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OCAMPO, P.E. Potencial do &cido hialurénico e triancinolona acetonida,
isolados e combinados, na diferenciacdo condrogénica de células-tronco
mesenquimais. Botucatu, 2018. 60p. Dissertacédo (Mestrado em Biotecnologia
Animal — Cirurgia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O estudo foi dividido em duas abordagens. Na primeira efetuou-se uma reviséo
sobre alguns aspectos da cartilagem articular (generalidades e histogénese),
patogénese da osteoartrite, bem como algumas possibilidades de tratamentos
intra-articulares. Na segunda foi desenvolvido estudo experimental que teve por
objetivos avaliar o comportamento do acido hialurdnico (AH) e da triancinolona
acetonida (TA), utilizados de forma isolada ou combinada, no processo de
diferenciacdo condrogénica de células tronco mesenquimais (CTMSs) in vitro.
Foram utilizadas CTMs equinas pertencentes a um banco celular em terceira
passagem. Os pellets de CTMs foram divididos equitativamente, sendo
estabelecidos quatro grupos, cada um com trés amostras: Controle, AH, TA e
AH/TA. O cultivo foi mantido por 14 dias. O potencial de diferenciacédo
condrogénica foi analisado mediante avaliagdo histomorfologica, producao de
GAG e imunohistoquimica. Histomorfologicamente o grupo AH/TA e, mais
especificamente no AH, as células apresentaram caracteristicas semelhantes
ao tecido articular. A producdo de GAG foi intensa para o Grupo Controle,
moderada para o AH/TA, e minima para os grupos TA e AH. Nos grupos
controle e TA as células ndo apresentaram morfologia similar a condrdcito. No
dia 14, nenhum grupo teve marcacdo superior para colageno tipo Il quando
comparada com o controle. A matriz extracelular dos grupos AH e AH/TA teve
marcacao mais intensa para colageno tipo Il do que os grupos TA e controle.
De uma forma geral, foi possivel concluir pela analise histologica que o AH
estimulou morfologia similar a condrocito nos diferentes grupos, porém com
baixa expressdo de moléculas especificas de cartilagem; a TA potencializou a
formacao de uma matriz extracelular mais compacta e organizada com maior

porcentagem de células marcadas para colageno tipo Il.

Palavras-chave: Condrocitos,  corticosteroides,  viscossuplementacéao,

Osteoartrite



OCAMPO, P.E. Potential of hyaluronic acid and triamcinolone acetate
iIsolated or combined in chondrogenic differentiation of mesenchymal
stem cells. Botucatu, 2018. 60p. [Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia
Animal — Cirurgia) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista]

SUMMARY

The study was divided into two approaches. In the first approach, a review
about some aspects of articular cartilage (generalities and histogenesis),
pathogenesis of osteoarthritis was done, as well as some possibilities of intra-
articular treatments. In the second approach, an experimental study was carried
out to evaluate the behavior of hyaluronic acid (HA) and triamcinolone
acetonide (TA), isolated or combined, during in vitro process for chondrogenic
differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs). Equine MSCs from a cell
banking were used at third passage. The CTM pellets were divided equally and
four groups were established, each with three samples: Control, HA, TA and
HA/TA. The total time of culture was 14 days. The culture was maintained for 14
days. The potential for chondrogenic differentiation was investigated through
histological and immunohistochemical evaluations. Histomorphologically the
AH/TA group and, more specifically in AH, the cells presented similar
characteristics to the joint tissue; In the control and TA groups the cells had no
chondrocyte-like morphology. The GAG production was intense for the Control
Group, moderate for the AH / TA, and minimal for the TA and AH groups. On
day 14, no group showed an intense staining for type Il collagen when
compared to the control. The extracellular matrix of the HA and HA/TA groups
showed more intense staining than TA and control groups. In general, it was
possible to conclude from histological analysis that AH stimulated chondrocyte-
like morphology in the different groups, but with low expression of cartilage-
specific molecules; TA increased the formation of a more compact and
organized extracellular matrix with a higher percentage of cells marked for type

Il collagen.

Key words: Chondrocytes, corticosteroids, viscosupplementation, osteoarthritis



CAPITULO 1



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A Osteoartrite (OA), também denominada doenca articular degenerativa
(DJD, da sigla em inglés), € um processo caracterizado por dor e claudicacao,
associado as alteracbes dos tecidos das articulagbes sinoviais, incluindo a
perda de cartilagem articular (SANDERSON et al., 2009). Esta doenca nao é
entidade especifica, mais sim uma sequela comum a varias formas de leséo
articular e envolve interacdo entre fatores biolégicos e mecanicos sobre a
cartilagem articular, osso subcondral e liquido sinovial (MAXIE, 2015).

A OA tem impacto mundial, com significante perda econdmica tanto
sobre a populacdo animal, em especial nos equinos e cdes, como também
humana (FOX, 2009; MCILWRAITH et al., 2012). Aproximadamente 20% de
cdes com mais de um ano de idade serdo afetados pela afeccéo
(SANDERSON et al., 2009).

Em humanos, a doenca é considerada multifatorial, com risco para a
susceptibilidade no nivel individual (idade, sexo, obesidade, genética, raca,
dieta, metabolismo O6sseo) e articular (injuria, atividade, ocupacéo,
articulagéo/osso, forca, alinhamento) (NEOGI e ZHANG, 2013). Por exemplo, a
obesidade é considerada um dos principais fatores de risco, em especial na OA
do joelho (COOPER et al., 2013; NEOGI e ZHANG, 2013). Por sua vez, em
cdes h& maior incidéncia nos mais idosos, em especial naqueles com
sobrepeso ou obesos (FOX, 2009; MAXIE, 2015). Até o momento ndo héa cura,
por isso o0s tratamentos visam reduzir o desconforto e a melhora da mobilidade
articular (SOUZA, 2016).

Com objetivo de obter resultados mais efetivos e rapidos, muitas vezes
sdo empregadas combinacbes de terapias, tais como anti-inflamatorios,
analgésicos, nutracéuticos (administradas de forma oral, parenteral ou intra-
articular), dietas funcionais, terapias fisicas e alternativas; ou mesmo o
tratamento cirdrgico com o intuito de diminuir a progressao da doenca, ou para
substituir a articulacdo (SANDERSON, 2009). Uma outra modalidade
terapéutica € a viscossuplementacdo, com o0 uso intra-articular de acido
hialurénico (AH), com ou sem corticosteroides (REZENDE e CAMPOS, 2012).

O AH tem sido avaliado em analises in vivo ou in vitro, as quais

demostraram o potencial benéfico da medicacdo (SUCCAR et al., 2016;



OSTALOWSKA et al.,, 2017). No entanto, um estudo de meta-andlise em
pacientes humanos com OA, concluiu que o AH intra-articular est4 associado a
beneficio clinico irrelevante, com risco de eventos adversos (RUTJES et al.,
2012). Por sua vez, ha também pesquisas sobre as sequelas apos a aplicacéo
intra-articular dos corticosterdides e outros destacando os efeitos benéficos,
porém com acéo temporéaria de 1 a 4 semanas (TEHRANZADEH et al., 2005).
Em estudo in vitro com células mesenquimais equinas foi observado, que a
triancinolona acetonida (TA) reduziu a viabilidade celular (EDMONDS et al.,
2016).

Embora inimeras pesquisas sobre OA tenham propiciado melhor
compreensao com relacdo a estrutura, processos bioquimicos e metabolismo
da cartilagem, ainda sdo necessarios estudos com base nas opcdes de
tratamento existentes e suas combinagdes (GOODRICH e NIXON, 2006).

O cultivo celular € um dos métodos de escolha para avaliar diferentes
tratamentos, pelas suas vantagens no controle do microambiente, a
possibilidade de caracterizacdo e a homogeneidade das amostras, 0 baixo
custo, escala e mecanizacdo e o modelamento in vitro de condi¢des in vivo
(FRESHNEY, 2010). Um dos métodos para avaliagdo de condrogénese é
mediante o cultivo de células mesenquimais de medula Ossea, que tem
caracteristicas importantes, tais como a capacidade de aderéncia ao plastico, o
perfil imunofenotipico definido e o mais importante, a habilidade para se
diferenciar em ostedcitos, condrdcitos e adipdocitos (CIUFFREDA et al., 2016).

Considerando a importancia em aprofundar a compreensao da evolugao
do tratamento da OA, o presente estudo se justificou visto ter avaliado o
comportamento do AH e da TA no processo de diferenciacdo condrogénica de

células-tronco mesenquimais (CTMs) equinas in vitro.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Generalidades sobre a cartilagem articular

A cartilagem é um tecido conjuntivo avascular, com células dispersas, cujas
caracteristicas bioquimicas refletem principalmente a composicdo da matriz
extracelular (MEC) (LANZER e KOMENDA, 1990). Dependendo da localizacéo
no corpo e composicao da MEC, a cartilagem € classificada em hialina, elastica
e fibrocartilaginosa (FOX, 2009). No entanto, h& predominio da forma hialina
(UMLAUF et al., 2010), da qual a articulacao é formada (FOX et al., 2009).

