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CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS AUT~OLOGAS NO TRATAMENTO DA
OSTEOARTRITE INDUZIDA DA ARTICULACAO COXOFEMORAL EM COELHOS
(ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

RESUMO - A cartilagem articular possui capacidade de reparagao limitada,
aumentado a predisposi¢cao ao desenvolvimento de alteragdes degenerativas, muitas
vezes irreversiveis. Diversas formas de tratamento, cirdrgicas ou conservativas, sao
descritas, entretanto a terapéutica da osteoartrite continua sendo grande desafio ao
médico veterinario. Neste contexto, a pesquisa envolvendo células-tronco
mesenquimais destaca-se na busca de melhorias e avangos na reparagdo da
cartilagem articular. Objetivou-se, no presente projeto, comparar a regeneracao
cartilaginosa da articulacdo coxofemoral de coelhos, com e sem o transplante de
células-tronco mesenquimais autologas, por meio de exames radiograficos e
histopatoldgicos. Dois grupos, com 15 animais da espécie leporina cada, foram
submetidos a inducdo quimica de osteoartrite com solucdo de colagenase 2% na
articulacdo coxofemoral direita. No Grupo 1 (Células-tronco) realizou-se a aplicacéao
intra-articular de células-tronco mesenquimais autdlogas, enquanto que, o Grupo 2
(Controle) foi constituido por animais submetidos a aplicacéo intra-articular de solucéo
salina estéril. Foram realizadas avaliacdes radiograficas e histopatologicas aos 30, 60
e 90 dias apods a aplicacdo. Os resultados histologicos deste ensaio 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 principalmente nos parametros: Superficie
articular, matriz extracelular e distribuicéo celular.

Palavras chave: cartilagem articular, colagenase, displasia coxofemoral, doenca
articular degenerativa, dor, terapia celular



USE OF AUTOLOGOUS MESENCHYMAL STEM CELLS IN THE TREATMENT OF
HIP OSTEOARTHRITIS IN RABBITS (Oryctolagus cuniculus)

ABSTRACT - The articular cartilage has limited repair capacity, leading to an
increased risk for degenerative changes, potentially irreversible. Several treatments,
surgical or not, are described, however osteoarthritis remains a major challenge for the
veterinarian. In this context, research involving mesenchymal stem cells stands out.
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. Radiographic
and histopathological evaluation were used. 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-
guantitative scale criteria ICRS 1 (International Cartilage Repair Society). The Group
1 (Stem Cells) showed superiority in relation to Group 2, specially in the parameters
joint surface, extracellular matrix and cellular distribution.

Key words: articular cartilage, collagenase, hip dysplasia, degenerative joint disease,
pain
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Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

LISTA DE FIGURAS

Representacao esquematica do delineamento
metodoldgico do projeto. NUumero de amostras em cada
etapa é representado pena letra “n”. Total de 30 coelhos
(Oryctolagus cuniculus) foram submetidos a inducédo de
osteoartrite experimental na articulagdo coxofemoral
direita. Animais foram divididos em dois Grupos com 15
animais cada. Grupo 1 (CT - Célula-tronco) e Grupo 2 (GC
- Controle). Cada Grupo foi dividido em trés subgrupos
para avaliacbes poOs tratamento em periodos diferentes
(30, 60 e 90 dias).

Representacdo esquematica da sequéncia cronoldgica
dos procedimentos anestésicos e cirurgicos realizados na
metodologia do presente estudo. Total de 30 coelhos
foram submetidos a exames radiograficos (Rx) pré
inducdo de osteoartrite (OA). Anestesia 1 — coleta de
tecido adiposo. Anestesia 2 — Primeira inducao de OA (Dia
1). Anestesia 3 — Segunda inducdo de OA (quatro dias
apos primeirainducao de OA). Rx pés inducéo de OA sete
semanas apos Anestesia 3. Anestesia 4 — Procedimentos

cirargicos para tratamento dos Grupos 1 e 2.

Imagens fotograficas da abordagem a articulacdo
coxofemoral (ACF) direita de coelhos para aplicacédo intra-
articular de tratamento pré-estabelecido de acordo com os
Grupos 1 (Células-tronco) e 2 (Controle). A: Acesso
cirargico a ACF direita de coelho e exposicao da capsula

articular. B: Exposicéo da capsula articular com auxilio de
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Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

afastadores cirargicos e posterior aplicacao intra-articular
de 1,0 mL de solucdo com tratamento de forma estéril. C:
Aplicacao de 1,0 mL de solucdo apés abordagem a ACF
direita de coelho. D: Aproximacdo da musculatura apés
acesso cirurgico a ACF direita e aplicacao intra-articular
de tratamento; sutura no padréo simples continuo com fio

de poliglactina 910, 3-0.

Representacdo esquematica da sequéncia cronolégica da
metodologia do projeto de pesquisa com énfase nos
exames radiograficos (Rx) da articulacdo coxofemoral de
coelhos. Momento 1 - representa a avaliacdo radiogréafica
pré inducédo de osteoartrite (OA); Momento 2 - avaliacao
(Rx) realizada sete semanas apos inducdo de OA;
Momento 3 - Rx realizados 30 dias ap0Os tratamento
cirargico (Anestesia 4) conforme o Grupo. Momento 4 - Rx
realizados apos 60 dias; Momento 5 - Rx realizados apos

90 dias de tratamento.

Imagem fotografica de articulacdo coxofemoral (corte
longitudinal) de coelho submetido a inducdo experimental
de osteoartrite e posterior tratamento com aplicacdo de
células-tronco mesenquimais autdlogas (Grupo 1 — CT).
Seta preta indicando cartilagem articular hialina.
Asteriscos (*) indicando cépsula articular. Acetabulo e

fémur identificados na imagem.

Representacéo esquematica do delineamento
metodolégico do projeto baseado na avaliacdo

histopatoldégica. NUmero de amostras em cada etapa é

viii
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Figura 7.

Capitulo 2

Figura 1.

representado pena letra “n”. Total de 30 coelhos
(Oryctolagus cuniculus) foram submetidos a indugéo de
osteoartrite experimental na articulagdo coxofemoral
direita. Animais foram divididos em dois Grupos com 15
animais cada. Grupo 1 (CT - Célula-tronco) e Grupo 2 (GC
- Controle). Cada Grupo foi dividido em trés subgrupos
para avaliacbes radiograficas e histopatolégicas poés
tratamento em periodos diferentes (30, 60 e 90 dias). Em
todos os 30 animais foi realizada avaliacéo histopatoldgica
a partir da coloragdo com Hematoxilina e eosina (H&E).

Representacéo esquematica da sequéncia cronoldgica de
todas as etapas da metodologia do presente estudo. Total
de 30 coelhos foram submetidos a exames radiograficos
(Rx) (Momentos 1,2,3,4 e 5), coleta de tecido adiposo
(Anestesia 1), duas inducdes de osteoartrite experimental
(Anestesias 2 e 3), procedimentos cirdrgicos para
tratamento dos Grupos 1 e 2 (Anestesia 4). AvaliacOes
histopatolégica e estatistica foram realizadas apos

eutanasia dos animais.

Grafico demostrando a evolucdo da média do escore de
avaliacdo radiografica da osteoartrite (OA) ao longo dos
momentos de avaliacdo dos Grupos 1 (Células-tronco) e
2 (Controle) do presente estudo. Momento 1 representa a
avaliacdo radiografica pré inducdo de OA. Momento 2,

avaliacdo apds sete semanas de inducdo de OA.
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Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Momentos 3, 4 e 5 avaliacbes radiograficas apos

respectivamente 30, 60 e 90 dias de tratamento.

Imagens microscépicas das laminas coradas H&E. A-
Coelho, articulacdo coxofemoral, Grupo 2 (Controle), 30
dias. Superficie articular do fémur integra e cartilagem da
articulacdo acetabular (seta) em processo de reparagéo e
superficie discretamente irregular (H&E, barra 100um). B-
Coelho, superficie articular acetabular, Grupo 1 (Célula-
tronco), 30 dias. Cartilagem articular com superficie
continua, em processo de reparacdo (seta) com
condrécitos distribuidos em grupos (H&E, barra 100um).

Imagens microscopicas das laminas 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 CT, 90 dias.
Restituicdo total da cartilagem articular e integridade do
0sso subcondral (H&E, barra 400pum).

Imagem de gréafico demostrando a evolucdo da média do
escore de avaliacdo histopatologica ao longo dos
momentos de avaliacdo para os grupos 1 (Células-

Tronco) e 2 (Controle).

Imagens de grafico demostrando a evolucdo da média do
escore de avaliacdo histologica no primeiro periodo de
avaliacdo para os grupos 1 (Células-Tronco) e 2
(Controle).

Imagens de grafico demostrando a evolucdo da média do

escore de avaliacao histopatoldgica no segundo periodo
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Figura 7.

(60 dias) de avaliacdo histologica para os grupos 1

(Células-Tronco) e 2 (Controle).

Imagens de grafico demostrando a evolu¢éo da média do
escore de avaliacdo histopatologica no terceiro periodo
(90 dias) de avaliacdo histologica para os grupos 1
(Células-Tronco) e 2 (Controle)
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ACF - Articulagéo coxofemoral

AINE - Anti-inflamatério ndo-esteroidal

CEUA - Comité de Etica para o Uso de Animais
cm - Centimetros

CO, - Gas carbodnico

CTM - Célula-tronco mesenquimal

DAD - Doenca articular degenerativa

H&E - Hematoxilina e eosina

ICRS - Sociedade Internacional de Reparo de Cartilagem (International Cartilage
Repair Society)

IM - Intra muscular

kg - Kilogramas

kV - Kilovoltagem

mA - Miliamperagemc

mAs - Miliamperagem por segundo

mL - Mililitro

OA - Osteoartrite

RPM - Rotacdes por minuto

SVF - do inglés “Stromal vascular fraction”

VD - Ventro dorsal



CAPITULO 1 - Consideragbes gerais

1. Introducéo

A reparacdo do tecido cartilaginoso € um processo fisiolégico complexo,
representando assim grande desafio para os ortopedistas humanos e veterinarios. A
cartilagem em si possui capacidade limitada de regeneracdo (SIEBERT et al., 2006).
Fatores como a baixa atividade mitGtica, auséncia de inervagdo, deficiéncia de
suprimento sanguineo e a ndo mobilidade dos condrdcitos predispdem a cicatrizacdo
ineficiente (FITZPATRICK et al., 2010).

LesOes na cartilagem articular podem levar a alteragcfes degenerativas a longo
prazo, se ndo forem tratadas. As consequéncias clinicas de lesdes osteocondrais nao
efetivamente tratadas sao dor, edema e desenvolvimento de osteoartrose (OA), com
posterior disturbio potencialmente incapacitante do membro acometido (MARTIN-
HERNANDEZ et al., 2010; ORTH et al., 2011; KHAN et al., 2013; ZAK et al., 2014).

A cicatrizacdo da cartilagem articular é caracterizada pelo preenchimento do
defeito com tecido fibrocartilaginoso e nao por tecido cartilaginoso original (SIEBERT
et al., 2006; FITZPATRICK et al., 2010). Este novo tecido reparador oferece
propriedades bioquimicas e mecanicas inferiores quando comparadas a cartilagem
normal, tendo sua resisténcia e durabilidade substancialmente reduzidas. Em
pequenas lesdes, o preenchimento do defeito por fibrocartiiagem pode ser suficiente
para restaurar funcdo aceitavel. Em lesdes mais amplas, o recobrimento por
fibrocartilagem nédo € eficiente e, pode ndo suportar adequadamente a pressao
articular por longo periodo. Lesdes cartilaginosas extensas levam ao desenvolvimento
da OA e podem requerer a substituicdo da articulacdo por prétese, em casos
avancados (KALSON et al., 2010; O'LOUGHLIN et al., 2010).

A osteoartrite é afeccdo degenerativa muito comum na medicina humana e
veterinaria, afetando cerca de 15% da populacdo humana mundial (EGLOFF; HUGLE;
VALDERRABANO, 2012; CUERVO et al., 2014). E uma afeccéo crénica debilitante,
gue causa dor e desconforto para o individuo. Sua prevaléncia aumenta com o
envelhecimento e obesidade (KUYINU et al., 2016).



Os tratamentos disponiveis objetivam, principalmente, a prevencdo ou pelo
menos o retardo das alteracdes estruturais e funcionais da OA. Terapias
conservadoras incluem a modificacao de estilo de vida do paciente e medicacdes para
a dor (terapia multimodal) que, predominantemente, tratam os sinais clinicos e nao a
OA (MCALINDON et al., 2014).

Como alternativa para o tratamento de pacientes portadores de osteoartrite, a
terapia celular € promissora, especialmente em tecidos com deficiéncia na
cicatrizacdo, como o cartilaginoso (CUCCHIARINI et al., 2016). Ha grande perspectiva
de uso clinico desta moderna tecnologia nas afec¢Bes degenerativas ou que
apresentam pouca resposta aos tratamentos atuais (VINATIERA; GUICHEUXA,
2016).

