista (BMP antagonist Noggin). Além de induzir uma
hipertrofia, o tratamento hormonal adicionado a BMP-4 aumentou a producdo de
coldgeno Il e X (KARL et al., 2014). Semelhante aos estudos anteriores, no presente
trabalho, o tratamento hormonal (independente da dose), também causou hipertrofia
celular aparente, porém neste caso nao interferiu com a formacdo de matriz
condrogénica.

Com relacéo a expressao génica, o tratamento hormonal (doses de 0,01; 1 e
1000 nM de T3) diminuiu a expressao de Sox9 aos sete dias de diferenciagao. O
Sox9 é o principal fator que atua na diferenciacéo condrogénica de CTM (AUGELLO;
DE BARI, 2010), é expresso durante todo o periodo de diferenciacdo (KOCH et al.,
2000), porém ndo € expresso em condrocitos hipertréficos (LEFEBVRE; DE
CROMBRUGGHE, 1998; AKIYAMA et al., 2002; DY et al., 2012). Por isso especula-
se que, pelo menos na dose de 1000 nM, a expressao desse gene diminuiu aos 7
dias em decorréncia das células ja se apresentarem hipertréficas nesta fase
experimental.

Nesse contexto, estudos comprovaram que o hormoénio tireoidiano (T4
[30ng/mL]) atua in vitro sobre condrécitos em fase terminal de diferenciacéo
diminuindo a expressao de Sox9 aos sete dias e consequentemente estimulando a
hipertrofia celular (OKUBO; REDDI, 2003). Estes resultados corroboram em parte
com o observado no presente estudo, porém em uma dose diferente e em outro tipo
celular.

Aos 14 e 21 dias de diferenciacdo o tratamento hormonal ndo alterou a
expressdo de Sox9.. Como ja citado, nesses periodos, as células ja apresentavam,
independente do tratamento, hipertrofia celular aparente. Isto poderia ser explicado,
pelo menos em parte, pelo fato de que Sox9 é expresso em celulas
condroprogenitoras e em condrécitos diferenciados, mas ndo € expresso em
condrécitos hipertréficos (NG et al., 1997; ZHAO et al., 1997).

No presente estudo, a presence do hormonio T3 néo alterou a expressao de
Col Il e X em CTM-TA em nenhum dos periodos avaliados. Corroborando em parte,
estudo in vitro comprovou que o tratamento hormonal (T4 [30ng/mL]) ndo alterou a
expressdo de Col Il aos 21 dias de cultivo de condrécitos em fase terminal de
diferenciacdo (OKUBO; REDDI, 2003 Além disso, sabe-se que in vivo o Col Il é
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expresso ao longo da diferenciacdo condrogénica e a medida que as células se
diferenciam em condrdcitos hipertréficos, sua expressao diminui enquanto aumenta
a expressao de colageno X (SHUM et al., 2003). Pode-se sugerir que, tanto o
tratamento hormonal quanto a fonte doadora de células-tronco, influenciam na
diferenciacdo condrogénica. Adicionalmente, os resultados in vitro podem ser
diferentes dos observados in vivo, uma vez que a interacdo de fatores que ocorrem

in vivo ndo esta presente em culturas.
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6. CONCLUSOES

A triiodotironina ndo altera a diferenciacdo condrogénica das células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo de ratas, uma vez que ndo modifica a expressao
de Col Il e Col X e a formacédo de matriz condrogénica. Mas,induz um aumento
celular precoce e diminuir a expressdo de Sox9 de forma dose dependente.
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APENDICE. Protocolo (nimero 062/2013) de aprovacdo da Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 062/2013, relativo ao projeto de
pesquisa intitulado “Efeitos in vitro da triiodotironina (T3) na
diferenciacdo condrogénica das células tronco mesenquimais
da medula 6ssea e do tecido adiposo de ratas.”, que tem como
responsavel o (a) docente Jankerle Neves Boeloni, esta de acordo
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Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES), tendo sido
aprovado na reuniao ordinaria de 20/12/13.
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