A cartilagem articular e o liquido sinovial tém papel mecéanico importante
nas articulacdes diartrodiais e, consequentemente, no funcionamento do corpo,
cumprindo func¢des importantes, tais como: 1) prover superficie lisa e lubrificada
entre 0s 0ssos adjacentes, minimizando o desgaste; 2) amortecer e distribuir as
forcas aplicadas nas extremidades durante as atividades do individuo
(SANCHEZ-ADAMS et al., 2014).

Entre os principais componentes da cartilagem articular, 1% do volume
total do tecido é formado pelos condrdcitos, o Unico tipo celular presente
(KISIDAY et al., 2004). Os condrécitos séo células altamente diferenciadas com
capacidade limitada de proliferacdo e migracdo (CARRANZA et al., 2000), que
se localizam em lacunas no interior da cartilagem e sintetizam os compostos
necessarios para a manutencdo da MEC, além de a estabilizarem (SILVA et al.,
2015). A nutricdo do condrécito ocorre em condicdes de anaerobiose
(HAUSELMANN et al., 1994) por meio de uma barreira de difusédo, levando
sustancias oriundas dos capilares do tecido conjuntivo fibroso, localizado no
pericondrio. Estas caracteristicas fazem do condrécito uma célula com baixo
potencial de reparacdo (BORRELLI e RICCI, 2004; SILVA et al., 2015).

Os 99% restante da cartilagem articular é constituido pela MEC,
altamente especializada e composta por: colageno tipo Il, proteoglicanos,
proteinas ndo colagenosas, glicoproteinas, agua e eletrolitos dissolvidos
(KISIDAY et al., 2004; McGEADY et al., 2017). O colageno tipo Il € o composto
mais abundante e o principal na MEC (80-90%), proporcionando resisténcia a
tracdo (EYRE e WU, 1995), ao passo que os proteoglicanos proporcionam
resisténcia a compressao (HAUSELMANN et al., 1994). Além disso, existem



também subunidades de proteoglicanos e gligosaminoglicanos (GAGs) (AN e
MARTIN, 2003).

Segundo Rezende et al. (2000), para manter estavel a cartilagem
articular € necessaria a regulacdo do ambiente interno; esta regulacdo mantém
o balanco, de forma a ndo ocorrer ganho ou perda do tecido. Dois sdo os
fatores de crescimento que ajudam neste processo, o fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1), e o fator de crescimento transformante beta
(TGF-b). Ambos estimulam a sintese de agrecanos e de colageno, além das
citocinas como, interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose

tumoral alfa (FNT-a), que estimulam a degradacéo da matriz.

2.2. Histogénese da cartilagem

Para conhecer as caracteristicas da cartilagem é essencial ter claro o
processo histogénico deste 6rgdo. A formacdo da cartilagem ocorre
principalmente no processo de embriogénese, tendo alguns processos de
reparacdo em adultos (PITSILLIDES e BEIER, 2011). Na gestacdo, células
mesenquimais provenientes do mesoderma (SEKIYA et al. 2002;
KOZHEMYAKINA et al., 2015) sdo condensadas nas regibes onde ira se
formar a futura articulacdo, denominada de interzona (DECKER et al., 2014,
LONGOBARDI et al., 2015; McGEADY et al., 2017). Nesta regido, as células
mesenquimais irdo se diferenciar em condroblastos e posteriormente em tecido
cartilaginoso ou 6sseo, dependendo do caso (SEKIYA et al., 2002; PACIFICI et
al., 2005; KOZHEMYAKINA et al., 2015; McGEADY et al., 2017). Todos estes
mecanismos sdo controlados por moléculas de sinalizacdo, fatores de
crescimento, fatores de transcricdo e outras moléculas regulatorias
expressadas pela cartilagem (KOZHEMYAKINA et al., 2015; McGEADY et al.,
2017).

2.3. Patogénese da osteoartrite

A OA é a causa mais comum de incapacidade motora e afeta até 15%
da populacdo humana com mais de 60 anos. Segundo as Nacdes Unidas
(2004), para o0 ano 2050 essa cifra aumentara a 20%, ou seja, 130 milhdes de
pessoas irdo sofrer OA (WHO, 2013). Em cdaes, aproximadamente 20%

daqueles com mais de 12 meses de idade s&o diagnosticados com OA



(SANDERSON et al., 2009). A afeccdo é classificada como doencga articular
ndo inflamatéria, porém com presenca de componente inflamatério,
reconhecido por meio de sintomas como dor, edema e rigidez articular
(GOLDRING e OTERO, 2011; GOLDRING, 2012).

A doenca tem multiplas interacdes bioquimicas e biomecéanicas,
podendo ser classificada como primaria ou secundaria (FOX, 2009). A priméria
ocorre predominantemente em animais idosos, devido ao desgaste natural pela
idade (DeCAMP et al., 2016). Os condrdcitos na cartilagem idosa possuem
atividade enfraquecida, com evidente fenotipo secretério de senescéncia e
aumento de produtos finais da glicacdo, que se encontram associados as vias
de sinalizacdo desreguladas, atividade sintética alterada e aumento da sintese
de citocinas e quimiocinas, as quais desencadeiam a expressdao de
metaloproteinases e outros mediadores inflamatorios (GOLDRING e OTERO,
2011). Para neutralizar esse efeito os condrdcitos tém mecanismo de protecao
denominado autofagia; no entanto, 0 mecanismo encontra-se ausente em
células que completaram o ciclo, razdo pela qual, a idade esta relacionada com
a morte celular e o desenvolvimento da OA (FOX, 2009; GOLDRING e
OTERO, 2011).

A OA desenvolve-se secundariamente a doencas conhecidas que
afetam a articulacéo e as estruturas de suporte, sendo esta o tipo de OA mais
observada em pequenos animais (DeCAMP et al., 2016). E consequéncia de
forcas anormais em articulagbes normais (trauma, instabilidade), ou forcas
normais em articulacées anormais (displasias, alteracdes no desenvolvimento),
resultando ambas em forcas biomecéanicas anormais e mau alinhamento (FOX,
2009; GOLDRING, 2012). A obesidade ¢é outro fator de risco importante para o
desenvolvimento e progressdo desta doenca (FOX, 2009; GOLDRING e
OTERO, 2011). O tecido adiposo sisttmico e o infrapatelar secretam
substancias ativas denominadas adipocinas, as quais contribuem para o estado
inflamatorio de baixo grau do paciente obeso, podendo afetar diretamente a
homeostase da cartilagem (GOLDRING e OTERO, 2011).

A OA afeta toda a articulagéao (cartilagem, membrana sinovial, meniscos,
tenddes, ligamentos e 0ss0s), porém a cartilagem é considerada o tecido alvo e
sua quebra é a maior caracteristica da doenca (KAPOOR et al., 2011). A

degradacéo do colageno tipo Il € o evento inicial que determina a progressao



irreversivel da doenca (GOLDRING e OTERO, 2011). Uma vez que o colapso
da cartilagem ocorre, os condrécitos responsaveis por manter os componentes
da matriz em equilibrio ndo conseguem manter o0s agrecanos e, por
conseguinte a agua, proporcionando ambiente mecanicamente instavel
(MALDONADO e NAM, 2013). Com a degeneracdo da cartilagem articular ha
fibrilacdo da matriz, presenca de fissura, ulceracdo macroscépica e perda da
espessura total da superficie articular (REZENDE et al., 2000; MARTEL-
PELLETIER, 2004). Além disso, se pode observar degradacdo da cartilagem
articular, espessamento do osso subcondral, formacdo de ostedcitos, grau
variavel de inflamacdo do liquido sinovial, degeneracdo de ligamentos e
meniscos, e hipertrofia da capsula articular (LOESER et al., 2012).

A progressdo da doenca € dividida em trés etapas: estagio 1 — quebra
proteolitica da matriz cartilaginosa, estagio 2 — fibrilacdo e eroséo da superficie
cartilaginosa com liberagdo de produtos no fluido sinovial, estagio 3 —
inflamacédo sinovial com producdo de proteases e citocinas pro-inflamatorias
(MARTEL-PELLETIER, 2004). Contudo, a sequéncia exata dos eventos nao
esta clara, ou seja, a relacdo temporal entre dano do o0sso subcondral,
inflamagé@o cronica do tecido sinovial e erosdo da cartilagem sao ainda
desconhecidos (KAPOOR et al., 2011).

Segundo Martel-Pelletier (2004), estudos citam as metaloproteases
como as responsaveis pela digestdo da matriz. Dentro desta familia, a
colagenase é responsavel pela degradacédo do colageno, a estromelisina pela
degradacdo do proteoglicano, e a agrecanase pela fragmentacdo do
proteoglicano. Além disso, o balanco anabdlico e catabdlico das citocinas
determina a integridade do tecido articular, sendo a interleucina 1B (IL-1B) e o
TNF-a responsaveis pelo processo catabdlico (REZENDE et al.,, 2000;
MARTEL-PELLETIER, 2004; KAPOOR et al., 2011). Contudo, outras citocinas
pré-infamatdrias podem também estar envolvidas, incluindo a IL-6, fator inibidor
de leucemia (LIF), IL-17, IL-8 e IL-18 (MARTEL-PELLETIER, 2004).