Células-tronco sao células indiferenciadas com capacidade de auto replicacao
e diferenciacdo em diversas outras linhagens celulares. Algumas populacdes de
células-tronco adultas, como as células-tronco mesenquimais (CTMs), derivadas da
medula 0ssea e tecido adiposo, possuem maior potencial de diferenciacéo, que nao
se limita apenas ao tecido de onde € originada. As CTMs apresentam uma maneira
relativamente mais simples de serem coletadas e isoladas em comparacéao as demais.
Possuem a plasticidade de células multipotentes, com a capacidade de se
diferenciarem em tecido Osseo, cartilaginoso, adiposo, muscular, epitelial e, mais
recentemente, neural (VIEIRA et al.,, 2010; VINATIERA; GUICHEUXA, 2016).
Destaca-se a possibilidade de diferenciarem-se em linhagens selecionadas, incluindo
condrécitos (MANFERDINI et al., 2013).

Devido a sua forte propensao para formar cartilagem, relativa facilidade de
colheita de tecidos adultos, efeitos anti-inflamatérios e por apresentarem
caracteristicas imunomoduladoras e imunossupressoras, as CTMs tém sido o foco de
inimeras pesquisas visando a reparacdo da cartilagem em pacientes humanos ou
veterinarios com osteoartrite (WHITWORTH; BANKS, 2014).



A hipétese deste estudo foi que a implantacao de células-tronco mesenquimais
autologas cultivadas a partir da coleta de tecido adiposo autdlogo promoveria a
melhora da qualidade do tecido de reparacéo da cartilagem articular em comparacao
a um grupo controle sem o uso de células. Para avaliacdo foram realizadas analises
radiograficas e histopatoldgicas em periodos de 30, 60 e 90 dias apés inducéo quimica
de osteoartrite com solucéo de colagenase 2% (Clostridium histolyticum, tipo Il) na
articulacdo coxofemoral direita de coelhos adultos.



2 Objetivos

2. 1 Objetivo geral
Avaliar a exequibilidade e evolucédo do tratamento com aplicacao intra-articular
de células-tronco mesenquimais autdlogas na osteoartrite induzida quimicamente na

articulacao coxofemoral de coelhos.

2. 2 Objetivos especificos

- Comparar a regeneracao cartilaginosa, com e sem o transplante de células-
tronco autélogas, por meio de exames radiogréaficos e histopatolégicos;

- Estabelecer as vantagens e desvantagens do procedimento utilizado, além da

constatacao e analise de possiveis complicacdes associadas.



3 Revisao de Literatura

3.1 Cartilagem Articular

A cartilagem articular cobre as extremidades dos 0ssos nas articulagdes
diartrodiais, tendo como particularidade a auséncia de nervos, vasos sanguineos e
linfaticos em seu interior. Possui numero reduzido de condrécitos, que sao células
especializadas, presentes no interior de uma densa matriz extracelular por eles
produzida, organizada e mantida. A principal funcdo da cartilagem articular € a
transmissao suave das forcas de compressao através da articulagdo (POOLE, 1997).

Macroscopicamente, a cartilagem hialina apresenta aspecto opaco e
semelhante ao vidro; podendo apresentar duas variacdes: a permanente e a
transitoria. A permanente € encontrada nas superficies articulares, com diferencas
significativas em termos de estrutura, matriz extracelular, perfil genético e
propriedades mecanicas, em relacdo a cartilagem hialina do tipo transitoria, como a
encontrada nas fises de crescimento, que sofrem ossificacdo endocondral com o
tempo (IWAMOTO, 2014).

A cartilagem hialina, microscopicamente € dividida em quatro camadas:
superficial; intermediaria; profunda e calcificada. A linha nitida de separacéo entre a
camada profunda e a camada calcificada é denominada ‘tidemark”. A camada
calcificada apresenta pouca quantidade de proteoglicanos, e fica aderida ao 0sso
subcondral, do qual é separada pela linha cimentante (POOLE, 1997).

Lesbes que atingem somente o tecido cartilaginoso sdo denominadas lesdes
focais, devendo ser diferenciadas das lesdes condrais presentes na osteoartrite (OA),
um quadro muito mais amplo que afeta todos os tecidos da articulacdo. Nem sempre
estas lesdes sdo sintomaticas, mas esporadicamente podem causar sintomas como
dor e edema nas articulacbes, sendo consideradas fator de risco para o
desenvolvimento de OA (OUSSEDIK, 2013).



3.2 Osteoartrite

Osteoartrite (OA) pode ser definida, em termos patolégicos, como a reparacao
e eventual degradacédo da cartilagem articular em associacdo com alteracdes no
metabolismo 6sseo subcondral, osteofitose peri articular e grau variavel de
inflamacé&o. Doenca articular degenerativa (DAD) e osteoartrose sao sinGnimos para
OA, que pode ser classificada como primaria (idiopatica) ou secundaria (INNES,
2012).

Embora as alteracdes articulares mais evidentes sejam na cartilagem,
avaliacdo minuciosa mostra que a afeccdo abrange todo o conjunto, incluindo a
membrana sinovial, tenddes, ligamentos, osso e tecidos neurais (HARMAN et al.,
2016). Os mecanismos patofisioldgicos da OA foram bem descritos, incluindo o papel
fundamental que citocinas inflamatorias e reguladoras desempenham na homeostase
e degradacdo articular (HOUARD et al., 2013).

Em cées, fatores secundarios como disturbios do desenvolvimento,
instabilidade articular ou traumatismos articulares, como ocorre na displasia
coxofemoral, osteocondrite dissecante e doenca do ligamento cruzado séo as causas
mais comuns de OA (INNES, 2012; MEHLER et al., 2016).

Uma variedade de sinais clinicos e achados no exame fisico sdo associados a
OA, incluindo claudicacéo, intolerancia ao exercicio, atrofia muscular, edema articular,
diminuicdo da amplitude de movimento, crepitacao e dor na manipulagéo articular. Os
sinais clinicos sdo variaveis dependendo de mudiltiplos fatores, como estagio da
afeccéo e articulacdo afetada (INNES, 2012).

Abordagens terapéuticas atuam na prevencdo ou retardo das alteracdes
estruturais e funcionais da OA. Terapia multimodal conservativa baseia-se
principalmente na reducédo da inflamacéo e da dor. Isso inclui administracédo a longo
prazo de medicamentos anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES) e analgésicos,
associados a modificacdo no estilo de vida do paciente, fisioterapia e manejo
nutricional (HOUARD et al., 2013; MCALINDON et al., 2014; MEHLER et al., 2016).
Ha também promessas no uso de agentes nutracéuticos como glicosamina e
condroitina (INNES, 2012; MEHLER et al., 2016).



Osteoartrite moderada pode ser tratada com uma variedade de cirurgias intra-
articulares tais como debridamento ou micro fraturas por artroscopia. O objetivo é
estimular a reparacéo da fibrocartilagem. O real beneficio de tais cirurgias ainda &
controverso. A intervencao cirargica, com a substituicdo parcial ou total da articulacéo
€ o0 método de tratamento de eleicdo na fase mais crénica da doenca (grave)
proporcionando alivio da sintomatologia, e consequentemente da dor (BIJLSMA et al.,
2011; MCALINDON et al., 2014).

3.3 Células-tronco mesenquimais

A terapia celular e génica tem se mostrado promissora como opcédo de
tratamento em tecidos com deficiéncia na cicatrizacdo, como o cartilaginoso. Ha
grande perspectiva de uso clinico desta moderna tecnologia, surgindo como
alternativa para o tratamento de pacientes portadores de OA (CUCCHIARINI et al.,
2016). Avancos em estudos médicos de regeneracdo tém sido representados em
grande parte pelo interesse crescente no uso das células-tronco em terapia de
doencas degenerativas ou de pobre resposta aos tratamentos atuais (SANTOS
JUNIOR, 2010; VINATIERA; GUICHEUXA, 2016).

O obijetivo principal na medicina regenerativa € substituir os tecidos lesados por
um tecido o mais préximo ao original, visando assim a regeneragao e nao a reparacao.
Isso é possivel por meio do direcionamento e ampliacdo do processo de reparo
(SERAKINCI; KEITH, 2006). Esta otimizacdo do reparo pode ser realizada pelo
fornecimento de elementos celulares requeridos, dos fatores de proliferacdo e
diferenciacao celular, que podem garantir a geracdo de quantidade suficiente de
células novas e das estruturas supramoleculares que providenciam a organizacao
espacial plenamente funcional de novos tecidos gerados e sua integracao sistémica
(VINATIERA; GUICHEUXA, 2016).

Células-tronco sdo um tipo de célula indiferenciada, sem funcéo especifica nos
tecidos, com capacidade de multiplicacdo por longos periodos, mas que diante de
estimulos especificos podem diferenciar-se em células maduras e funcionais (MAJKA
et a., 2005). Podem ser classificadas quanto ao seu potencial de diferenciacéo celular

como:



e Totipotentes: Células que quando isoladas séo capazes de diferenciar-
se em todos os tecidos fetais, incluindo placenta e anexos embrionarios. Sao
as células embrionérias na fase de mérula, quando o embrido é composto de
16 a 32 células, que corresponde a 3-4 dias de vida;

e Pluripotentes: Células capazes de diferenciacdo em todos os tecidos de
um individuo adulto, exceto nos anexos embriondrios. S&o as células
embrionarias na fase de blastocisto. S8o as Unicas capazes de se
diferenciarem “in vitro”, de modo inerente e espontaneo, em células das trés
linhagens germinativas. Apresentam alta capacidade de proliferagao,
morfologia tipica, expressdo de marcadores especificos e capacidade de
formacéao de teratomas;

e Multipotentes: Possuem potencial de diferenciacéo mais restrito, limitado
a apenas alguns tipos celulares. Sdo as células-tronco adultas. Séao
encontradas em estagios posteriores ao desenvolvimento fetal e que
persistem ao nascimento (células da medula 6ssea (MO), do cordao umbilical
e células tronco do tecido adiposo, endotelial, dentario, etc);

¢ Oligopotentes: diferenciacdo em poucas células de um mesmo folheto
embrionario; e

e Unipotentes: capazes de gerar s6 um tipo de célula, responsaveis pela
regeneracao de tecidos particulares (Exemplo: células da camada germinativa
da epiderme, eritroblastos, espermatogdnicas no testiculo) (MAJKA et al.,
2005).

De modo geral, as células-tronco podem ser divididas em duas principais
classes: embriondrias e adultas. Por razdes éticas, o uso de células-tronco adultas
tem sido mais frequente (WHITWORTH; BANKS, 2014). Friedenstein et al. (1966),
descobriram que a medula 6ssea do individuo adulto possui, células-tronco endoteliais
capazes de diferenciacdo em linhagens celulares de origem mesenquimal, além das
células-tronco que déo origem a linhagens hematopoiéticas. Esse tipo celular é

denominado células-tronco mesenquimais (CTMSs).



Também conhecidas como células mesenquimais estromais, as CTMs, sao de
especial interesse na terapia celular por apresentarem maneira relativamente mais
simples de serem coletadas e isoladas quando comparadas as demais, e pela
facilidade de cultivo e alto potencial de expansao “in vitro”. Além disso, possuem a
plasticidade de células multipotentes, com a capacidade de se diferenciarem em
tecido O6sseo, cartilaginoso, adiposo, muscular, epitelial, células de ilhotas
pancreéticas, hepatdcitos e neurdnios (VIEIRA et al., 2010; CAPLAN; CORREA, 2011,
MANFERDINI, 2013; VINATIERA; GUICHEUXA, 2016). Tais caracteristicas de
plasticidade sugerem que este tipo celular é o responsavel pelo “turnover” e pela
manutenc¢ao de todos os tecidos do organismo (CAPLAN, 2009).

As CTMs em humanos sao isoladas tipicamente a partir de medula 6ssea
adulta e tecido adiposo. Também tém sido coletadas com sucesso a partir da placenta,
sangue do corddo umbilical e do liquido amniotico; além de rim, pancreas, figado,
pulméo, baco, tecido musculo esquelético, periosteo e sindvia (ALIOTTA et al., 2005;
KERN et al., 2006; BIEBACK et al., 2008; NEUPANE et al., 2008; VIEIRA et al., 2010;
KISIEL et al., 2012; REICH et al., 2012; TAKEMITSU et al., 2012; ZHANG et al., 2013).

As CTMs tém a capacidade de expressar receptores para citocinas e fatores
de crescimento, além de secretarem grande variedade de quimiocinas. Permitindo
assim, sua interacdo com as ceélulas residentes e posteriormente inducdo das
mesmas, por mecanismo paracrino, a se diferenciarem em linhagens celulares
distintas (TAKAHASHI et al., 2007). A resposta inflamatéria, angiogénese e mitose
das células envolvidas no processo de reparacao tecidual sdo moduladas pela
atuacao dessas moléculas (HARMAN, 2016).