A IL-1B e o TNF-a induzem, de acordo com Kapoor et al. (2011), a
producdo de espécies reativas de oxigénio, principalmente oxido nitrico e anion
superoxido, que contribuem para a degradagéo da cartilagem. Isso se torna um

processo com ciclo vicioso, ja que o aumento de 6xido nitrico ativa a produgéo



de metaloproteases, as quais inibem a sintese de proteoglicano e colageno,
gerando apoptose e degradacgao da cartilagem.

2.4 Tratamentos

As medicagbes que atuam no processo de OA teoricamente deveriam
ter a capacidade de modificar a doenca, seja na prevencéo, retardo, reversao
ou estabilizacdo (REZENDE e GOBBI, 2009).

LOHMANDER, e TUGWELL (2008), citaram que, segundo a OARSI
(Sociedade internacional de investigacdo para a OA), de 51 modalidades de
tratamento descritas para o tratamento da OA do joelho e quadril em pacientes
humanos, 21 foram recomendadas. Dessas, 12 foram ndo farmacoldgicas, oito
farmacoldgicas e cinco eram modalidades cirlrgicas. Das modalidades
farmacolégicas foram citados o acetaminofeno, os anti-inflamatorios né&o
esteroidais seletivo e ndo seletivo da ciclooxigenase-2, os anti-inflamatérios
nado esteroidais topicos e capsaicina, inje¢cdes intra-articulares de
corticosterdides e hialuronatos, glucosamina e/ou sulfato de condroitina para
alivio de sintomas; sulfato de glucosamina, sulfato de condroitina e diacereina
para possiveis efeitos modificadores da estrutura e o uso de analgésicos

opibides para o tratamento de dor refrataria.

2.4.1 Acido hialurénico

O AH possui varias funcbes, como viscoelasticidade para o fluido
articular e lubrificacdo dos tecidos moles intra-articulares, além de ser um
importante componente da matriz cartilaginosa articular e sintetizado
localmente pelos condrdcitos (GOODRICH e NIXON, 2006).

O liquido sinovial na OA apresenta reducdo na sua viscoelasticidade,
possivelmente devido a alterac&o estrutural oxidativa do AH presente na matriz
extracelular (BASTOW et al., 2008). Desta forma, segundo Rezende e Gobbi
(2009), a diminuicdo da mobilidade articular e dor podem estar associadas a
diminuicao do efeito protetor do meio viscoelastico nos receptores dolorosos do
tecido sinovial. Por isso, a alta viscoelasticidade é essencial para que ocorra
lubrificac@o e protecéo das células e tecidos articulares.

O exato mecanismo do AH em nivel celular permanece desconhecido,
com sugestdes de acao anti-inflamatéria (GOODRICH e NIXON, 2006). Wang



et al. (2006) avaliaram o efeito do AH na expressdo génica de 16 citocinas e
enzimas associadas a OA, por meio de estudo com sinoviécitos como
fibroblastos obtidos de joelhos de 15 pacientes humanos no estagio inicial da
afeccdo. Segundo os autores, o AH tem efeito modificador da estrutura pela
regulacdo da agrecanase-2 e também efeito anti-inflamatorio pela regulagéo da
TNF-a, IL-8 e oxido nitrico sintetasa (iINOS), os quais podem ser mediados pela
interacdo do AH com o CD44.

Ha também citacbes que o AH reduz a dor por meio de seus efeitos nos
receptores da dor periférica tdo bem quanto no impacto do tecido sinovial, além
do papel em aumentar as propriedades viscoelasticas do fluido sinovial
(GOLDBERG e GOLDBERG, 2010).

Do ponto de vista econémico, é cada vez maior o niumero de trabalhos
demonstrando que, se incorporada ao tratamento da OA em pacientes
humanos, a viscossuplementacdo pode apresentar boa relagdo custo-
efetividade, sendo inclusive capaz de retardar a realizacdo de uma protese total
da articulacdo (TORRANCE et al., 2002). Um estudo em 250 pacientes
humanos com OA do joelho, mostrou que a adicdo de 1 ml de hexacetonida de
triancinolona a viscossuplementacdo (Hylan GF-20) melhorou os sintomas e o
escore funcional s6 na primeira semana, e, aparentemente, ndo aumentou a
probabilidade de efeitos adversos nos 24 meses de observacdo (DE CAMPOS
et al., 2013).

Ha no comércio varios tipos de preparados de AH, com diferentes pesos
moleculares como, por exemplo, o Hylan G-F 20 (6x10° k daltons) considerado
de alto peso molecular e o hialuronato de sédio classificado como de baixo
peso molecular (500-730k daltons) (REZENDE e GOBB, 2009). Entre as
preparacdes injetaveis do AH aprovadas pela FDA (do inglés Food and Drugs
Administration) para tratamento da OA do joelho em pacientes humanos estao:
Synvisc, Hyalgan, Supartz, Orthovisc e Euflexxa (GOLDBERG e GOLDBERG,
2010).

Conforme Goodrich e Nixon (2006), existem controvérsias sobre a
efetividade de acordo como o peso molecular, com hipoteses que os de maior
peso molecular seriam mais efetivos. Contudo, outros pesquisadores rebatem
essas premissas, afirmando que a atividade é mediada farmacologicamente

mais do que fisicamente.
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O AH entre 0,5 e 1x10°Da é considerado de baixo peso molecular
(Exemplos: Suplasyn, Polireumin, Fermathron e Suprahyal), entre 1 e
1,8x10°Da é de peso molecular intermediario (Exemplos: Osteonil, Orthovisc e
Viscoseal) e 6x10°% Da de alto peso molecular (Exemplo: Synvisc) (REZENDE e
CAMPOS, 2012).

2.4.2 Corticosteroides

Os corticosteroides, também denominados glicocorticoides, possuem
acdo anti-inflamatéria e imunossupressora, com mecanismo complexo
(PEKAREK et al.,, 2011). O uso intra-articular oferece alta concentragcdo do
medicamento no sitio da leséo, interferindo com diversas fun¢cdes imunolégicas
locais (ZULIAN et al., 2003). Entre os efeitos benéficos dos corticosteroides na
cartilagem articular, tém sido citados: a inibichio da degradacdo das
metaloproteinases, 0 aumento do conteddo total de gligosaminoglicanos, a
diminuicdo dos niveis da ciclo-oxigenase 2 e a supressdo de mediadores
inflamatorios (SOUZA, 2016).

Cinco corticosteroides injetdveis tém aprovacdo pela FDA, para o uso
intrarticular em pacientes humanos: acetato de metilprednisolona, triancinolona
acetonida (TA), acetato de betametasona e fosfato sédico de betametasona,
hexacetonida de triancinolona e dexametasona (PEKAREK et al., 2011). Em
equinos, 0os mais usados sdo a TA, o acetato de metilprednisolona e mais
raramente o acetato de betametasona (SOUZA, 2016).

O uso de corticosteroides é controverso, com varios relatos mostrando
seus efeitos deletérios na cartilagem, incluindo diminuicdo do tamanho dos
condrdcitos, necrose de condrdcitos, hipocelularidade, perda e diminuicdo da
sintese de gligosaminoglicanos, inibicdo da sintese de proteoglicanos, entre
outros (GOODRICH e NIXON, 2006). Deve-se ainda considerar que a
gualidade inadequada dos ensaios e a heterogeneidade dos resultados
dificultam a andlise clara dos beneficios clinicos dos corticosteroides (NUESCH
et al.,, 2010). Tem sido sugerido que doses altas enfraquecem a bioquimica
cartilaginosa e contribuem para a quebra da cartilagem, porém doses modestas
a protegem, visto diminuirem a inflamagdo que € prejudicial a cartilagem
(PEKAREK et al., 2011).
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Segundo Mcilwraith (2010), diferentes produtos podem variar com
relagdo aos efeitos benéficos e deletérios. Por exemplo, em equinos
aparentemente os ésteres de betametasona ndo apresentam efeitos deletérios,
a TA é considerada condroprotetora e pode favorecer a recuperacdo da
cartilagem, ao passo que, o acetato de metilprednisolona tem mostrado
consistentemente efeitos deletérios. Desta forma, é inadequado a
generalizacdo dos efeitos nocivos, precisando ser melhor definidos. Por outro
lado, ha os que ndo recomendam o0 uso rotineiro até que os beneficios sejam
melhor esclarecidos (JUNI et al., 2015).

Zulian et al. (2003) compararam tanto a eficAcia como a seguranca, por
um periodo de até 24 meses, da hexacetonida de triancinolona e TA, aplicadas
de forma intra-articular em uma populacdo homogénea de criancas com artrite
idiopéatica juvenil oligoarticular. Segundo os autores, a hexacetonida de
triancinolona foi mais efetiva tanto na avaliagdo mais precoce como na tardia,
independentemente do tempo da afeccdo ou grau de inflamacao local ou
sistémica, isso devido a liberacédo lenta da hexacetonida de triancinolona que
aumenta o tempo de permanéncia na articulacao.

Por meio de estudo de metandlise, Bellamy et al. (2006), avaliaram a
eficacia, a efetividade e a seguranca do uso de corticosteroides intrarticulares,
no tratamento da OA do joelho em pacientes humanos. Os autores concluiram
que os corticosteroides foram superiores ao placebo, sendo a resposta rapida,
porém sem sustentacdo a longo prazo. A hexacetonida de triancinolona foi
superior a betametasona na reducdo da dor até quatro semanas apos a
injecdo. Por sua vez, os produtos com AH, enquanto mais vagarosos no inicio
da acdo, aparentemente propiciaram beneficio mais sustentado. Sendo assim,
0s autores recomendaram que se ha sinais de inflamacdo, uma preparacéo
com corticosteroides oferece o alivio da inflamacéo e dor, ao passo que em
outros casos os produtos com AH (Hylan G-F 20, Hyalgan, Orthovisc) podem
oferecer resposta mais durdvel com melhora da dor e fungcdo do que a
propiciada pelo corticosteroide.

Para avaliar a toxicidade da bupivacaina e TA, Syed et al. (2011)
realizaram cultura de condrécitos multicamadas, a partir de cartilagem obtida
de trés pacientes humanos que foram submetidos a artroplastia. A TA induziu

condrotoxicidade no “plug” articular e na cultura de monocamada, ao passo que
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a bupivacaina induziu condrotoxicidade apenas na cultura de monocamada.
Por sua vez, a combinacdo bupivacaina e TA nado propiciou a morte adicional

de condradcitos.

2.4.3 Acido hialurénico e corticosteroides

Em equinos com artrite traumatica e OA tem sido frequentemente
utiizado o AH e a TA por aplicacdo intra-articular, com o objetivo de
proporcionar efeito anti-inflamatério potente imediato pelo corticosteroide aliado
ao efeito benéfico do AH como farmaco osteoatritico modificador de doenca
(McILWRAITH et al., 2012).

Zhang et al. (2016), compararam os efeitos do tratamento do hidrogel de
AH pré-combinado, com ou sem dexametasona, em modelo de OA induzida
por ruptura do ligamento cruzado cranial em ratos, por meio de avaliagdes
radiograficas, coloracdo da superficie articular com tinta da india, coloracao de
Safranina-O e Fast Green, imunohistoquimica, H-E da membrana sinovial,
PCRqg-reversa para detectar mudancas na expressdao génica. Os autores
concluiram que a combinacao hidrogel de AH com dexametasona apresentou
os melhores efeitos, tanto condroprotetor como anti-inflamatario.

Euppayo et al. (2016), examinaram os efeitos da degradacdo da
cartilagem pela TA em condrdcitos caninos normais e de cdes com OA, bem
como os efeitos da degradacao da cartilagem pela TA em combina¢cdo com AH
de baixo peso molecular. A TA reduziu a viabilidade dos condrdcitos, normais e
osteoatriticos, de maneira concentracdo—dependente. Em explantes de
cartilagem a TA aumentou a severidade do dano estrutural da cartilagem, com
perda de condrocitos e de proteoglicano na cartilagem osteoartritica. O
acrescimo de AH diminuiu a condrotoxicidade da TA apenas nos condrocitos
normais, verificada pela viabilidade dos condrécitos. Segundo os autores, 0 Uso
de TA sozinha ou em combinacdo com AH em condicdes de OA é

preocupante, uma vez que pode levar a destruicdo da cartilagem.

2.5 Células-tronco
As células-tronco (CT) sao células indiferenciadas, ndo especializadas,
com capacidade de auto-replicacdo e auto-renovacdo, ou seja, podem ser

mantidas em culturas em estado indiferenciado por longos periodos de tempo
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(DAVILA et.al., 2004; LI e XIE, 2005). Essas células ddo origem a uma grande
populacdo semelhantes e podem se diferenciar em células especializadas de
mdultiplas linhagens (BYDLOWSKI et al., 2009; DAHLGREN, 2009;
GATTEGNO-HO et al., 2012). A capacidade de auto-replicacéo ocorre por dois
tipos de divisdo celular: divisdo simétrica (cada CT origina duas células-filhas
idénticas) e assimétrica (cada CT origina uma célula filha idéntica, e uma célula
progenitora) (TAYLOR et al., 2007; KOCH et al., 2008; GATTEGNO-HO et al.,
2012).

Segundo Mingroni-Netto e Dessen (2006) e Koch et al. (2008), a
classificagdo pode ser dividida com base no grau de potencialidade, ou
habilidade para diferenciacdo em: totipotentes (capacidade de criar um
individuo inteiro), pluripotentes (capacidade de se diferenciar em células do
mesoderma, endoderma e ectoderma), multipotentes e onipotentes
(capacidade de se diferenciar em um numero limitado de linhagens). Quanto ao
local de origem podem ser classificadas em embrionarias, adultas e
pluriropotencias induzidas (GATTEGNO-HO et al., 2012):

e As embrionérias tém capacidade de se transformar em qualquer tipo de
célula adulta, sendo encontradas no interior do embrido, quando ele esta
no estagio conhecido como blastocisto.

e As adultas tém capacidade de se dividir e gerar tanto uma nova célula
idéntica e com 0 mesmo potencial, como outra diferenciada, sdo obtidas
principalmente, no tecido adiposo, na medula éssea (MO), no sangue do
corddo umbilical e além de outras.

e Pluripotenciais induzidas (iPs) sao células que sofrem um processo de
reprogramacao pela insercdo de um virus contendo 4 genes (oct-4, sox-
2, KIf-4 e c-Myc) ou peptideos. Estes se inserem no DNA da célula
adulta (por exemplo da pele) e reprogramam o cdodigo genético. Com
este novo programa, as células voltam ao estagio de uma célula-tronco
embrionaria e possuem caracteristicas de auto-renovacdo e a

capacidade de se diferenciarem em qualquer tecido.

2.5.1 Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTMs ou do inglés, Mesenchymal

Stem Cells - MSCs) que séo classificadas como CT adultas provenientes do
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mesoderma e apresentam uma grande plasticidade fenotipica (NARDI e
MEIRELLES, 2006). Devido as propriedades plastico-aderentes possuem a
habilidade de adotar morfologia fibroblastoide e, sob condi¢cdes especiais,
podem se diferenciar em adipocitos, condrécitos e ostedcitos (DOMINICI et al.,
2006).

Essas células multipotentes foram principalmente isoladas de MO,
porém como 0 numero e a capacidade de diferenciacdo diminuem com a idade,
0 potencial terapéutico também declina com o tempo (MUELLER, 2001).
Devido a esta limitacdo outras fontes foram identificadas, sendo possivel isolar
CTMs em tecidos de origens fetal e adulto, tais como: tecido adiposo (ZUK et
al.,, 2001), sangue de corddo umbilical (BIEBACK et al.,, 2004), sangue
periférico (KUZNETSOV et al., 2001), tecido de conexdo da derme (JIANG et
al., 2002) e musculo esquelético (BIANCO et al., 2008).

Em cultura o desempenho das CTMs € mais conhecido comparado com
in vivo, tendo como principais propriedades: 1) auto-renovacéo e plasticidade,
2) capacidade quimiotatica e migracao para os locais de leséo e inflamacéao, 3)
secrecdo de mediadores paracrinos e fatores troficos, 4) propriedades
imunomoduladoras, 5) propriedade antigénica, 6) papel de regulacdo durante
reacdes inflamatoérias locais (MEIRELLES e NARDI, 2009; MASTRI et al.,
2014).

As caracteristicas das CTMs, a disponibilidade em grande numero, a
facilidade de isolamento e purificacdo, a expansao sem inducdo espontanea de
diferenciacdo, bem como a capacidade de diferenciacdo em qualquer tipo de
célula especializada de origem mesodermal, fornece aos pesquisadores células
de valor inestimavel, que podem servir para o estudo e o desenvolvimento do
reparo tissular, com o objetivo de corrigir lesbes provocadas por doencas
congénitas ou degenerativas (MATIKAINEN et al., 2005; AMORIN et al., 2012).

2.5.2 Obtencao e caracterizacdo

A obtencdo das CTMs pode ser da MO, tecido adiposo, (ZUK et al.,
2001), sangue do cordao umbilical (BIEBACK et al., 2004), sangue periférico
(KUZNETSOV et al., 2001), tecido de conexao da derme (JIANG et al., 2002),

musculo esquelético (BIANCO et al., 2008) entre outros.
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Para a caracterizagdo das CTMs, a Sociedade internacional de terapia
celular (SITC do inglés International Society for Cellular Therapy) propos trés
critérios basicos para que se possa definir uma célula como sendo CTMs.
Assim, as células devem ser: (1) plastico-aderentes, caso sejam mantidas em
condi¢gBes basicas de cultura; (2) com padrdo fendétipo positivas para CD73,
CD90 e CD105, e negativas para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 e HLA-
DR; e (3) capazes de se diferenciar em fibroblastos, osteoblastos, adipécitos e
condroblastos, quando expostas in vitro as linhagens correspondentes
(DOMINICI et al., 2006).

2.5.3 Diferenciacdo condrogénica

A capacidade das CTMs de se diferenciarem em condigdes in vitro em
diversos tecidos, tais como o0sso, cartilagem (condrocitos), gordura
(PITTENGER et al., 1999), musculo (FERRARI et al., 1998) e hepatdcitos
(PETERSEN et al, 1999), varia segundo a presenca especifica de
determinadas moléculas jA bem conhecidas.