As CTMs séo a linhagem de células-tronco somaticas que apresentam maior
plasticidade, tendo a capacidade de originar tecidos mesodermais e hdo mesodermais
(MEIRELLES et al., 2008). Porém, ainda ha muita duvida na compreensdo desses
mecanismos de plasticidade. Duas teorias sdo questionadas. Acreditava-se que a
transdiferenciacdo era responsavel pela capacidade das CTMs darem origem a
linhagens celulares diferentes. Baseado nesta teoria inicial, as CTMs teriam a
capacidade de alterar sua expressdo génica para a de uma linhagem celular
completamente diferente, originando tipos celulares distintos. A transdiferenciacao

pode ocorrer de forma indireta, quando a CTMs desdiferenciam-se em célula-tronco
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mais primitiva e posteriormente, rediferenciar-se em outro tipo celular, ou de forma
direta, quando a célula altera seu citoesqueleto e sua sintese proteica para
rediferenciar-se em outro tipo celular especifico (VIEIRA et al., 2010; CAPLAN;
CORREA, 2011). Outro mecanismo proposto € que a diferenciacdo celular pode
ocorrer por fusdo. Segundo essa teoria, as CTMs teriam a capacidade de fusionar-se
a uma célula adulta-alvo, assumindo seu padrdo de expressdo génico. Este
mecanismo ocorre principalmente em hepatécitos e células musculares esqueléticas
(MEIRELLES et al., 2006).
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4. Resumo da metodologia utilizada

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA)! da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, sob Protocolo n°
7510/15.

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados junto ao Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterindria da FCAV / UNESP - Jaboticabal. A manipulacao,
processamento e cultivo das células-tronco mesenquimais foi realizado pelo
Laboratdrio BIOCELL? — Brasilia — DF. Os exames radiogréaficos foram realizados no
Setor de Diagndstico por Imagem do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”
da FCAV / UNESP - Jaboticabal. As analises microscopicas foram realizadas no
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade de Brasilia — UnB -
DF.

4.1 Animais

Foram utilizados 30 coelhos (Oryctolagus cuniculus), fémeas, da linhagem
Nova Zelandia Branco, com 12 meses de idade e peso corporal de 4,5 a 5 kg,
provenientes de cunicultura regulamentada UNESP / FMVZ- Botucatu - SP.

Os animais foram avaliados inicialmente por meio de exame fisico geral e
ortopédico, sendo todos clinicamente saudaveis e com deambulagcdo normal. Os
coelhos foram acomodados em gaiolas individuais, mantidos com ragao solida prépria
para a espécie e agua a vontade, conforme as normas do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcéo Animal)3.

Os animais foram avaliados por meio de exames ortopédicos e radiogréaficos
da articulacdo coxofemoral de ambos os membros, para descartar a presenca de
alteracoes articulares e registrar as caracteristicas da articulagéo antes da intervencao

cirargica.

1 Comisséo de Etica no Uso de Animais.

2 Laboratoério Biocell. Brasilia, DF, Brasil.

3 Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA- Ministério da Ciéncia,
Tecnologia, Inovacdes e Comunicagdes — MCTIC. Esplanada Dos Ministérios. Brasilia, DF, Brasil.
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Os 30 animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (tratamento e
controle), com 15 animais em cada. Foi realizada inducdo de osteoartrite (OA)
experimental na articulagao coxofemoral (ACF) direita de todos os animais. Em ambos
0S grupos, o tratamento de escolha foi realizado apds sete semanas (49 dias) da
inducao experimental de OA com solucéo de colagenase 2% (Clostridium histolyticum,
tipo 11)*.

e Grupo 1 — (Tratamento Células-tronco - CT), cada animal foi submetido
ao tratamento com aplicacdo intra-articular de células-tronco
mesenquimais autélogas na articulacao coxofemoral direita.

e Grupo 2 — (Controle - GC), cada animal foi submetido a aplicacao intra-
articular de solucéo salina estéril (mesmo volume da solucdo de CTM’s
utilizada no Grupo 1) na articulacdo coxofemoral direita..

Os animais dos dois grupos foram distribuidos aleatoriamente em trés
subgrupos, com cinco animais cada, os quais diferenciaram-se quanto ao periodo de
acompanhamento e avaliacédo (apos 30, 60 e 90 dias da aplicacao intra-articular de
CTMs ou solucdo salina estéril). Nestes momentos, foram realizados exames
radiograficos e coleta da articulacdo coxofemoral direita para analise histopatolégica
(Figura 1).

4 Colagenase Clostridium histolyticum, type Il - Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, U.S.A.
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Coelho Nova Zelandia Branco

Indugdo experimental OA
Articulagdo coxofemoral direita

Grupo 1 (CT)
Células-tronco
n=15

Grupo 2 (GC)
Grupo Controle
n=15

30 dias
n=5

60 dias
n=5

90 dias
n=5

30 dias

n=5

60 dias

n=5

90 dias

n=5

Figura 1. Representacdo esquematica do delineamento metodolégico do projeto.
Numero de amostras em cada etapa é representado pena letra “n”. Total
de 30 coelhos (Oryctolagus cuniculus) foram submetidos a inducédo de
osteoartrite experimental na articulacdo coxofemoral direita. Animais foram
divididos em dois Grupos com 15 animais cada. Grupo 1 (CT - Célula-
tronco) e Grupo 2 (GC - Controle). Cada Grupo foi dividido em trés
subgrupos para avaliacGes pos tratamento em periodos diferentes (30, 60

e 90 dias).
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4. 2 Anestesia

Todos os 30 animais foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico. Cada
animal foi submetido a um total de quatro anestesias (geral inalatéria), para a
realizacdo dos seguintes procedimentos cirlrgicos: coleta de tecido adiposo
(anestesia 1); duas inducdes quimicas (dias 1 e 4) de osteoartrite (anestesias 2 e 3) e
tratamento correspondente ao grupo (anestesia 4) (Figura 2).

Como terapia antimicrobiana, aproximadamente 30 minutos antes dos
procedimentos cirdrgicos, foi administrada enrofloxacina® (5 mg/kg), por via
subcutanea em dose Unica. A medicacao pré-anestésica constituiu na administracdo
por via intramuscular (IM) de midazolam® (2 mg/kg) associado a morfina’ (2 mg/kg) e
cetamina (25 mg/kg)8. ApOs tricotomia da regido auricular e introducdo de cateter
24G?° na veia auricular para acesso venoso, foi realizada fluidoterapia com solucéo de
ringer'® (3 mL/kg/hora). A indugdo e manutencédo anestésica dos animais foi realizada
com isoflurano?! diluido em 100% de oxigénio sob ventilagcdo espontanea, por meio
de mascara facial completamente vedada, sem intubacdo endotraqueal. O plano
anestésico foi monitorado por meio da afericdo da frequéncia respiratoria, frequéncia

cardiaca e saturacao parcial de oxigénio.

5 Chemitril injetavel 2,5%® - Chemitec Agroveterinaria Ltda. Sdo Paulo, SP, Brasil.

5 Dormonid injetavel® 5 mg/sml. Laboratério Roche. Sdo Paulo, SP, Brasil.

" Dimorf injetavel® 1mg/ml. Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.

8 Quetamina injetavel 10%®. Vetnil Indlstria e Comércio de Produtos Veterinarios Ltda. Louveira, SP,
Brasil.

9 Cateter SAFELET® 24G — NIPRO — Miami, Florida, EUA.

10 Ringer. Eurofarma. Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

11 |soforine® 100%. Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA. Itapira, SP, Brasil.
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Figura 2. Representacdo esquematica da sequéncia cronoldgica dos procedimentos
anestésicos e cirargicos realizados na metodologia do presente estudo.
Total de 30 coelhos foram submetidos a exames radiograficos (Rx) pré
inducdo de osteoartrite (OA). Anestesia 1 — coleta de tecido adiposo.
Anestesia 2 — Primeira inducdo de OA (Dia 1). Anestesia 3 — Segunda
inducao de OA (quatro dias ap0s primeira inducédo de OA). Rx p6és inducao
de OA sete semanas apds Anestesia 3. Anestesia 4 — Procedimentos
cirargicos para tratamento dos Grupos 1 e 2.
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4. 3 Coleta de tecido adiposo

As células-tronco mesenquimais autologas foram cultivadas e fornecidas pelo
Laboratorio BIOCELL (Brasilia — DF)? a partir da coleta de tecido adiposo de cada
animal. Os animais foram submetidos ao protocolo de anestesia geral inalatéria
(citado anteriormente). ApOs indugdo anestésica foi realizada ampla tricotomia da
regido cervical e toracica dorsais, seguida de antissepsia com clorexidine degermante
2%%*2 e clorexidine alcodlico 0,5%%*3. Foi realizada incisdo de aproximadamente dois
centimetros na pele da linha média dorsal da regido interescapular. Com o auxilio de
material cirargico estéril foi colhido aproximadamente 20 gramas de tecido adiposo da
bolsa adiposa interescapular. O tecido adiposo foi acondicionado em tubo de 50 mL
contendo meio de lavagem estéril por dois minutos. Imediatamente apos esse tempo
o tecido adiposo foi retirado do primeiro tubo de lavagem e acondicionado no segundo
tubo de lavagem por trés minutos, em seguida foi armazenado no tubo contendo meio
de transporte. O tubo foi identificado com o nome do animal e acondicionado na
geladeira até o momento do envio do material. O material foi encaminhado
devidamente refrigerado em temperatura de aproximadamente 2°C para o laboratoério
BIOCELL (Brasilia-DF)2.

Ao término da recuperacdo anestésica, os animais foram mantidos em suas
gaiolas, com livre movimentacao. Imediatamente apds o procedimento cirdrgico e
durante dois dias consecutivos, todos os animais receberam dipirona'4 na dose de 10

mg/kg, por via subcutanea, a cada 12 horas.
4. 4 Procedimento Laboratorial
O processamento das células-tronco mesenquimais de cada animal no

Laboratério BIOCELL? iniciou-se a partir da lavagem do tecido adiposo em solucgéo

tampédo fosfato salina (PBS - Phosphate buffered saline)!® para retirada de debris

12 RIOHEX® 2% - Solugéo degermante - Industria Farmacéutica RIOQUIMICA LTDA. S&o José do Rio
Preto, SP, Brasil.

13 RIOHEX® 0,5% - Soluc&o alcodlica - Industria Farmacéutica RIOQUIMICA LTDA. S&o José do Rio
Preto, SP, Brasil.

14 Dipirona 50% - Laboratério Ibasa Ltda. Porto Alegre, RS, Brasil.

15 Tampao Fosfato (D-PBS) — Cultilab Materiais para Cultura de Células. Campinas, SP, Brasil.
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celulares e excesso de sangue. Em seguida, o tecido foi fragmentado em particulas
pequenas e colocado em contato com a solucao de colagenase e hialuronidase para
realizacdo de digestdo enzimatica. Posteriormente a mistura foi centrifugada por 15
minutos e o “pellet” celular foi ressuspendido. O mesmo procedimento foi repetido
quatro vezes. Foi realizado o método de exclusdo “trypan blue”. Esse processo
constituiu a preparacdo do SVF (“stromal vascular fraction”). Apés a obtencédo das
células-tronco, as mesmas foram armazenadas em garrafas de cultivo contendo meio
TCM 19916, As garrafas de cultivo foram acondicionadas em estufas de cultivo celular
a temperatura de 39,5 °C e 5 % de COa..

Apos aproximadamente sete dias de cultivo foi realizado o repique celular.
Parte das células permaneceram na garrafa de cultivo e cerca de 2 milhdes de células
foram acondicionadas em seringas de 1,0 mL!’ e encaminhadas para aplicacdo. Uma
parte das células que permaneceram no laboratorio foram induzidas a diferenciagéo
celular para tecido 0sseo e outra parte foi congelada e permanece em nitrogénio
liquido. Aproximadamente 2 milhdes de células-tronco foram fixadas em solucéo de
formaldeido e encaminhadas para o Laboratério MOFA Global (Estados Unidos)?!®

para realizacdo de caracterizacdo celular.

4.5 Preparo de solucéo de colagenase e inducdo da osteoartrite experimental

A metodologia de escolha para inducdo de osteoartrite (OA) foi inducéo
guimica, a partir da aplicacdo intra-articular de solucdo de colagenase a 2%
(Clostridium histolyticum, tipo 11)* (KIKUCHI et al. 1998). A inducdo de osteoartrite
guimica foi realizada em dois momentos, dias 1 e 4, respectivamente (Figura 2).

A solucdo indutora de OA foi preparada a partir da diluicdo de 2 mg de
colagenase (Clostridium histolyticum, tipo 11)*°>em 1,0 mL de solucéo salina estéril*®, A
solucdo 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 aplicacéo

intra-articular. O preparo da solucéo foi realizado em capela de fluxo laminar.

16 Solucdo contendo fosfato de sédio, cloreto de sddio, cloreto de potassio, fosfato de potassio,
glicose, antioxidantes e soro halégeno. Biocell — Brasilia, DF, Brasil.

17 Seringa de insulina 1ml com agulha 13x0,45mm - Descarpack do Brasil. Sdo Paulo, SP, Brasil.
18 MOFA Global — Verona, Wisconsin, EUA.

19 Solucao fisioldgica de Cloreto de Sodio a 0,9% - Eurofarma Brasil - Ribeirdo Preto, SP, Brasil
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Todos os 30 animais foram submetidos a procedimento anestésico (citado
anteriormente) para abordagem a articulagdo coxofemoral direita e primeira aplicacéo
intra-articular de solucédo de colagenase 2%* (dia 1).

A preparacao para o procedimento cirargico foi realizada de maneira rotineira,
realizando-se tricotomia ampla no membro pélvico direito, estendendo-se da linha
média dorsal até a regido dos tarsos. ApGs o posicionamento do animal em decubito
lateral esquerdo, procedeu-se a antissepsia utilizando clorexidine 2%*? e clorexidine
alcodlico 0,5%*3, o campo cirlirgico foi preparado para intervencdo asséptica na
articulacao coxofemoral direita.

A abordagem cirurgica a articulacdo coxofemoral direita, compreendeu na
incisdo cutanea de dois a trés cm de comprimento, iniciando-se na regiao cranial do
trocanter maior e progredindo em direg&o a crista iliaca. Nessa area foram abordados
0s musculos biceps femoral, gliteo médio e o tensor da fascia lata, os quais foram
divulsionados, em seguida os musculos gluteos médio e profundo foram afastados,
expondo a capsula articular. Em seguida realizou-se aplicacao intra-articular com
seringa de 1,0 mL e agulha 13x 0,46 de 1,0 mL!’ da solucdo de colagenase*
(Clostridium histolyticum, tipo 11) de forma estéril. A aproximacéo da musculatura foi
realizada com fio de poliglactina 910 3-02° em pontos simples continuos e a pele foi
suturada em padrao simples interrompido com fio nylon 4-0%L.

Quatro dias apds a primeira aplicacdo de solucdo de colagenase 2% foi
realizada segunda abordagem (dia 4) a articulacao coxofemoral direita de todos os 30
animais. O protocolo anestésico, preparo de campo cirdrgico, antissepsia e
procedimento cirurgico foram semelhantes a primeira aplicacéo intra-articular (dia 1)
de solucdo indutora de osteoartrite.

Imediatamente apds o0s procedimentos cirargicos e durante dez dias
consecutivos a primeira inducao de osteoartrite, todos os animais receberam cloridrato
de tramadol?? na dose de 4 mg/kg, por via subcutanea, a cada 12 horas e dipirona'4
na dose de 10 mg/kg, por via subcutanea, a cada 12 horas. Foi realizada limpeza

diaria da ferida cirargica durante sete dias consecutivos.

20 Vicryl — Ethicon Johnson & Johnson do Brasil Industria e Comércio. Sdo Paulo, SP, Brasil.
21 Nylon Monofilamentado - Shalon Suturas. Goiania, GO, Brasil
22 Cloridrato de Tramadol 50 mg/mL ® Hipolabor. Sabara, MG, Brasil.
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4. 6 Implantacgéo Cirargica

Sete semanas (49 dias) apdés a segunda aplicacéo intra-articular (dia 4) de
solucdo indutora de osteoartrite (colagenase 2%), foram realizadas avaliagOes
radiograficas das articulagcdes coxofemorais (ACF) direita de todos os animais. Em
seguida, os animais foram submetidos a novo procedimento cirargico para abordagem
a ACF direita e aplicac@o intra-articular de célula-tronco mesenquimal autéloga
(animais do Grupo 1 — CT) e aplicacdo intra-articular de solugdo salina estéril*®
(animais do Grupo 2 — GC).

Protocolo anestésico, preparo de campo cirargico, antissepsia local e
abordagem a articulacdo coxofemoral foram semelhantes aos procedimentos
realizados para indugéo de osteoartrite (citados anteriormente). Os animais do Grupo
1 (Célula-tronco — CT) foram submetidos ao transplante (aplicacéo intra-articular) de
1,0 mL de solucdo de células-tronco mesenquimais autélogas preparadas no
laboratério BIOCELL?. As células-tronco autélogas que estavam acondicionadas em
5 mL de meio de transporte foram submetidas a centrifugacdo a 1250 RPM durante 5
minutos até a formacdo do botdo celular no fundo do tubo. Descartou-se o
sobrenadante, logo apds, o botdo celular foi ressuspendido com 1,0 mL de solucéo
salina 0,9% estéril*® e acondicionado em uma seringa 1,0 mL'?, em seguida realizou-
se a aplicacao intra-articular. Nos animais do Grupo 2 (Grupo Controle — GC) foi
realizada aplicacéo intra-articular de 1,0 mL de solucéo salina estéril*°.

A aproximacdo da musculatura foi realizada com fio de poliglactina 910 3-01¢
em pontos simples continuos e a pele foi suturada em padrao simples interrompido
com fio nylon 4-0%! (Figura 3).

Semelhante aos procedimentos cirargicos anteriores, imediatamente apés a
cirurgia e durante sete dias consecutivos, todos 0s animais receberam cloridrato de
tramadol'® na dose de 4 mg/kg, por via subcutanea, a cada 12 horas e dipirona!4 na
dose de 10 mg/kg, por via subcuténea, a cada 12 horas. Foi realizada limpeza diaria

da ferida cirtrgica durante sete dias consecutivos.
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Figura 3. Imagens fotograficas da abordagem a articulacdo coxofemoral (ACF) direita
de coelhos para aplicacao intra-articular de tratamento pré-estabelecido de
acordo com os Grupos 1 (Células-tronco) e 2 (Controle). A: Acesso
cirargico a ACF direita de coelho e exposicdo da capsula articular. B:
Exposicdo da capsula articular com auxilio de afastadores cirurgicos e
posterior aplicacéo intra-articular de 1,0 mL de solucédo com tratamento de
forma estéril. C: Aplicacdo de 1,0 mL de solucdo apds abordagem a ACF
direita de coelho. D: Aproximacdo da musculatura apds acesso cirargico a
ACF direita e aplicacdo intra-articular de tratamento; sutura no padrdo
simples continuo com fio de poliglactina 910, 3-0.

4.7 Avaliacao radiografica

Exames radiogréficos foram realizados antes dos procedimentos cirargicos
(momento 1), sete semanas (49 dias) apos a inducao de osteoartrite (momento 2), 30

(momento 3), 60 (momento 4) e 90 dias (momento 5) apds procedimento cirdrgico
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para tratamento (Figura 4). As radiografias foram obtidas na projecéo ventrodorsal
(VD) das articulagbes coxofemorais (ACF).

Realizou-se a avaliacdo “duplo cego” das imagens radiograficas por trés
avaliadores distintos (dois radiologistas e um cirurgido ortopédico), os quais
desconheciam o tempo de realizagdo do exame e o0 grupo experimental de cada
animal. Para andlise foram atribuidos escores radiograficos de acordo com a presenca
e o grau de osteoartrite (adaptado de Kellgren; Lawrence ,1957; Black et al., 2007)
(Tabela 1).

Tabela 1. Escala de avaliacdo radiografica de osteoartrite (adaptado de Kellgren;
Lawrence, 1957); Black et al., 2007).

Escore Avaliacéo

Grau 0 Articulacdo Normal;

Grau 1 Evidéncia radiografica de instabilidade (sem alteracdes degenerativas);

Grau 2 Alteracbes degenerativas discretas (ostedfitos ocasionais);

Grau 3 Alteracbes degenerativas moderadas (esclerose subcondral,

osteofitos);

Grau 4 Alteracbes degenerativas graves (grandes osteofitos, esclerose

subcondral grave, remodelacdo 0ssea).
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Figura 4. Representacdo esquematica da sequéncia cronoldgica da metodologia do
projeto de pesquisa com énfase nos exames radiograficos (Rx) da
articulacdo coxofemoral de coelhos. Momento 1 - representa a avaliacao
radiografica pré inducéo de osteoartrite (OA); Momento 2 - avaliacdo (Rx)
realizada sete semanas apos inducao de OA; Momento 3 - Rx realizados 30
dias ap0s tratamento cirargico (Anestesia 4) conforme o Grupo. Momento 4
- Rx realizados ap6s 60 dias; Momento 5 - Rx realizados apés 90 dias de
tratamento.
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4.8 Analise Microscoépica

A eutanésia dos animais foi realizada 30, 60 e 90 dias apds o procedimento
cirurgico de tratamento. Em cada periodo, dez animais (cinco de cada grupo) foram
submetidos a eutanasia. Realizou-se primeiramente a sedacdo com cloridrato de
xilazina?® (2,0 mg/kg) por via intramuscular. Ap6s tricotomia da regido auricular e
introducdo de cateter 24G® na veia auricular foi realizada infusdo intravenosa de
propofol®* suficiente para parada respiratéria e, em seguida, infuséo intravenosa de
cloreto de potassio?® suficiente para parada cardiaca.

Imediatamente apds a eutanasia, os coelhos foram submetidos a necropsia,
onde as articulacbes coxofemorais direitas foram coletadas (acetabulo, cabeca do

fémur e capsula articular) (Figura 5).

Figura 5. Imagem fotografica de articulacdo coxofemoral (corte longitudinal) de coelho
submetido a inducdo experimental de osteoartrite e posterior tratamento com
aplicacdo de células-tronco mesenquimais autdlogas (Grupo 1 — CT). Seta
vermelha indicando cartilagem articular hialina. Asteriscos (*) indicando
capsula articular. Acetabulo e fémur identificados na imagem.

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 liquido descalcificador (1,0 mL de &cido nitrico concentrado, 99 mL de agua

23 Xilazin® Syntec do Brasil LTDA- Horlandia, SP, Brasil.
24 Propovan®. Cristalia Produtos Farmacéuticos LTDA. ltapira, SP, Brasil.
25 Solugéo de cloreto de potassio 19,1% - - IndUstria Farmacéutica Equiplex, Goiania, GO, Brasil.
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destilada) por 24 horas. Se¢cbes com espessura de 7 um foram cortadas ao longo do
eixo longitudinal dos blocos, e uma seccéo do nivel médio foi utilizado para a analise.

As seccdes foram coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (H&E) (Figura 6).

Coelho Nova Zelandia Branco
(n=30)
I
Inducéo experimental osteoartrite
(n=30)
| |
Grupo 1 Grupo 2
Células-tronco Grupo Controle
n=15 n=15
| | [ |
30 dias 60 dias 90 dias 30 dias 60 dias 90 dias
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
I- -H&E; I— - H&E; |— - H&E; |— -H&E; I— - H&E; l - H&E;
Figura 6. Representacdo esquematica do delineamento metodologico do projeto

baseado na avaliacéo histopatologica. Numero de amostras em cada etapa
€ representado pena letra “n”. Total de 30 coelhos (Oryctolagus cuniculus)
foram submetidos a inducéo de osteoartrite experimental na articulacao
coxofemoral direita. Animais foram divididos em dois Grupos com 15
animais cada. Grupo 1 (CT - Célula-tronco) e Grupo 2 (GC - Controle). Cada
Grupo foi dividido em trés subgrupos para avaliacdes radiograficas e
histopatolégicas pés tratamento em periodos diferentes (30, 60 e 90 dias).
Em todos os 30 animais foi realizada avaliacdo histopatologica a partir da
coloracdo com Hematoxilina e eosina (H&E).

As avaliacbes microscopicas foram quantificadas em escores de 0 a 3, de

acordo com a pontuacdo da escala ICRS 1 (Sociedade Internacional de Reparo de

Cartilagem - International Cartilage Repair Society), frequentemente usada para

avaliacoes

histopatolégicas na medicina humana. As caracteristicas microscoépicas
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avaliadas foram: superficie articular, matriz extracelular, distribuicdo celular,
viabilidade celular, osso subcondral e cartilagem calcificada (Tabela 2) (HOEMANN,
et al., 2011). Os escores de cada parametro foram somados apds avaliacdo e
pontuacado (0 a 3), sendo 0 o valor minimo (osteoartrite grave) e 18 o valor maximo

(cartilagem articular normal).