Para a diferenciagdo em condrécitos, as CTMs devem ser cultivadas
sem a presenca de soro fetal ou adulto (de origem animal ou humana) (BARRY
et al., 2004), ou em baixas concentragbes (BERTINI, 2009). O formato do
cultivo deve ser tridimensional e conter um meio nutritivo com alguns dos
membros da familia do TGF- (transforming growth factor — ). De acordo com
Lee et al. (2004), o TGF-B2 e o TGF-33 sdo os mais efetivos na promogao da
condrogénese, além de TFN-3, IGF-1, BMP-2 e BMP-6, insulina, transferrina,
piruvato. Recentes estudos tém demonstrado que TGF e outros fatores como
BMP-2 e GDF-5 (fator de crescimento e diferenciacao) induzem rapidamente a
expressao de colageno do tipo II, sugerindo um papel critico na sinalizacao da
superfamilia TGF na expressao de genes especificos de condrocitos.

Quando cultivadas nestas condi¢cbes, as CTMs rapidamente perdem a
morfologia fibroblastoide e comecam a desenvolver uma multicamada com
matriz extracelular, que expressa componentes especificos da cartilagem, tais
como proteoglicano e gligosaminoglicanos (BARRY e MURPHY 2004). Em
culturas de 10 a 14 dias, as células passam a produzir colageno, caracteristico
da cartilagem articular. Do mesmo modo, apresentam marcadores de superficie

positivos para condrécitos, como colageno tipo Il (MUSUMECI et al., 2014),
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Sox-9 (LIAO et al., 2014) e agrecan (MAGALHAES et al., 2014), os quais
confirmam a inducdo da condro-diferenciacdo, além de se observar por
microscopia Otica a formacdo de lacunas celulares tipicos (McGEADY et al.,
2017).

OBJETIVO GERAL
Avaliar o comportamento do AH e TA isolados e combinados, no processo de
diferenciacéo condrogénica de células-tronco mesenquimais (CTMs) equinas in

vitro.

Objetivos especificos
e Determinar a producédo de GAG no dia 14 de cultivo.
e Determinar a producédo de Colageno tipo Il no dia 14 de cultivo.
e Avaliar qual tratamento promove histomorfologicamente caracteristicas

condrogenicas.

HIPOTESE
A aplicacdo de AH e TA promove melhor diferenciacdo condrogénica de células

tronco mesenquimais equinas in vitro, quando comparadas com o controle.
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RESUMO

A osteoartrite caracteriza-se por dor e claudicacdo, sendo considerada processo nédo
especifico, mais sim uma sequela comum a vérias formas de lesdo articular, com
envolvimento de fatores bioldgicos e mecanicos. Desta forma, o objetivo da presente
revisdo foi discorrer sobre alguns aspectos da cartilagem articular (generalidades,
histogénese), patogénese da osteoartrite, bem como algumas possibilidades de
tratamentos intra-articulares para a osteoatrite. A cartilagem articular, juntamente com o
liquido sinovial, tém papel mecéanico importante nas articulacdes diartrodiais. Os
condrdcitos estdo entre os principais componentes da cartilagem articular e séo
apontados como células altamente diferenciadas com capacidade limitada de
proliferacdo e migracdo. O outro componente € a matriz extracelular constituida de
colageno tipo Il, proteoglicanos, proteinas ndo colagenosas, glicoproteinas, agua e
eletrolitos. A osteoartrite é classificada como doenca articular ndo inflamatoria, com
maultiplas interacdes bioquimicas e biomecanicas. Todos 0s componentes da articulacao
podem ser comprometidos, porém a cartilagem é considerada o tecido alvo. A afeccdo
pode ser classificada como primaria, que ocorre predominantemente em animais idosos,
e secundaria, decorrente de doencas que afetam a articulagdo e as estruturas de suporte.
Entre os tratamentos intra-articulares para a osteoartrite estdo a viscossuplementacéo
com &cido hialurénico, o uso de corticosteroides, e a combinacdo de acido hialurdnico e
corticosteroides. Contudo, ha ainda varias controvérsias quanto a eficacia.

Palavras-chave: articulacdo, dor, doenca.

INTRODUCAO

A osteoartrite, também denominada doenca articular degenerativa, € um
processo caracterizado por dor e claudicacdo, associado as alteracGes dos tecidos das
articulacGes sinoviais, incluindo a perda de cartilagem articular (47). Esta doenca néo €
entidade especifica, mais sim uma sequela comum a varias formas de lesdo articular e
envolve interacdo entre fatores bioldgicos e mecénicos sobre a cartilagem articular, 0sso
subcondral e liquido sinovial (33).

Em humanos, a afeccdo é considerada multifatorial, com risco para a
susceptibilidade no nivel individual (idade, sexo, obesidade, genética, raca, dieta,
metabolismo 0sseo) e articular (injdria, atividade, ocupacéo, articulagdo/osso, forca,
alinhamento) (37). Por exemplo, a obesidade é considerada um dos principais fatores de
risco para a osteoartrite do joelho (37;8). Por sua vez, em cédes ha maior incidéncia nos
mais idosos, em especial nagqueles com sobrepeso ou obesos (14; 33). Até 0 momento



27

ndo ha cura, por isso os tratamentos visam reduzir o desconforto e a melhora da
mobilidade articular (50).

Diversas pesquisas tém propiciado melhor compreenséo com relacdo a estrutura,
processos bioquimicos e metabolismo da cartilagem, que sdo importantes para 0 manejo
e prevencdo da osteoartrite. Sendo assim, o objetivo da presente revisdo foi discorrer
sobre alguns aspectos da cartilagem articular (generalidades, histogénese), patogénese
da osteoartrite, bem como algumas possibilidades de tratamentos intra-articulares para a
osteoatrite.

ASPECTOS DA CARTILAGEM ARTICULAR

Generalidades sobre a cartilagem articular

O sistema esquelético é formado principalmente por 0sso e cartilagem que fornece
suporte e protecdo para os 6rgaos internos; a maioria deste sistema estd composta de
0SS0, porem existe uma pequena parte de cartilagem localizada nas conexdes entre 0ss0s
na traqueia, laringe e orelha (36). A formacéo e localizacdo espacial das articulacbes
sinoviais no corpo sdo criticamente importantes durante a evolucdo do individuo
permitindo-se adaptar a uma variedade de situa¢Ges de forma satisfatéria (30).

A cartilagem é um tecido conjuntivo avascular, com ceélulas dispersas, cujas
caracteristicas bioquimicas refletem principalmente a composicao da matriz extracelular
(27). Dependendo da localizacdo no corpo e composicdo da matriz extracelular, a
cartilagem é classificada em hialina, elastica e fibrocartilaginosa (14). No entanto, ha
predominio da forma hialina (54), da qual a articulacéo é formada (14).

A cartilagem articular e o liquido sinovial tém papel mecénico importante nas
articulacGes diartrodiais e, consequentemente, no funcionamento do corpo, cumprindo
fungBes importantes, tais como, prover superficie lisa e lubrificada entre os 0ssos
adjacentes, minimizando o desgaste e amortecendo e distribuindo as forcas aplicadas
nas extremidades durante as atividades do individuo (46).

Entre os principais componentes da cartilagem articular, 1% do volume total do
tecido é formado pelos condrécitos, o Unico tipo celular presente (24). Os condrécitos
sdo células altamente diferenciadas com capacidade limitada de proliferacdo e migragédo
(7), que se localizam em lacunas no interior da cartilagem e sintetizam os compostos
necessarios para a manutencdo da matriz extracelular, além de a estabilizarem (49). A
nutricdo do condrdcito ocorre em condi¢bes de anaerobiose (20) por meio de uma
barreira de difusdo, levando sustancias oriundas dos capilares do tecido conjuntivo
fibroso, localizado no pericondrio. Estas caracteristicas fazem do condrécito uma célula
com baixo potencial de reparacéo (5, 49).

Os 99% restante da cartilagem articular é constituido pela matriz extracelular,
altamente especializada e composta por: colageno tipo Il, proteoglicanos, proteinas ndo
colagenosas, glicoproteinas, agua e eletrolitos dissolvidos (24; 36). O colageno tipo 1l é
0 composto mais abundante e o principal na matriz extracelular (80-90%),
proporcionando resisténcia a tracdo (13), ao passo que os proteoglicanos proporcionam
resisténcia a compressdao (20). Alem disso, existem também subunidades de
proteoglicanos e gligosaminoglicanos (GAGS) (1).

Segundo Rezende (45), para manter estavel a cartilagem articular é necessaria a
regulagdo do ambiente interno; esta regulacdo mantém o balanco, de forma a ndo
ocorrer ganho ou perda do tecido. Dois sdo os fatores de crescimento que ajudam neste
processo, o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), e o fator de
crescimento transformante beta (TGF-b). Ambos estimulam a sintese de agrecanos e de
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colageno, além das citocinas como, interleucina-1 (IL-1), a interleucina-6 (IL-6) e o
fator de necrose tumoral alfa (FNT-a), que estimulam a degradacdo da matriz.

Histogénese da cartilagem

Para conhecer as caracteristicas da cartilagem é essencial ter claro o processo
histogénico deste 6rgao. A formacdo da cartilagem ocorre principalmente no processo
de embriogénese, tendo alguns processos de reparacdo em adultos (4). Na gestacéo,
células mesenquimais provenientes do mesoderma (26) sdo condensadas nas regides
onde irdo se formar a futura articulacdo, denominada de interzona, bem como o
esqueleto (11, 30, 36). A formacdo do osso endocondral consiste na condensacdo de
células mesenquimais indiferenciadas originadas do platé lateral do mesodermo e
formam um andaime cartilaginoso ou "molde™ (26).