Tabela 2. Escala histolégica ICRS 1 (Sociedade Internacional de Reparo de
Cartilagem - International Cartilage Repair Society).
Parametro Escore

Superficie

| Continua

o

Descontinua

Matriz extracelular
Hialina
] Mista

Fibrocartilagem

O r N W

Tecido fibroso

Distribuicdo celular
Colunar
1 Mista

Clusters

O B N W

Desorganizada

Viabilidade celular

w

Predominantemente viavel

v Parcialmente viavel

o

< 10% viaveis

Osso subcondral
Normal
\Y Remodelacdo

Necrose/granulagéo

O r N W

Fratura/calo

Cartilagem calcificada
Vi Normal

Mal localizada 0
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4. Andlise Estatistica

As variareis (escore de avaliacdo radiografica e escore de avaliacdo
histopatolégica) foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico)
(Figura 7). Na avaliacao radiografica, foi avaliada média entre os grupos (2 niveis) e
entre os grupos dentro dos tempos (5 niveis). Na anélise dos dados histopatolégicos
foi avaliada média entre os grupos (2 niveis) e entre os grupos dentro dos parametros
(6 niveis). Para a andlise foi utilizado o procedimento NPARIWAY do programa
computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary. NC, USA).
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Figura 7. Representacdo esquematica da sequéncia cronoldgica de todas as etapas
da metodologia do presente estudo. Total de 30 coelhos foram submetidos
a exames radiograficos (Rx) (Momentos 1, 2, 3, 4 e 5), coleta de tecido
adiposo (Anestesia 1), duas inducbes de osteoartrite experimental
(Anestesias 2 e 3), procedimentos cirargicos para tratamento dos Grupos 1
e 2 (Anestesia 4). Avaliacdes histopatoldgica e estatistica foram realizadas
apos eutanasia dos animais.
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Capitulo 2 - Células-tronco mesenquimais autélogas no tratamento da osteoartrite
induzida da articulacdo coxofemoral em coelhos (Oryctolagus

cuniculus)

Células-tronco mesenquimais autélogas no tratamento da osteoartrite induzida da
articulacdo coxofemoral em coelhos (Oryctolagus cuniculus)
[Use of autologous mesenchymal stem cells in the treatment of hip osteoarthritis in rabbits
(Oryctolagus cuniculus)]

RESUMO

A cartilagem articular possui capacidade de reparacdo limitada, aumentado a
predisposicdo ao desenvolvimento de alteragdes degenerativas, muitas vezes irreversiveis.
Diversas formas de tratamento, cirurgicas ou conservativas, sdo descritas, entretanto a
terapéutica da osteoartrite continua sendo grande desafio ao médico veterinario. Neste contexto,
a pesquisa envolvendo células-tronco mesenquimais destaca-se na busca de melhorias e
avancgos na reparacdo da cartilagem articular. Objetivou-se, no presente projeto, comparar a
regeneracao cartilaginosa da articulacdo coxofemoral de coelhos, com e sem o transplante de
células-tronco mesenquimais autdlogas, por meio de exames radiograficos e histopatologicos.
Dois grupos, com 15 animais da espécie leporina cada, foram submetidos a inducao quimica de
osteoartrite com solucéo de colagenase 2% na articulacdo coxofemoral direita. No Grupo 1
(Celulas-tronco) realizou-se a aplicagdo intra-articular de células-tronco mesengquimais
autologas, enquanto que, o Grupo 2 (Controle) foi constituido por animais submetidos a
aplicacdo intra-articular de solucdo salina estéril. Foram realizadas avaliagcdes radiograficas e
histopatoldgicas aos 30, 60 e 90 dias ap0s a aplicacdo. Os resultados histoldgicos deste ensaio
indicam que células-tronco mesenguimais (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 relagéo
ao Grupo 2 principalmente nos parametros: Superficie articular, matriz extracelular e

distribuicdo celular.

Palavras chave: cartilagem articular, colagenase, displasia coxofemoral, doenca articular

degenerativa, dor, terapia celular



29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

35

ABSTRACT

The articular cartilage has limited repair capacity, leading to an increased risk for
degenerative changes, potentially irreversible. Several treatments, surgical or not, are described,
however osteoarthritis remains a major challenge for the veterinarian. In this context, research
involving mesenchymal stem cells stands out. 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. Radiographic and histopathological evaluation were used. 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, specially in the parameters joint surface, extracellular matrix and cellular

distribution.

Key words: articular cartilage, collagenase, hip dysplasia, degenerative joint disease, pain

INTRODUCAO

A cartilagem possui capacidade limitada de regeneracdo (SIEBERT et al., 2006).
Fatores como a baixa atividade mitdtica, auséncia de inervacdo, deficiéncia de suprimento
sanguineo e a ndo mobilidade dos condrocitos predispdem-na a cicatrizacéo ineficiente. Lesdes
na cartilagem podem levar a alteracdes degenerativas sintomaticas a longo prazo, se ndo forem
tratadas. As consequéncias clinicas de lesdes osteocondrais nao efetivamente tratadas séo dor,
edema e desenvolvimento de osteoartrite, com posterior distirbio potencialmente incapacitante
do membro acometido (FITZPATRICK et al., 2010; MARTIN-HERNANDEZ et al., 2010;
ORTH et al., 2011; KHAN et al., 2013; ZAK et al., 2014).

A cicatrizacdo da cartilagem articular é caracterizada pelo preenchimento do defeito
com tecido fibrocartilaginoso e ndo por tecido cartilaginoso original (SIEBERT et al., 2006;
FITZPATRICK et al., 2010). Este novo tecido reparador oferece propriedades bioguimicas e

mecanicas inferiores quando comparadas a cartilagem normal, tendo sua resisténcia e
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durabilidade substancialmente reduzidas. Em pequenas lesGes, o preenchimento do defeito por
fibrocartilagem pode ser suficiente para restaurar fungdo aceitavel. Em lesdes mais amplas, o
recobrimento por fibrocartilagem ndo é eficiente e, pode ndo suportar adequadamente a presséo
articular por longo periodo. Lesdes cartilaginosas extensas levam ao desenvolvimento da OA e
podem requerer a substituicdo da articulacdo por prétese, em casos avancados (KALSON et al.,
2010; O'LOUGHLIN et al., 2010).

A osteoartrite € afeccdo degenerativa muito comum na medicina humana e veterinaria,
afetando cerca de 15% da populagio humana mundial (EGLOFF; HUGLE;
VALDERRABANO, 2012; CUERVO et al., 2014). E uma afeccdo cronica debilitante, que
causa dor e desconforto para o individuo. Sua prevaléncia aumenta com o envelhecimento e
obesidade (KUYINU et al., 2016).

Abordagens terapéuticas atuam na prevencdo ou retardo das alteracOes estruturais e
funcionais da OA. Terapia multimodal conservativa baseia-se principalmente na reducédo da
inflamacdo e da dor. Isso inclui administracdo a longo prazo de medicamentos anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) e analgésicos, associados a modificacdo no estilo de
vida do paciente, fisioterapia, dieta e manejo nutricional (HOUARD et al., 2013; MC
ALINDON et al., 2014; MEHLER et al., 2016).

Como alternativa para o tratamento de pacientes portadores de osteoartrite, a terapia
celular é promissora, especialmente em tecidos com deficiéncia na cicatrizagdo, como 0
cartilaginoso (CUCCHIARINI et al., 2016). Ha grande perspectiva de uso clinico desta
moderna tecnologia nas afeccOes degenerativas ou que apresentam pouca resposta aos
tratamentos atuais (VINATIERA e GUICHEUXA, 2016). O objetivo da medicina regenerativa
é substituir os tecidos lesados por tecido o mais proximo ao original, visando assim a
regeneracdo e nao a reparacao. Isso € possivel por meio do direcionamento e ampliacdo do
processo de reparo (SERAKINCI e KEITH, 2006). Esta otimizacéo do reparo pode ser realizada
pelo fornecimento de elementos celulares requeridos, dos fatores de proliferacdo e
diferenciacdo celular, que podem garantir a geracao de quantidade suficiente de células novas
e das estruturas supramoleculares que providenciam a organizacdo espacial plenamente
funcional de novos tecidos gerados e sua integracao sistémica (VINATIERA e GUICHEUXA,
2016).

Células-tronco mesenquimais (CTMs) séo de especial interesse na terapia celular por

apresentarem maneira relativamente mais simples de serem coletadas e isoladas quando
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comparadas as demais, e pela facilidade de cultivo e alto potencial de expansdo “in vitro”. Além
disso, possuem a plasticidade de células multipotentes, com a capacidade de se diferenciarem
em tecido 6sseo, cartilaginoso, adiposo, muscular, epitelial, células de ilhotas pancreéticas,
hepatdcitos e neurénios (VIEIRA et al., 2010; CAPLAN e CORREA, 2011; MANFERDINI,
2013; VINATIERA e GUICHEUXA, 2016). Tais caracteristicas de plasticidade sugerem que
este tipo celular é o responsavel pelo “furnover” e pela manutencdo de todos os tecidos do
organismo (CAPLAN, 2009).

As CTMs tém a capacidade de expressar receptores para citocinas e fatores de
crescimento, além de secretarem grande variedade de quimiocinas. Permitindo assim, sua
interacdo com as células residentes e posteriormente inducdo das mesmas, por mecanismo
paréacrino, a se diferenciarem em linhagens celulares distintas (TAKAHASHI et al., 2007;
HARMAN et al.,, 2016). Devido a sua forte propensdo para formar cartilagem, relativa
facilidade de colheita de tecidos adultos, efeitos anti-inflamatdrios e por apresentarem
caracteristicas imunomoduladoras e imunossupressoras, as CTMs tém sido o foco de terapias
celulares visando a reparacdo da cartilagem em veterindria e em pacientes humanos com
osteoartrite (WHITWORTH e BANKS, 2014).

MATERIAL E METODOS

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, sob Protocolo n° 7510/15.

Foram utilizados 30 coelhos (Oryctolagus cuniculus), fémeas, da linhagem Nova
Zelandia Branco, com 12 meses de idade e peso corporal de 4,5 a 5 kg, provenientes de
cunicultura regulamentada. Os coelhos foram acomodados em gaiolas individuais, mantidos
com racdo solida e 4gua a vontade.

Os 30 animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (tratamento e controle),
com 15 animais cada. Foi realizada inducdo de osteoartrite (OA) experimental na articulacdo
coxofemoral (ACF) direita de todos os animais. Em ambos 0s grupos, o tratamento de escolha
foi realizado apds sete semanas (49 dias) de indug¢ao de OA. » Grupo 1 — (Tratamento Células-
tronco - CT), cada animal foi submetido ao tratamento com aplicacéo intra-articular de células-
tronco mesenquimais autologas na articulagdo coxofemoral direita. ¢ Grupo 2 — (Controle -

GC), cada animal foi submetido a aplicacdo intra-articular de solucdo salina estéril (mesmo
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volume da solucdo de CTM’s utilizada no grupo 1) na ACF direita. Os animais dos dois grupos
foram distribuidos aleatoriamente em trés subgrupos, com cinco animais cada, 0s quais
diferenciaram-se quanto ao periodo de acompanhamento e avaliacdo (ap6s 30, 60 e 90 dias da
aplicacdo intra-articular de CTMs ou solucdo salina estéril). Nestes momentos, foram realizados
exames radiograficos e coleta da articulagdo coxofemoral direita para analise histopatologica.

Todos os 30 animais foram submetidos ao mesmo protocolo anestésico. Cada animal
foi submetido a um total de quatro anestesias geral inalatéria, para a realizacdo dos seguintes
procedimentos cirdrgicos: coleta de tecido adiposo (anestesia 1); duas indu¢des quimicas (dias
1 e 4) de osteoartrite (anestesias 2 e 3) e tratamento correspondente ao grupo (anestesia 4).

Como terapia antimicrobiana, aproximadamente 30 minutos antes dos procedimentos
cirtrgicos foi administrada enrofloxacina (5 mg/kg), por via subcutanea. A medicacdo pré-
anestésica constituiu na administragcdo por via intramuscular (IM) de midazolam (2 mg/kg)
associado a morfina (2 mg/kg) e cetamina (25 mg/kg). Apos tricotomia da regido auricular e
introducdo de cateter 24G na veia auricular para acesso venoso, foi realizada fluidoterapia com
solucéo de ringer (3 mL/kg/hora). A inducdo e manutengdo anestésica dos animais foi realizada
com isoflurano diluido em 100% de oxigénio sob ventilacdo espontanea, por meio de mascara
facial completamente vedada, sem intubacéo endotraqueal. O plano anestésico foi monitorado
por meio da afericdo da frequéncia respiratoria, frequéncia cardiaca e saturacdo parcial de
oxigénio.

As células-tronco mesenquimais autologas foram cultivadas e fornecidas pelo
Laboratorio BIOCELL (Brasilia — DF) a partir da coleta de tecido adiposo de cada animal. Os
animais foram submetidos ao protocolo de anestesia geral inalatoria (citado anteriormente).
Apos inducdo anestésica foi realizada ampla tricotomia da regido cervical e toracica dorsais,
seguida de antissepsia com clorexidine degermante 2% e clorexidine alcodlico 0,5%. Foi
realizada incisdo de aproximadamente dois centimetros na pele da linha média dorsal da regido
interescapular. Com o auxilio de material cirargico estéril foi colhido aproximadamente 20
gramas de tecido adiposo da bolsa adiposa interescapular. O tecido adiposo foi acondicionado
em tubo de 50 mL contendo meio de lavagem estéril por dois minutos. Imediatamente apos esse
tempo o tecido adiposo foi retirado do primeiro tubo de lavagem e acondicionado no segundo
tubo de lavagem por trés minutos, em seguida foi armazenado no tubo contendo meio de

transporte. O tubo foi identificado com o nome do animal e acondicionado na geladeira até o
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momento do envio do material. O material foi encaminhado devidamente refrigerado a
temperatura de aproximadamente 2°C para o laboratério BIOCELL (Brasilia-DF).

O processamento das células-tronco mesenquimais de cada animal iniciou-se a partir da
lavagem do tecido adiposo em solucdo tampédo 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 solucdo de colagenase e hialuronidase para realizagdo de digestdo enzimatica.
Posteriormente a mistura foi centrifugada por 15 minutose o “pellet” celular foi ressuspendido.
O mesmo procedimento foi repetido quatro vezes. Foi realizado o método de exclusdo “trypan
blue”. Esse processo constituiu a preparagdo do SVF (“stromal vascular fraction”). Apds a
obtencédo das 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..

Apo6s aproximadamente sete dias de cultivo foi realizado o repique celular. Parte das
células permaneceram na garrafa de cultivo e cerca de dois milhGes de células foram
acondicionadas em seringas de 1,0 mL e encaminhadas para aplicacdo. Uma parte das células
que permaneceram no laboratdrio foram induzidas a diferenciacdo celular para tecido 6sseo e
outra parte foi congelada e permanece em nitrogénio liquido. Aproximadamente 2 milhGes de
células-tronco foram fixadas em solucdo de formaldeido e encaminhadas para o Laboratorio
MOFA Global (Estados Unidos) para realizacdo de caracterizagéo celular.

A inducéo de osteoartrite (OA) ocorreu a partir da aplicacdo intra-articular de solucéo
de colagenase a 2% (Clostridium histolyticum, tipo Il) (KIKUCHI et al. 1998). A inducéo de
osteoartrite quimica foi realizada em dois momentos. A segunda inducdo ocorreu quatro dias
apos a primeira.

A solucdo indutora de OA foi preparada a partir da diluicdo de 2 mg de colagenase
(Clostridium histolyticum, tipo 11) em 1,0 mL de solucéo salina estéril. A solucdo 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 aplicacdo intra-articular.

Todos os 30 animais foram submetidos a procedimento anestésico (descrito
anteriormente) para abordagem a articulacdo coxofemoral direita e aplicacdes intra-articulares
de solucdo de colagenase 2% (dias 1 e 4). A preparacdo para o procedimento cirdrgico foi
realizada de maneira rotineira, realizando-se tricotomia ampla no membro pélvico direito,

estendendo-se da linha média dorsal até a regido dos tarsos. Apos o posicionamento do animal
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em decubito lateral esquerdo, procedeu-se a antissepsia utilizando clorexidine 2% e clorexidine
alcodlico 0,5%, o campo cirtrgico foi preparado para intervengdo asseptica na articulagédo
coxofemoral direita.

A abordagem cirdrgica a articulacdo coxofemoral direita, compreendeu na inciséo
cuténea de dois a trés cm de comprimento, iniciando-se na regido cranial do trocanter maior e
progredindo em direcéo a crista iliaca. Nessa area foram abordados os musculos biceps femoral,
gliteo médio e o tensor da fascia lata, os quais foram divulsionados, em seguida os musculos
gluteos médio e profundo foram afastados, expondo a capsula articular. Em seguida realizou-
se aplicagéo intra-articular com seringa de 1,0 mL e agulha 13x0,46 de 1,0 mL da solucéo de
colagenase (Clostridium histolyticum, tipo 1) de forma estéril. A aproximacdo da musculatura
foi realizada com fio de poliglactina 910 3-0 em pontos simples continuos e a pele foi suturada
em padrdo simples interrompido com fio nylon 4-0. Quatro dias ap0s a primeira aplicacéo de
solucéo de colagenase 2%, foi realizada segunda abordagem (dia 4) a articulagdo coxofemoral
direita de todos os 30 animais. O protocolo anestésico, preparo de campo cirurgico, antissepsia
e procedimento cirargico foram semelhantes a primeira aplicagdo intra-articular (dia 1) de
solucdo indutora de osteoartrite.

Imediatamente apds os procedimentos cirurgicos e durante sete dias consecutivos, todos
0s animais receberam cloridrato de tramadol na dose de 4 mg/kg, por via subcutanea, a cada 12
horas e dipirona na dose de 10 mg/kg, por via subcutanea, a cada 12 horas. Foi realizada limpeza
diaria da ferida cirdrgica durante sete dias consecutivos.

Sete semanas (49 dias) apds a segunda aplicacdo intra-articular (dia 4) de solucédo
indutora de osteoartrite foram realizadas avaliacdes radiogréaficas das articulacGes coxofemorais
(ACF) direita de todos os animais. Em seguida, os animais foram submetidos a novo
procedimento cirdrgico para abordagem a ACF direita e aplicacdo intra-articular de célula-
tronco mesenguimal autéloga (animais do Grupo 1 — CT) e aplicacdo intra-articular de solugédo
salina esteéril (animais do Grupo 2 — GC). O protocolo anestésico e as técnicas antissépticas
foram semelhantes ao procedimento cirurgico para inducdo quimica de OA (citado
previamente).

Apos acesso cirdrgico a articulacdo coxofemoral direita (semelhante a abordagem
cirdrgica usada na inducao de OA) e exposicdo da capsula articular realizou-se aplicacdo intra-
articular do tratamento pré-estabelecido. Animais do Grupo 1 (Célula-tronco — CT) foram

submetidas ao transplante (aplicacdo intra-articular) de 1,0 mL de solucdo de células-tronco
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mesenquimais aut6logas preparadas no laboratdrio BIOCELL. As células-tronco autélogas que
estavam acondicionadas em 5 mL de meio de transporte foram submetidas a centrifugacéo a
1250 RPM durante cinco minutos até a formagdo do botéo celular no fundo do tubo. Descartou-
se 0 sobrenadante, logo apds, o botdo celular foi ressuspendido com 1,0 mL de solugdo salina
0,9% estéril e acondicionado em uma seringa 1,0 mL, em seguida realizou-se a aplicacéo intra-
articular. Nos animais do Grupo 2 (Grupo Controle — GC) foi realizada aplicacéo intra-articular
de 1,0 mL de solucdo salina estéril. A aproximacdo da musculatura foi realizada com fio de
poliglactina 910 3-0 em pontos simples continuos e a pele foi suturada em padrdo simples
interrompido com fio nylon 4-0.

Exames radiograficos foram realizados antes dos procedimentos cirdrgicos
(momento 1), sete semanas (49 dias) ap6s a inducdo de osteoartrite (momento 2), 30 (momento
3), 60 (momento 4) e 90 dias (momento 5) apos procedimento cirlrgico para tratamento. As
radiografias foram obtidas na projecdo ventro dorsal (VD) das articulagbes coxofemorais
(ACF). Realizou-se a avaliagdo “duplo cego” das imagens radiograficas por trés avaliadores
distintos que desconheciam o tempo de realizacdo do exame e 0 grupo experimental de cada
animal. Para analise foram atribuidos escores radiograficos de acordo com a presenca e 0 grau
de osteoartrite, onde Grau 0- indicava articulacdo normal; Grau 1- evidéncia radiografica de
instabilidade (sem alteracbes degenerativas); Grau 2- alteracdes degenerativas discretas
(ostedfitos ocasionais); Grau 3- alteracdes degenerativas moderadas (esclerose subcondral,
ostedfitos) e Grau 4- alteracdes degenerativas graves (grandes osteofitos, esclerose subcondral
grave, remodelacdo Ossea) (adaptado de Kellgren e Lawrence (1957); Black et al. (2007))
(Tabela 1).

A eutandsia dos animais foi realizada 30, 60 e 90 dias ap6s o procedimento cirargico de
tratamento. Em cada periodo, dez animais (cinco de cada grupo) foram submetidos a eutanasia.
Realizou-se primeiramente a sedacdo com cloridrato de xilazina (2,0 mg/kg) por via
intramuscular. Apds tricotomia da regido auricular e introducéo de cateter 24G na veia auricular
foi realizada infusdo intravenosa de propofol suficiente para parada respiratéria e, em seguida,

infusdo intravenosa de cloreto de potassio suficiente para parada cardiaca.
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Tabela 1: Escala de avaliacdo radiogréfica de osteoartrite (adaptado de Kellgren e Lawrence,
1957; Black et al. 2007).

Escore Avaliacéo

Grau 0 Articulag@o Normal;

Grau 1 Evidéncia radiografica de instabilidade (sem alteragdes degenerativas);

Grau 2 Alterac6es degenerativas discretas (ostedfitos ocasionais);

Grau 3 Alteracbes degenerativas moderadas (esclerose subcondral, ostedfitos);

Grau 4 Alteractes degenerativas graves (grandes ostedfitos, esclerose subcondral grave,

remodelacao 0ssea).

Imediatamente ap0s a eutanasia, os coelhos foram submetidos a necropsia, onde as
articulacdes coxofemorais direitas foram coletadas (acetdbulo, cabeca do fémur e capsula
articular). 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
liquido descalcificador (1,0 mL de acido nitrico concentrado, 99 mL de &gua destilada) por 24
horas. Se¢6es com espessura de 7 um foram cortadas ao longo do eixo longitudinal dos blocos,
e uma secc¢do do nivel médio foi utilizado para a anélise. As sec¢des foram coradas pela técnica
de Hematoxilina e Eosina (H&E).

As avaliagGes microscépicas foram quantificadas em escores de 0 a 3, de acordo com a
pontuacdo da escala ICRS 1 (Sociedade Internacional de Reparo de Cartilagem - International
Cartilage Repair Society), frequentemente usada para avaliacdes histopatologicas na medicina
humana. As caracteristicas microscopicas avaliadas foram: superficie articular, matriz
extracelular, distribuicdo celular, viabilidade celular, osso subcondral e cartilagem calcificada
(Tabela 2) (HOEMANN, et al., 2011). Os escores de cada parametro foram somados apos
avaliacdo e pontuacdo (0 a 3), sendo 0 o valor minimo (osteoartrite grave) e 18 o valor maximo
(cartilagem articular normal).

As variareis (escore de avaliacdo radiografica e escore de avaliacdo histopatolégica)
foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico). Na avaliacdo radiogréfica, foi
avaliada média entre os grupos (dois niveis) e entre 0s grupos dentro dos tempos (cinco niveis).
Na analise dos dados histopatologicos foi avaliada média entre os grupos (dois niveis) e entre
0s grupos dentro dos parametros (seis niveis). Para a analise foi utilizado o procedimento
NPAR1IWAY do programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary. NC, USA).
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278  Tabela 2. Escala histolégica ICRS 1 (Sociedade Internacional de Reparo de Cartilagem -

279 International Cartilage Repair Society).
Parametro Escore
Superficie
I Continua 3
Descontinua 0

Matriz extracelular

Hialina 3

I Mista 2

Fibrocartilagem 1

Tecido fibroso 0

Distribuicao celular

Colunar 3

11 Mista 2

Clusters 1

Desorganizada 0

Viabilidade celular

Predominantemente viavel 3

v Parcialmente viavel 1

< 10% viaveis 0

Osso subcondral

Normal 3

\ Remodelacéo 2

Necrose/granulacao 1

Fratura/calo 0

Cartilagem calcificada

Vi Normal 3

Mal localizada 0
280
281
282
283
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RESULTADOS

Os animais utilizados neste estudo apresentaram homogeneidade de idade e condigéo
corpdrea. As etapas préaticas de desenvolvimento do projeto foram realizadas adequadamente,
sem intercorréncias dignas de nota.

A inducgdo quimica de osteoartrose foi realizada sem complica¢des em todos os animais.
Duas puncdes intra-articulares (dias 1 e 4) foram realizadas mediante acesso cirdrgico a
articulacdo coxofemoral direita. Todos os animais apresentaram algum grau de osteoartrite apos
sete semanas (49 dias) da aplicacdo da solucdo de colagenase 2% (Clostridium histolyticum,
tipo 1) segundo avaliagdo radiografica. Ndao foram observados sinais de infec¢do, reacdo
anormal ou deiscéncia das feridas cirurgicas.

No que tange a andlise radiografica, escores radiograficos foram atribuidos por trés
pesquisadores de acordo com a presenca e o0 grau de osteoartrite (OA). Observou-se presenga
de OA no Momento 2 (sete semanas ap0s inducdo de OA), Momento 3 (30 dias de tratamento),
Momento 4 (60 dias de tratamento) e Momento 5 (90 dias de tratamento).

A comparacdo dos graus de osteoartrite entre os grupos 1 (Célula-Tronco - CT) e 2
(Controle - GC) néo foi estatisticamente significativa (p > 0,05). Segundo a andlise estatistica
da avaliacdo dos graus de OA a mediana foi 1, classificada como evidéncia discreta de

instabilidade, sem alteracdes degenerativas (Grau 1 de OA) (Tabela 3).

Tabela 3: Analise de variaveis do grau de osteoartrite entre os Grupos 1 (Células-Tronco
CT) e 2 (Controle — GC).