Numerosos estudos tém sido feitos na procura de moléculas de sinalizacéo, fatores
de crescimento, fatores de transcricdo e outras moléculas regulatérias expressadas na
interzona, tais como: o GDF-5 que em estagios iniciais estimula o recrutamento e
diferenciacdo das células condrogénicas e em estagios tardios promove funcao celular e
desenvolvimento da articulacdo (52); o Wnt-14, que é um fator anticondrogénico; os
BMP (proteina morfogenética de 0sso) antagonistas denominados Chordin e Noggin;
fatores de crescimento FGF-2 FGF-4 e FGF-13; membros da familia do fator de
crescimento fibroblastico e fatores de transcricdo Cuxl e ERG (2, 6, 19, 21, 28, 51).

As células mesenquimais sdo importantes para a formacdo da cartilagem, sendo
ativadas pelo Pax 1 e Scleraxis, fatores de transcricdo de origem mesodermal que
ativam genes especificos de cartilagem (26, 36). No sitio onde a formacéo da cartilagem
ocorre, chamado interzona, as células mesenquimais formam agregados, permanecendo
unidas por unides GAP (40), e se diferenciam em condroblastos. O processo de
agregacdo é promovido por fatores BMP, por meio da regulacdo de N-caderinas, ao
passo que a diferenciacdo dos condroblastos é promovida por fatores BMPs, que
mantém a expressao de fatores de transcricdo Sox9, dando origem a primdrdios de
cartilagem (26, 36). As BMPs regulam uma vasta gama de processos bioldgicos, além
da osteogénese, e as BMPs 2, 4, 6, e 7 e 0 GDFs (fatores de crescimento/diferenciacéo)
tém sido ligadas ao processo de diferenciacdo condrogénica (39). Apesar do amplo
reconhecimento da importancia da interzona na formacgdo da articulagdo, ha ainda
limitada informac&o sobre 0 ambiente de expressdo génica (30).

Continuando o processo de diferenciacdo, as células mesenquimais que se
encontram nas regides centrais dos primordios da cartilagem, perdem seus processos
citoplasmaticos e se tornam arredondadas produzindo a matriz extracelular da
cartilagem, composta de glicosaminoglicanos, proteoglicanos e fibras de colageno tipo
Il (36). Posteriormente, havera hipertrofia, apoptose com invasao de vasos sanguineos e
aparicdo de osteoblastos, que sintetizam a matriz 0ssea, resultando em formacédo das
extremidades dos 0ssos longos, e outros componentes, incluindo ligamentos (26, 36,
40).

PATOGENESE DA OSTEOARTRITE

A osteoartrite é a causa mais comum de incapacidade motora e afeta até 15% da
populacdo humana com mais de 60 anos. Segundo as Nac¢des Unidas (2004), para o0 ano
2050 essa cifra aumentara até 20%, ou seja, 130 milhGes de pessoas irdo sofrer
osteoartrite (57). Em cées, aproximadamente 20% daqueles com mais de 12 meses de
idade sdo diagnosticados com osteoartrite (47). A afeccdo é classificada como doenca
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articular ndo inflamatéria, porém com presenca de componente inflamatorio,
reconhecido por meio de sintomas como dor, edema e rigidez articular (16, 17).

A doenca tem multiplas interacdes bioguimicas e biomecanicas, podendo ser
classificada como priméria ou secundaria (14). A primaria ocorre predominantemente
em animais idosos, devido ao desgaste natural pela idade (10). Os condrécitos na
cartilagem idosa possuem atividade enfraquecida, com evidente fenotipo secretorio de
senescéncia e aumento de produtos finais da glicacdo, que se encontram associados as
vias de sinalizacdo desreguladas, atividade sintética alterada e aumento da sintese de
citoquinas e quimiocinas, as quais desencadeiam a expressdo de metaloproteinases e
outros mediadores inflamatdrios (17). Para neutralizar esse efeito os condrdcitos tém
mecanismo de protecdo denominado autofagia; no entanto, 0 mecanismo encontra-se
ausente em células que completaram o ciclo, razdo pela qual, a idade esta relacionada
com a morte celular e o desenvolvimento da osteoartrite (14, 17).

A osteoartrite desenvolve-se secundariamente a doengas conhecidas que afetam
a articulacao e as estruturas de suporte, sendo o tipo de osteoartrite mais observada em
pequenos animais (10). E consequéncia de forcas anormais em articulagdes normais
(trauma, instabilidade), ou forcas normais em articulacbes anormais (displasias,
alteracdes no desenvolvimento), resultando ambas em forgas biomecanicas anormais e
mau alinhamento (14; 16). A obesidade € outro fator de risco importante para o
desenvolvimento e progressdo desta doenca (14, 17). O tecido adiposo sistémico e o
infrapatelar secretam substancias ativas denominadas adipocinas, as quais contribuem
para o estado inflamatdrio de baixo grau do paciente obeso, podendo afetar diretamente
a homeostase da cartilagem (17).

A osteoartrite afeta toda a articulagdo (cartilagem, membrana sinovial, meniscos,
tenddes, ligamentos e 0ssos), porém a cartilagem é considerada o tecido alvo e sua
quebra é a maior caracteristica da doenca (23). A degradacdo do colageno tipo Il é o
evento inicial que determina a progressao irreversivel da doenca (17). Uma vez que o
colapso da cartilagem ocorre, 0s condrdcitos responsaveis por manter os componentes
da matriz em equilibrio ndo conseguem manter 0s agrecanos €, por conseguinte a agua,
proporcionando ambiente mecanicamente instavel (31). Com a degeneracdo da
cartilagem articular ha fibrilacdo da matriz, presenca de fissura, ulceracdo macroscépica
e perda da espessura total da superficie articular (32, 45). Além disso, se pode observar
degradacdo da cartilagem articular, espessamento do osso subcondral, formacdo de
ostedcitos, grau variavel de inflamacéo do liquido sinovial, degeneracdo de ligamentos e
meniscos, e hipertrofia da capsula articular (2).

A progressdo da doenca é dividida em trés etapas: estagio 1 — quebra proteolitica
da matriz cartilaginosa, estagio 2 — fibrilacdo e erosdo da superficie cartilaginosa com
liberacdo de produtos no fluido sinovial, estagio 3 — inflamacéo sinovial com producéo
de proteases e citocinas pré-inflamatorias (32). Contudo, a sequéncia exata dos eventos
ndo esta clara, ou seja, a relagdo temporal entre dano do osso subcondral, inflamacgao
cronica do tecido sinovial e eroséo da cartilagem séo ainda desconhecidos (23).

Segundo Martel-Pelletier (32), estudos citam as metaloproteases como as
responsaveis pela digestdo da matriz. Dentro desta familia, a colagenase é responsavel
pela degradacdo do colageno, a estromelisina pela degradacdo do proteoglicano, e a
agrecanase pela fragmentacdo do proteoglicano. Além disso, o balango anabdlico e
catabolico das citocinas determina a integridade do tecido articular, sendo a interleucina
1B (IL-1B) e o TNF-a responsaveis pelo processo catabolico (23, 32, 45). Contudo,
outras citocinas pré-infamatérias podem também estar envolvidas, incluindo a IL-6,
fator inibidor de leucemia (LIF), IL-17, IL-8 e IL-18 proteoglicano (32).
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A IL-1B ¢ o TNF-a induzem, de acordo com Kapoor et al. (23), a producéo de
espécies reativas de oxigénio, principalmente Oxido nitrico e anion superoxido, que
contribuem para a degradacdo da cartilagem. Isso se torna um processo com ciclo
vicioso, ja que o aumento de oxido nitrico ativa a producdo de metaloproteases, as quais
inibem a sintese de proteoglicano e colageno, gerando apoptose e degradacdo da
cartilagem.

TRATAMENTOS INTRA-ARTICULARES DA OSTEOATRITE

As medicacdes que atuam no processo de osteoartrite teoricamente deveriam ter
a capacidade de modificar a doenca, seja na prevencdo, retardo, reversdo ou
estabilizacédo (44).

Zhang et al. (58) citaram que, segundo a OARSI (Sociedade internacional de
investigacdo para a OA), de 51 modalidades de tratamento descritas para o tratamento
da osteoartrite do joelho e quadril em pacientes humanos, 21 foram recomendadas.
Dessas, 12 foram ndo farmacoldgicas, oito farmacoldgicas e cinco eram modalidades
cirargicas. Das modalidades farmacolégicas foram citados o acetaminofeno, os anti-
inflamatdrios ndo esteroidais seletivo e ndo seletivo da ciclooxigenase-2, os anti-
inflamatorios ndo esteroidais topicos e capsaicina, injecOes intra-articulares de
corticosteroides e hialuronatos, glucosamina e/ou sulfato de condroitina para alivio de
sintomas; sulfato de glucosamina, sulfato de condroitina e diacereina para possiveis
efeitos modificadores da estrutura e o uso de analgésicos opioides para o tratamento de
dor refratéria.