Grupo Média Mediana Minimo Méaximo
1 (Células) 1,28 (£ 1,21) 1 0 4
2 (Controle) 1,26 (£1,28) 1 0 4

Observou-se presenca de osteoartrite no Momento 2 (M2 - P6s OA) do Grupo 2
(Controle) e nos Momentos 3 (M3 - 30 dias de tratamento), 4 (M4 - 60 dias de tratamento) e 5
(90 dias de tratamento) de ambos os grupos. O Grupo 2 apresentou média maior do que o Grupo
1 (Células) nos momentos M3(30), M4(60) e M5(90). O Momento 1, refere-se a avalia¢do
radiogréafica anterior a inducdo de OA. O M2 corresponde ao periodo de sete semanas (49 dias)
apos a 22 inducdo de OA (dia 4) e o0 M3 a avaliacdo ap6s 30 dias de tratamento (Grupo 1-

Células-Tronco e Grupo 2 — Controle). O M4 foi referente ao periodo de 60 dias apos
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314 tratamento. O M5 foi correspondente ao periodo de 90 dias de tratamento (Figura 1) (Tabela

315 4).
MEDIA DO GRAU DE OSTEOARTRITE NA
AVALIACAO RADIOGRAFICA
25 Grupo 1 (Células-tronco) Grupo 2 (Controle)
’ 2,17
= 5 2,1
= LIz 1 1,86
E
S 15 1,59
o
O 1
wooq
(@]
> 0,72 075
5 05
0,25
0
MOMENTO 1 ( MOMENTO 2 MOMENTO 3 (30 MOMENTO 4 (60 MOMENTO 5 (90
316 PRE OA) (POS 0A) DIAS) DIAS) DIAS)

317  Figura 1. Grafico demostrando a evolugdo da média do escore de avaliacdo radiografica da

318 osteoartrite (OA) ao longo dos momentos de avaliagdo dos Grupos 1 (Células-tronco)
319 e 2 (Controle) do presente estudo. Momento 1 representa a avaliacdo radiografica pré
320 inducdo de OA. Momento 2, avaliacdo apds sete semanas de inducdo de OA.
321 Momentos 3, 4 e 5 avaliacGes radiograficas apos respectivamente 30, 60 e 90 dias de
322 tratamento.
323
324 Tabela4. Analise de variaveis do grau de osteoartrite entre 0s Grupos 1 (Células-Tronco — CT)
325 e 2 (Controle — GC) nos tempos M1 (Pré OA), M2 (Pés OA), M3 (30 dias), M4 (60
326 dias) e M5 (90 dias). Minimo representa 0 menor escore apresentado, 0. Maximo
327 representa a maior pontuacéo.
Momento Grupo Média Mediana Minimo Maximo
1 1 0,72 (£ 0,99) 0 0 3
(Pré OA) 2 0,25 (+ 0,48) 0 0 2
2 1 0,75 ( 0,94) 0 0 3
(P6s OA) 2 1,00 (£ 1,14) 1 0 4
3 1 1,59 (£ 1,12) 2 0 4
(30 dias de Tratamento) 2 1,77 (£ 1,24) 2 0 4
4 1 2,13 (£ 1,16) 2 0 4
(60 dias de Tratamento) 2 2,17 (+ 1,31) 3 0 4
5 (90 dias de 1 1,86 (= 1,35) 2 0 4
Tratamento) 2 2,10 (x1,29) 2 0 4
328
329 A avaliacdo histopatologica foi realizada em um total de 30 coelhos, sendo 15 de cada

330 grupo. Os subgrupos (cinco animais de cada grupo) diferenciaram-se quanto ao tempo avaliacio
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apos tratamento em 30, 60 e 90 dias (Figuras 2 e 3). Foram atribuidos escores de 0 a 3 para cada
pardmetro segundo a escala ICRS 1. Os escores de cada pardmetro foram somados apés
avaliacdo 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 parametro da avaliacdo
histopatolégica do Grupo 1 (Células-Tronco) foi superior a do Grupo 2 (Controle)(Figura 4)

nos periodos de 30 dias (Figura 5), 60 dias (Figura 6) e 90 dias (Figura 7).

Figura 2. Imagens microscopicas das laminas coradas H&E. A- Coelho, articulacédo
coxofemoral, Grupo 2 (Controle), 30 dias. Superficie articular do fémur integra e
cartilagem da articulacdo acetabular (seta) em processo de reparacdo e superficie
discretamente irregular (H&E, barra 100um). B- Coelho, superficie articular
acetabular, Grupo 1 (Célula-tronco), 30 dias. Cartilagem articular com superficie
continua, em processo de reparacao (seta) com condrécitos distribuidos em grupos
(H&E, barra 100um).

Figura 3. Imagens microscopicas das laminas coradas H&E. A- Coelho, superficie articular
acetabular, Grupo 2 (Controle), 90 dias. Cartilagem articular e 0sso subcondral
integros, totalmente restituidos (H&E, barra 400um). B- Coelho, superficie articular
acetabular, Grupo CT, 90 dias. Restituicdo total da cartilagem articular e integridade
do osso subcondral (H&E, barra 400um).
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MEDIA DOS ESCORES DA AVALIACAO
HISTOPATOLOGICA

——Grupol —m—Grupo 2

20
17,5 18
18 . —o
155
16
14 12,6 12,6
12 o
10
8
6
4
2
0
30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS

Figura 4. Imagem de grafico demostrando a evolucdo da média do escore de avaliacdo
histopatolégica ao longo dos momentos de avaliacdo para os Grupos 1 (Células-
Tronco) e 2 (Controle).

Média do escore da avaliacdo histopatolégica apds 30 dias de tratamento

3,5
3
3
2,5
2
15
1
0,5
0
Superficie Matriz Extra Distribuicéo Viabilidade Osso Subcondral Cartilagem
Articular celular Celular Celular Calcificada

=@— Grupo 1 =@= (Grupo 2

Figura 5. Imagens de grafico demostrando a evolucdo da meédia do escore de avaliagdo
histologica no primeiro periodo de avaliagdo para os grupos 1 (Células-Tronco) e 2
(Controle).
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Média do escore da avaliacdo histopatoldgica ap6s 60 dias de tratamento
3,5
3 3 3 3
3 °
2,5
2
1,5
1
0,5
0
Superficie Matriz Extra Distribuicéao Viabilidade Osso Subcondral Cartilagem
Articular celular Celular Celular Calcificada
=@— Grupo 1 =@= Grupo 2
363
364 Figura 6. Imagens de grafico demostrando a evolucdo da media do escore de avaliagcdo
365 histopatolégica no segundo periodo (60 dias) de avaliacéo histoldgica para 0s grupos
366 1 (Ceélulas-Tronco) e 2 (Controle).
367
Média do escore da avaliacdo histopatologica apos 90 dias tratamento
3,5
3 3
3 5 O
2,5
5 1,8
1,5
1
0,5
0
Superficie Matriz Extra Distribuicao Viabilidade Osso Subcondral Cartilagem
Articular celular Celular Celular Calcificada
=@==Grupo 1 ==@=Grupo 2
368
369  Figura 7. Imagens de grafico demostrando a evolucdo da meédia do escore de avaliacdo
370 histopatoldgica no terceiro periodo (90 dias) de avaliacao histoldgica para 0s grupos
371 1 (Células-Tronco) e 2 (Controle)
372
373 DISCUSSAO
374 O tratamento da osteoartrite (OA) e dos defeitos condrais, representa um dos maiores

375  desafios na pratica ortopédica humana e veterinaria, tal qual citado por Hunter e Felson (2006)
376  ha cerca de uma década, e mais recentemente por Makris et al. (2014). Numerosas abordagens

377  terapéuticas medicamentosas e cirargicas falharam em melhorar a capacidade de recuperacéao
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do tecido cartilaginoso. Os tratamentos conservativos disponiveis para a OA sdo eficazes
apenas em curto prazo e existe uma necessidade clinica ndo satisfeita. Neste contexto, a terapia
celular apresenta nova esperanga para promover a regeneracdo da cartilagem (RUETZE e
RICHTER, 2014).

Baseado na ampla casuistica de envolvimento da articulacdo do quadril nas referidas
alteracbes osteocondrais, a utilizacdo de modelos animais representa uma boa estratégia no
reconhecimento das varidveis envolvidas em tais afec¢des, bem como na instituicdo de novas
abordagens de tratamento, inclusive regenerativo. A viabilidade da utilizacéo de células-tronco
mesenquimais (CTMs) a partir de tecido adiposo ou outros locais teciduais, com base na sua
capacidade de influenciar e regular os diferentes estadios de reparacdo da cartilagem, é de
grande interesse para os clinicos. Em particular, estudos utilizando modelos animais tém
mostrado resultados promissores a partir do uso de terapia celular com CTMs para o tratamento
de lesdes musculoesqueléticas (MURPHY et al., 2003; DESANDO et al., 2013; LAM et al.,
2014; SINGH et al., 2014; WEI et al., 2014; WAN et al., 2015). Tal realidade estimulou o
desenvolvimento da presente pesquisa.

Diferentes espécies animais tém sido utilizadas para o estudo de tratamentos de lesdes
osteocondrais, tais como ratos (VAN BUUL et al., 2014; OZEKI et al., 2016), cdes (BLACK
et al., 2007; LITTLE e ZAKI, 2012; VILAR et al., 2013), ovino (AL FAQEH et al., 2013;
SONG et al., 2014; ZORZI et al., 2015) e equinos (MCILWRAITH et al., 2011; SEO et al.,
2014; MC COY, 2015). No entanto, a grande maioria (HEIR et al., 2010; LAVERTY et al.,
2010; MAZETTI et al., 2010; TOGHRAIE et al., 2011; KIM et al., 2012; LEE et al., 2013;
KURODA et al., 2015; KUYINU et al., 2016) utiliza o coelho, da mesma forma que o atual
estudo. Esta espécie possui baixo custo de aquisicdo e manutencao quando comparada a animais
de maior porte, além de ser de facil manejo. Por possuirem articulagdes maiores comparadas
com outros roedores de pequeno porte e por ter vasta literatura ratificando seu uso para os fins
de obtencdo de osteoartrose induzida, optou-se pela sua utilizacdo. A anatomia do quadril do
coelho € de facil disseccao e visualizacdo da capsula articular, o que facilita o procedimento
cirargico de aplicacdo intra-articular (LAVERTY et al., 2010).

Além disso, modelos de animais pequenos sdo usados principalmente para estudar a
patogénese e a fisiopatologia da afeccdo. Estes modelos séo relativamente mais rapidos, mais
baratos e mais faceis de implementar e estudar do que aqueles em grandes animais. Eles sdo

utilizados como o primeiro modelo de triagem para a intervencdo terapéutica na doenca. O
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sucesso dos farmacos ou do tratamento no modelo de pequeno animal entdo justifica novos
testes em animais maiores antes de estudos clinicos em seres humanos (KURODA et al., 2015;
KUYINU et al., 2016).

A terapia com células-tronco mesenquimais autélogas no campo da medicina veterinaria
regenerativa envolve a colheita de tecido, tal como gordura, a partir do paciente, isolando as
CTMs e administrando as células de volta para o paciente. A terapéutica com células-tronco
mesenquimais aut6logas derivadas de adiposo esta comercialmente disponivel desde 2003 e o
presente estudo avaliou essa terapia em coelhos com osteoartrite experimentalmente induzida
na articulacdo coxofemoral direita. Vilar et al. (2013) estudaram o uso de CTMs na osteoartrite
do quadril em cées e também obtiveram resultados positivos no uso da terapia.

Neste ensaio, a escolha do tecido adiposo como fonte de CTMs deveu-se ao fato do
referido tecido apresentar disponibilidade e facilidade de obtencéo, quando comparado a outros
tecidos como, por exemplo, a medula 6ssea (BUSSER et al., 2014). Estes et al. (2010) relataram
que as CTMs derivadas do tecido adiposo apresentam maior potencial de diferenciacéo
condrogénica. Além disso, segundo Ruetze e Richter (2014), os sinais de senescéncia ocorrem
mais tardiamente em CTMs derivadas do tecido adiposo em comparacdo as originadas de
medula 6ssea.

A digestdo enzimatica utilizando-se da colagenase seguiu as recomendac6es de Zuk et
al. (2001), que descreveram primeiramente o metodo de extracdo das CTM do tecido adiposo,
e gque até os dias atuais, ainda é o método mais amplamente utilizado (MARKARIAN et al.,
2014).

A logica subjacente ao uso de CMTs refere-se ao tratamento anti-inflamatorio e as
propriedades imunomoduladoras dessas células, o que poderia facilitar a regeneracao articular,
conforme estudos realizados por Black (2007), Kim et al. (2012), Desando et al. (2013), Kuroda
et al. (2015), Vinatiera e Guicheuxa (2016). O presente estudo evidenciou bom resultado na
analise histopatoldgica do Grupo 1 (Células-tronco) em comparacdo ao Grupo Controle,
ressaltando os efeitos anti-inflamatorios e imunomoduladores do uso de CTMSs na regeneragdo
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 fenémeno da reparacdo natural. As CTMs

também sdo de maior interesse na engenharia de tecidos, porque geralmente ndo expressam
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moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (MHC-I11), responsavel
pela rejeicdo imunolégica.

Tajima et al. (2014) reiteram que fatores de crescimento secretados por CTMs de origem
de tecido adiposo podem induzir respostas paracrinas e autocrinas. Ruetze e Richter (2014),
consideram que o efeito paracrino das CTMs pode ser o0 mecanismo mais relevante na mediagdo
do reparo osteoarticular. Além disso, CTMs demonstraram a capacidade de secretar vasta gama
de proteinas com propriedades anti apoptéticas e efeitos imunomoduladores, segundo Guilak
(2010). Corroborando os achados precedentemente citados pelo presente estudo, pesquisas
recentes realizadas por Toghraie et al. (2011), Horie et al. (2012), Al Fageh et al. (2013)
apontam a terapia com CTMs como ferramenta terapéutica valida no tratamento da OA. Os
efeitos benéficos da utilizacdo terapéutica de CTMs foram relatados em modelos experimentais
conduzidos, dentre outros, por Guercio et al. (2012), Lee et al. (2012), Ter Huurne et al. (2012),
Desando et al. (2013), Song et al. (2014) e, também agora, neste ensaio.

O presente estudo optou por modelo experimental de osteoartrite quimicamente
induzida em articulacdo coxofemoral de coelhos devido especialmente aos diversos fatores que
tornam a les@o nessa articulagdo grande desafio para ortopedistas humanos e veterinarios.
Modelos quimicamente induzidos descritos por Kuyinu el al. (2016) envolvem principalmente
a injecdo de composto toxico ou inflamatdrio diretamente na articulagdo. A papaina, quinolona
e colagenase sdo alguns dos produtos quimicos empregados para induzir OA em animais. Eles
eliminam a necessidade de cirurgia e evitam possiveis problemas de infeccdo em alguns
animais. A sua facilidade de inducdo e reprodutibilidade sdo vantajosas na concep¢do de
estudos a curto prazo.

O objetivo da aplicacéo intra-articular da solucdo de colagenase 2%, néo € sO destruir
diretamente a cartilagem, mas também causar inflamacéo, reacdo dos tecidos sinoviais e
acelerar a degeneracdo da cartilagem. A degeneracdo neste modelo ¢ associada a digestao direta
do colageno na cartilagem e a reacdo inflamatoria no tecido articular. Além disso, 0 estresse
subsequentemente aumenta a degradacao da cartilagem (MOSKOWITZ et al., 2010; ADAES
et al., 2014). O referido método apresenta-se menos invasivo quando comparado a
metodologias experimentais cirargicas (KIKUCHI et al., 1998), proporcionando menor estresse
aos animais, além do periodo de inducdo da OA ser de apenas sete semanas, e nos métodos de
ruptura de ligamentos, leva cerca de oito a doze semanas para atingir a degeneracao esperada
(GRIGOLO et al., 2009).



473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504

52

No presente ensaio, 0 grau de osteoartrite experimentalmente induzida foi considerada
leve, as respostas do tecido sinovial diminuiram com o tempo e permaneceu leve as sete
semanas apos a indugdo, corroborando com os resultados encontrados por Kikuchi et al. (1998).
Estudo realizado por Ter Huurne (2012) com CTMs aut6logas para tratamento de OA
experimental induzida com colagenase em ratos, indicou que uma Unica aplicacdo intra-
articular de CTMs nas articulagdes do joelhno com OA em estagio inicial inibiu 0 espessamento
e destruicdo da cartilagem. Neste ensaio, optou-se por duas aplicacdes de solucdo indutora de
OA visando maior degeneracdo articular.

A injecdo intra-articular direta dos tratamentos de ambos 0s Grupos (Grupo 1 - Células-
tronco mesenquimais autdlogas e Grupo 2 — Controle) foi realizada de maneira simples e
pratica, e 0s animais ndo apresentaram edema ou desconforto apés a aplicacdo. Tecnicamente,
os achados aqui alcancados revelam tratar-se de abordagem simples para a aplicagdo das CTMs
e de acordo com relatos de outros autores (UCCELLI et al., 2007; MOKBEL et al., 2011).

Os resultados deste ensaio indicam que as CTMs (Grupo 1 — Células-tronco)
melhoraram discretamente a 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 2016. O
Grupo 1 (Celulas-Tronco) demonstrou superioridade principalmente nos parametros:
Superficie articular, Matriz extracelular e Distribuicdo celular.

Os animais do Grupo 1 (Celulas-tronco) apresentaram melhor resultado no que diz
respeito ao tempo de avaliagdo de 90 dias ap0s instituicdo de tratamento. Este grupo (Células)
apresentou mais frequentemente tecido hialino em relacdo ao Grupo controle (Grupo 2). As
alteracdes degenerativas no 0sso subcondral e cartilagem calcificada foram semelhantes em
ambos 0s grupos nos periodos de 60 e 90 dias ap0s tratamento. Predominio de células viaveis
ocorreu nos dois grupos no periodo apds 60 dias de tratamento. Em conjunto, estes achados
suportam a conclusdo de que a implantacdo de CTMs autdlogas de tecido adiposo melhorou
discretamente a qualidade do tecido de reparo em comparacdo com o0 grupo controle, mas ainda
estdo longe da qualidade da cartilagem hialina normal. Estudo experimental realizado por
Brittberg et al. (1996) demonstrou ndo apenas o reparo tecidual, mas a regeneracdo de
cartilagem hialina originalmente presente na articulagcdo. Noth et al. (2008) apontaram que
injecOes intra-articulares de CTMs sdo efetivas nos estagios 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
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a dificuldade de regeneragdo do tecido condral que permanece até os dias de hoje (ZORZI et
al., 2015). E importante salientar que a comparagao com outros resultados na literatura é dificil
devido a variabilidade de protocolos.

Maior quantidade de material hialino em ambos os grupos provavelmente ndo ocorreu
porque os condrdcitos sao células que necessitam de cultivo tri-dimensional, para a manutengédo
do seu fenotipo original, pois em monocamadas estas células se diferenciam, produzindo
componentes da matriz como o colageno tipo | caracteristico da fibrocartilagem e ndo da
cartilagem hialina, portanto, sendo consequéncia de alteracdo da expressdo génica, conforme
salientado por Jayasinghe, (2013) e Murata et al. (2015). Sendo assim, quando se trabalha com
cartilagem articular, o interesse é somente tecido cartilaginoso hialino, pois em uma abordagem
articular a producéo de colageno tipo |, indica fibrose, ou seja, a transformacéo do tecido hialino
em fibroso. A fibrocartilagem é um tecido de transicdo e apresenta propriedades, funcionais e
estruturais, entre o tecido conjuntivo denso e a cartilagem hialina. Como citado por Ghivizzani
et al. (2000), a fibrocartilagem, embora resistente a tensdes, caracteriza-se pela presenca de
coladgeno 1. Portanto, a formacdo de fibrocartilagem observada é indesejada, por alterar as
propriedades estruturais e biomecéanicas da articulacdo (VIDOTTO et al., 2013).

Com o uso de biotecnologia surgiram alternativas, como o uso de fatores de crescimento
(TALHEDEN et al., 2005) ou biomateriais (BRODKIN et al., 2004). O avan¢co mais
significativo na area de regeneracdo condral esta relacionado a terapia celular (COHEN et al.,
2008) como a utilizada no estudo. Grande et al. em 1987 propds o reparo de lesdes condrais
com o uso de células autélogas.

Dados da literatura confirmam os resultados deste ensaio, afirmando que as CTMs séo
capazes de se diferenciarem em fenotipo celular especifico, dependendo do ambiente em que
estdo residentes. Segundo Djouad et al. (2007), a diferenciacdo das CTMs e condrécitos pode
ser o fator importante da interacdo entre as CTMSs 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 condrocitos ou osteoblastos
residentes.

Csaki et al. (2008) propdem que a diferenciacdo in vivo das CTMs ¢ iniciada pela
interacdo 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
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de crescimento sollveis, proteinas da matriz extracelular como proteoglicanos e colageno ou
por interacdo direta com os condrdcitos residentes. Todavia, 0s mecanismos de interacoes
celulares no microambiente da osteoartrite, que influencia a diferenciacdo condrogénica e
osteogénica das CTMs ainda ndo foram completamente elucidados. Além disso, os fatores que
podem modular o fen6tipo condrogénico das CTMs ainda ndo estdo, compreensivamente, bem
estabelecidos (LEYH et al., 2014).

Algumas limitac6es foram identificadas no desenvolvimento da presente pesquisa. O
grau de osteoartrite, como mencionando anteriormente foi considerado leve, conforme ocorreu
no estudo de Kikuchi et al. (1998). Sugere-se aumento da concentracdo de colagenase na
solucdo indutora de OA. Além disso, parametros pré-clinicos de modelo animal incluindo
histologia e avaliagdes biomecanicas apresentariam maiores informacdes. O presente estudo
utilizou apenas parametros radiograficos e histologicos. Métodos histologicos mais
sofisticados, tais como histomorfometria, coloragdo imuno-histoquimica e microscopia
polarizada ndo foram utilizados.

Outra limitacdo diz respeito a avaliacdo histoldgica, na qual analisou-se apenas uma
secdo da regido central da articulacdo. Idealmente, mais secdes deveriam ser avaliadas para
abordar a heterogeneidade do tecido reparado na lesdao. Métodos de diagnostico por imagem
mais avan¢ados, cComo a ressonancia magnética ou a tomografia computadorizada poderiam ser
mais elucidativos do que imagens radiograficas. A utilizacdo de biomarcadores de degeneracéo
celular e inflamacdo poderiam servir como medida de avaliacdo dos resultados do tratamento
da osteoartrite e progresso da mesma. Essas moléculas sdo precursoras ou produtos do
metabolismo liberados no soro, urina e liquido sinovial, e seus niveis correlacionam-se com
alteracdes osteoartriticas na articulacéo.

Por fim, 90 dias representam periodo de acompanhamento experimental, mas pode ser
considerado demasiadamente curto para avaliar alteracGes degenerativas e comportamento do
tecido regenerativo. Sugere-se acompanhamento por periodo maior de tempo, conforme
indicado por Wei et al. (2014) e Zorzi et al. (2015).
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CONCLUSAO

Com base nas condi¢Oes em que foram realizadas as diversas etapas deste experimento,

conclui-se que:

O protocolo de coleta de tecido adiposo, isolamento e expansdo das células-
tronco mesenquimais autologas de coelhos, revelaram-se satisfatorios e
propicios a obtencéo de namero viavel de células;

Foram observados efeitos benéficos discretos do uso de CTMs autdlogas
derivadas do tecido adiposo na regeneracao da cartilagem articular do quadril de
coelhos submetidos a osteoartrite experimental, comprovada pela andlise
histoldgica;

N&o houve diferenga estatistica significante do sucesso do tratamento da
osteoartrite experimentalmente induzida com colagenase, no periodo analisado;
A inducéo de osteoartrite quimica foi considerada leve;

O modelo de estudos mostra-se factivel para outras espécies animais, inclusive

para dar suporte a medicina regenerativa em geral.
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ANEXO 1
Normas Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Comité de Etica
E indispensavel anexar copia, em arquivo PDF, do Certificado de Aprovacdo do
Projeto da pesquisa que originou o artigo, expedido pelo CEUA (Comité de Etica
no Uso de Animais) de sua Instituicdo, em atendimento a Lei 11794/2008. O
documento deve ser anexado em “Ethics Conmitee” (Step 6). Esclarecemos que o

namero do Certificado de Aprovacédo do Projeto deve ser mencionado no campo

Material e Métodos.
Tipos de artigos aceitos para publicacao
Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que

os resultados séo posteriores ao planejamento da pesquisa.

Sec0Oes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliacado (somente na "Title
Page" — Step 6), Resumo, Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussao (ou Resultados e Discussédo), Conclusfes, Agradecimentos (quando

houver) e Referéncias.

O numero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas, figuras e

Referéncias.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

Preparacédo dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal.
Formatacao do texto

« Otexto NAO deve conter subitens em nenhuma das sec¢des do artigo, deve
ser apresentado em arquivo Microsoft Word e anexado como “Main Document”

(Step 6), no formato A4, com margem de 3cm (superior, inferior, direita e
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esquerda), na fonte Times New Roman, no tamanho 12 e no espagamento de
entrelinhas 1,5, em todas as péaginas e sec¢bes do artigo (do titulo as

referéncias), com linhas numeradas.

SecOes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo
ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiacdo: Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e 0 seu e-mail para
correspondéncia devem ser indicados com asterisco somente no “Title Page” (Step

6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser 0 mesmo apresentado no cadastro contendo até
200 palavras em um s6 paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar reviséo
de literatura. Incluir os principais resultados numericos, citando-o0s sem explica-los,

guando for o caso. Cada frase deve conter uma informacéo completa.
Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo duas*.

* na submisséo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto
keyword (inglés) quanto palavra-chave (portugués), independente do idioma em

gue o artigo for submetido.

Introducao: Explanacao concisa na qual os problemas seréo estabelecidos, bem
como a pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas

referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos geneticamente
modificados deverdo constar obrigatoriamente o niumero do Certificado de

Aprovacéo do CEUA. (verificar o Item Comité de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.
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Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separagdo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da
tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em
algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida
como Tab seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando
referir-se a vérias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (0 menor tamanho aceito
€ oito). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu
entendimento. As tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto
de preferéncia apds a sua primeira citacao.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe inicialmente a
palavra Figura, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.:
Figura 1.) e é citada no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem
(ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas
no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados no formato
JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo proprio de
submissao, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente
inseridas no corpo do texto de preferéncia ap0s a sua primeira citacao.
Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informacdo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a

correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discusséo: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secdes
Resultados e Discusséo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor,

sem prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusdes: As conclusées devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisao de literatura,

discussao, repeticdo de resultados e especulacoes.

Agradecimentos: Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.
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Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-
se preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e internacionais,
indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto,
somente quando indispensaveis. Sdo adotadas as normas gerais da
ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:
1. Citagbes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacao para evitar interrup¢éo na

sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou
Anuério... (1987/88);
o dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974);
e« mais de dois autores: (Ferguson et al.,, 1979) ou Ferguson et al.
(1979);
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artigos do mesmo ano.
Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situa¢cdes excepcionais pode-se reproduzir a informacao
ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento
nao consultado com o ano de publicacéo, seguido da expresséo citado por e o
sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias deve-se

incluir apenas a fonte consultada.

Comunicacdo pessoal. Ndo faz parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se o
sobrenome do autor, a data da comunicagédo, nome da Instituicdo a qual o autor é

vinculado.
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