Viscossuplementagdo

A viscossuplementacdo € a injecdo intra-articular de acido hialurdénico (AH) e
foi aprovada pela FDA como um dispositivo médico (56). O AH, componente normal
do liquido sinovial e da MEC, é um polissacarideo pertencente ao grupo dos GAGs com
peso molecular aproximado entre 4000 e 5000 kDa (25, 56). O AH possui Vvarias
funcBes, como viscoelasticidade para o fluido articular e lubrificacdo dos tecidos moles
intra-articulares, além de ser um importante componente da matriz cartilaginosa
articular e sintetizado localmente pelos condrécitos (18).

O liguido sinovial na osteoartrite apresenta reducdo na sua viscoelasticidade,
possivelmente devido a alteracdo estrutural oxidativa do AH presente na matriz
extracelular (3). Desta forma, segundo Rezende e Gobbi (44), a diminuicdo da
mobilidade articular e dor podem estar associadas a diminuicdo do efeito protetor do
meio viscoelastico nos receptores dolorosos do tecido sinovial. Por isso, a alta
viscoelasticidade é essencial para que ocorra lubrificacdo e protecdo das celulas e
tecidos articulares.

O exato mecanismo do AH em nivel celular permanece desconhecido, com
sugestBes de acdo anti-inflamatoria (18). Wang et al. (55) avaliaram o efeito do AH na
expressao génica de 16 citocinas e enzimas associadas a osteoartrite, por meio de estudo
com sinoviodcitos como fibroblastos obtidos de joelhos de 15 pacientes humanos no
estagio inicial da afeccdo. Segundo os autores, 0 AH tem efeito modificador da estrutura
pela regulacdo da agrecanase-2 e também efeito anti-inflamatério pela regulagdo da
TNF-a, IL-8 e oxido nitrico sintetase (iNOS), os quais podem ser mediados pela
interacdo do AH com o CD44. H& também cita¢des que o AH reduz a dor por meio de
seus efeitos nos receptores da dor periférica tdo bem quanto no impacto do tecido
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sinovial, além do papel em aumentar as propriedades viscoelasticas do fluido sinovial
(15).

Do ponto de vista econdmico, € cada vez maior 0 numero de trabalhos
demonstrando que, se incorporada ao tratamento da osteoartrite em pacientes humanos,
a viscossuplementacdo pode apresentar boa relacdo custo-efetividade, sendo inclusive
capaz de retardar a realizagdo de uma protese total da articulagdo (53). Um estudo em
250 pacientes humanos com osteoartrite do joelho, mostrou que a adi¢cdo de 1 ml de
hexacetonida de triancinolona a viscossuplementacdo (Hylan GF-20) melhorou os
sintomas e o escore funcional na primeira semana, mas nao além e, aparentemente, ndo
aumentou a probabilidade de efeitos adversos nos 24 meses de observacgéo (9).

H& no comércio varios tipos de preparados de AH, com diferentes pesos
moleculares como, por exemplo, o Hylan G-F 20 (6x106 k daltons) considerado de alto
peso molecular e o hialuronato de sodio classificado como de baixo peso molecular
(500-730k daltons) (44). Entre as preparac@es injetaveis do AH aprovadas pela FDA (do
inglés Food and Drugs Administration) para tratamento da osteoartrite do joelho em
pacientes humanos estdo: Synvisc, Hyalgan, Supartz, Orthovisc e Euflexxa (15).

Conforme Goodrich e Nixon (18), existem controvérsias sobre a efetividade de
acordo como o peso molecular, com hip6teses que os de maior peso molecular seriam
mais efetivos. Contudo, outros pesquisadores rebatem essas premissas, afirmando que a
atividade é mediada farmacologicamente mais do que fisicamente. O AH entre 0,5 e
1x106Da é considerado de baixo peso molecular (Exemplos: Suplasyn, Polireumin,
Fermathron e Suprahyal), entre 1 e 1,8x10° Da é de peso molecular intermediério
(Exemplos: Osteonil, Orthovisc e Viscoseal) e 6x10° Da de alto peso molecular
(Exemplo: Synvisc) (43).

Corticosteroides

Os corticosteroides, também denominados glicocorticoides, possuem ac¢do anti-
inflamatoria e imunossupressora, com mecanismo complexo (41). O uso intra-articular
oferece alta concentracdo do medicamento no sitio da leséo, interferindo com diversas
fungBes imunoldgicas locais (60). Entre os efeitos benéficos dos corticosteroides na
cartilagem articular, tém sido citados: a inibi¢do da degradacdo das metaloproteinases, o
aumento do contetdo total de gligosaminoglicanos, a diminuicdo dos niveis da ciclo-
oxigenase 2 e a supressao de mediadores inflamatorios (50).

Cinco corticosteroides injetaveis tém aprovacdo pela FDA, para 0 uso
intrarticular em pacientes humanos: acetato de metilprednisolona, triancinolona
acetonida (TA), acetato de betametasona e fosfato sodico de betametasona,
hexacetonida de triancinolona e dexametasona (41). Em equinos, os mais usados séo a
TA, o0 acetato de metilprednisolona e mais raramente o acetato de betametasona (50).

O uso de corticosteroides é controverso, com Varios relatos mostrando seus
efeitos deletérios na cartilagem, incluindo diminui¢do do tamanho dos condrocitos,
necrose de condrocitos, hipocelularidade, perda e diminuicdo da sintese de
gligosaminoglicanos, inibicdo da sintese de proteoglicanos, entre outros (18). Deve-se
ainda considerar que a qualidade inadequada dos ensaios e a heterogeneidade dos
resultados dificultam a analise clara dos beneficios clinicos dos corticosteroides (38).
Tem sido sugerido que doses altas enfraquecem a bioquimica cartilaginosa e contribuem
para a quebra da cartilagem, porém doses modestas a protegem, visto diminuirem a
inflamacéo que é prejudicial a cartilagem (41).

Segundo Mcllwraith (35), diferentes produtos podem variar com relagdo aos
efeitos benéficos e deletérios. Por exemplo, em equinos aparentemente os ésteres de
betametasona ndo apresentam efeitos deletérios, a TA é considerada condroprotetora e
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pode favorecer a recuperacdo da cartilagem, ao passo que o acetato de
metilprednisolona tem mostrado consistentemente efeitos deletérios. Desta forma, é
inadequado a generalizacdo dos efeitos nocivos, precisando ser melhor definidos. Por
outro lado, h&a os que ndo recomendam o uso rotineiro até que os beneficios sejam
melhor esclarecidos (22).

Zulian et al. (60) compararam tanto a eficcia como a seguranca, por um periodo
de até 24 meses, da hexacetonida de triancinolona e TA, aplicadas de forma intra-
articular em uma populacdo homogénea de criancas com artrite idiopatica juvenil
oligoarticular. Segundo os autores, a hexacetonida de triancinolona foi mais efetiva
tanto na avaliagdo mais precoce como na tardia, independentemente do tempo da
afeccdo ou grau de inflamacdo local ou sistémica.

Por meio de estudo de revisao sistematica pela metodologia Cochrane, Bellamy
et al. (4) avaliaram a eficécia, a efetividade e a seguranca do uso de corticosteroides
intrarticulares, no tratamento da osteoartrite do joelho em pacientes humanos. Os
autores concluiram que os corticosteroides foram superiores ao placebo, sendo a
resposta rapida, porém sem sustentacéo a longo prazo. A hexacetonida de triancinolona
foi superior a betametasona na reducao da dor até quatro semanas ap0s a injecao. Por
sua vez, os produtos com AH, enquanto mais vagarosos no inicio da acao,
aparentemente propiciaram beneficio mais sustentado. Sendo assim, 0s autores
recomendaram que se ha sinais de inflamacdo, uma preparacdo com corticosteroides
oferece o alivio da inflamacéo e dor, ao passo que em outros casos 0s produtos com AH
(Hylan G-F 20, Hyalgan, Orthovisc) podem oferecer resposta mais duravel com
melhora da dor e funcdo do que a propiciada pelo corticosteroide.

Para avaliar a toxicidade da bupivacaina e TA, Syed et al. (48) realizaram
cultura de condrécitos multicamadas, a partir de cartilagem obtida de trés pacientes
humanos que foram submetidos a artroplastia. A TA induziu condrotoxicidade no
“plug” articular e na cultura de monocamada, ao passo que a bupivacaina induziu
condrotoxicidade apenas na cultura de monocamada. Por sua vez, a combinagédo
bupivacaina e TA ndo propiciou a morte adicional de condrocitos.

Acido hialurdnico e corticosteroides

Em cavalos com artrite traumética e osteoartrite, tem sido frequentemente
utilizado o AH e a TA por aplicacdo intra-articular, com o objetivo de proporcionar
efeito anti-inflamatorio potente imediato pelo corticosteroide aliado ao efeito benéfico
do AH como farmaco osteoatritico modificador de doenca (34).

Zhang et al. (59) compararam os efeitos do tratamento do hidrogel de AH pré-
combinado, com ou sem dexametasona, em modelo de osteoartrite induzida por ruptura
do ligamento cruzado cranial em ratos, por meio de avaliacfes radiograficas, coloragdo
da superficie articular com tinta da india, coloracdo de Safranina-O e Fast Green,
imunohistoquimica, H-E da membrana sinovial, PCRg-reversa para detectar mudancas
na expressdo génica. Os autores concluiram que a combinacdo hidrogel de AH com
dexametasona apresentou os melhores efeitos, tanto condroprotetor como anti-
inflamatario.

Euppayo et al. (12) examinaram os efeitos da degradacgéo da cartilagem pela TA
em condrdcitos caninos normais e de cdes com osteoartrite, bem como os efeitos da
degradacéo da cartilagem pela TA em combinagdo com AH de baixo peso molecular. A
TA reduziu a viabilidade dos condrdcitos, normais e osteoatriticos, de maneira
concentracdo—dependente. Em explantes de cartilagem a TA aumentou a severidade do
dano estrutural da cartilagem, com perda de condrocitos e de proteoglicano na
cartilagem osteoartritica. O acréscimo de AH diminuiu a condrotoxicidade da TA
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apenas nos condrdcitos normais, verificada pela viabilidade dos condrdcitos. Segundo
0s autores, o uso de TA sozinha ou em combinacdo com AH em condi¢Oes de
osteoartrite é preocupante, uma vez que pode levar a destruicao da cartilagem.

CONSIDERACOES FINAIS

A cartilagem articular, juntamente com o liquido sinovial, tém papel mecanico
importante nas articulagbes diartrodiais. Os condrdcitos estdo entre 0s principais
componentes da cartilagem articular e sdo apontados como células altamente
diferenciadas com capacidade limitada de proliferacdo e migracdo. O outro componente
é a matriz extracelular constituida de colageno tipo Il, proteoglicanos, proteinas nédo
colagenosas, glicoproteinas, agua e eletrolitos. A osteoartrite é classificada como
doenca articular ndo inflamatéria, com mdltiplas interagdes bioguimicas e
biomecéanicas. Todos os componentes da articulacdo podem ser comprometidos, porém
a cartilagem é considerada o tecido alvo. A afeccdo pode ser classificada como
primaria, que ocorre predominantemente em animais idosos, e secundéria, decorrente de
doencas que afetam a articulacdo e as estruturas de suporte. Entre os tratamentos intra-
articulares para a osteoartrite estdo a viscossuplementacdo com acido hialurénico, o uso
de corticosteroides, e a combinacdo de acido hialurdnico e corticosteroides. Contudo, ha
ainda vérias controvérsias quanto a eficécia.
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivos avaliar o comportamento do acido hialurénico (AH) e
da triancinolona acetonida (TA), utilizados de forma isolada ou combinada, no processo
de diferenciacdo condrogénica de células tronco mesenquimais (CTM) in vitro. Para isso
foram utilizadas CTMs equinas na terceira passagem. Os pellets de CTMs foram divididos
equitativamente, sendo estabelecido quatro grupos, cada um com trés amostras:
Controle, AH, TA e AH/TA. O cultivo foi mantido por 14 dias. O potencial de diferenciacao
condrogénica foi avaliado por meio de avaliagdes histolégica e imunohistoquimica.
Histomorfologicamente o grupo AH/TA e, mais especificamente no AH, as células
apresentaram caracteristicas semelhantes as do condrocitos, porem o grupo TA
apresentou matriz extracelular compacta e organizada. Nos grupos controle, TA/AH e TA
as células ndo apresentaram morfologia similar a condrécito. A produgédo de GAG foi
intensa para o Grupo Controle, moderada para o AH/TA e TA, e minima para o grupo AH.
No dia 14, nenhum grupo teve marcacdo superior para colageno tipo Il quando
comparada com o controle, porem as células marcadas do grupo TA tiveram uma
porcentagem maior que os outros grupos de células intensamente marcadas. A matriz
extracelular dos grupos TA teve marcacdo mais intensa para colageno tipo Il do que os
grupos HA, TA/AH e controle, sendo o grupo TA o mais intensamente marcado. Foi
possivel concluir pela andlise histologica que o AH estimulou morfologia similar a
condrocito nos diferentes grupos, porém com baixa expressdo de moléculas especificas
de cartilagem; a TA potencializou a formag¢ao de uma matriz extracelular mais compacta e

organizada com maior porcentagem de células marcadas para colageno tipo Il.

Palavras-chaves: Condrécitos, corticosteroides, viscossuplementacéo, Osteoartrite

Introducéao

A Osteoartrite (AO) tem impacto mundial, com significante perda econdmica tanto
sobre a populacdo animal, em especial nos cdes e equinos, como também humana
(Goodrich and Nixon, 2006; Fox, 2010; Mcllwaraith et al., 2012). Aproximadamente 20%
de cdes com mais de um ano de idade sdo afetados pela afeccdo (Sanderson et al.,
2009). A doenca se caracteriza pela degeneracédo da cartilagem articular com presenca
de fibrilacdo da matriz, fissura, ulceracdo e perda da espessura, porém outros tecidos

articulares, como a membrana sinovial e 0 0sso subcondral, participam na progresséo da
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OA (Martel-Pelletier, 2004; Kapoor et al., 2011; Mcllwraith et al.; 2012). A AO é
considerada uma artropatia ndo inflamatoria, visto a auséncia de neutréfilos no liquido
sinovial, porém com um componente inflamatério representado por desconforto, edema e
rigidez articular, que séo indicadores da sinovite (Goldring and Otero, 2011).

A etiologia da OA é considerada multipla, com mecanismo bioquimicos, mecanicos
e fatores genéticos, particularmente em pacientes humanos (Martel-Pelletier, 2004;
Goldberg and Goldberg, 2010; Neogi and Zhang, 2013). Entre os fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca podem ser citados o envelhecimento, com os condroécitos
apresentando um fendtipo secretério senescente, e a obesidade, visto que as adipocinas
contribuem para o estado inflamatério de baixo grau alterando a homeostase da
cartilagem (Goldring and Otero, 2011; Neogi and Zhang, 2013). Em equinos jovens, 0
trauma e a sinovite concomitante sdo fatores importantes na etiologia da doenca
(Goodrich and Nixon, 2006). Ha hipoteses que o desenvolvimento da AO inclui a quebra
da matriz cartilaginosa pelas enzimas proteoliticas, tais como metaloproteinases e
agrecanases, produzidas pelos condrocitos (Martel-Pelletier, 2004; Goldring and Otero,
2011). Com isso sdo observadas quantidades aumentadas de fragmentos de matriz
dentro do fluido sinovial, que levam a inflamacdo da membrana pela sintese de
mediadores, tais como as citocinas pro-inflamatérias, em particular IL-13, TNF e IL-6
(Martel-Pelletier, 2004; Kapoor et al., 2011).

O tratamento da OA é desafiador, ja que precisa controlar a inflamacao e prevenir o
dano, ou promover o reparo da cartilagem, minimizando as mudancas degenerativas, de
forma a obter as propriedades da cartilagem original (Goodrich and Nixon, 2006; Goldring,
2012). Visto no momento ndo existir uma terapéutica curativa, as metas sao o controle da
dor e a melhora da funcao articular (Kapoor et al., 2011; Mcllwraith et al., 2012).

Entre as opc¢des de tratamento farmacologico podem ser citados os anti-
inflamatoérios ndo esteroidais, os analgésicos e a administracao local de corticosteroides e
acido hialurénico (viscossuplementacdo) (Goldberg and Goldberg, 2010; Kapoor et al.,
2011). Os corticosteroides intra-articulares sdo considerados potentes agentes anti-
inflamatérios que suprimem a resposta imune, porém Seu USO em animais,
particularmente nos equinos, como em pacientes humanos, ainda é bastante controverso,
visto os possiveis efeitos deletérios na cartilagem (Goodrich and Nixon, 2006; Mcllwraith,
2010; Pekarek et al., 2011; Mcllwraith et al., 2012).

Por sua vez, o uso intra-articular do &cido hialurénico (AH) na articulagédo

osteoartritica tem aumentado (Goodrich and Nixon, 2006; Goldberg and Goldberg, 2010;
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Legré-Boyer, 2015). O exato mecanismo de acdo a nivel celular ndo é totalmente
conhecido (Goodrich and Nixon, 2006; Goldberg and Goldberg, 2010), porém ha reducéo
da dor pelos efeitos nos receptores de dor periférica, impacto no tecido sinovial e
propriedades viscoelasticas do fluido sinovial (Goldberg and Goldberg, 2010). Ha citacbes
de efeito anti-inflamatoério pela quimiotaxia reduzida e fagocitose de neutrdfilos ativados
pela interacdo do AH e receptores celulares CD44, além da sintese aumentada de AH de
alto peso molecular pelos sinoviocitos (Goodrich and Nixon, 2006). Adicionalmente,
existem propostas de uso combinado do corticosteroides e AH, com o intuito de obter a
acao anti-inflamatoria imediata do corticosteroide e o efeito condroprotetor a longo prazo
do AH (Mcllwraith, 2010; Mcllwraith et al., 2012; Legré-Boyer, 2015).

Dessa forma, o presente estudo teve por objetivos avaliar o comportamento do AH
e da TA, utilizados de forma isolada ou combinada, no processo de diferenciacao
condrogénica de células tronco mesenquimais (CTM) in vitro.
A hipétese é que a aplicacdo de AH e TA promove melhor diferenciacdo condrogénica de

células tronco mesenquimais equinas in vitro, quando comparadas com o controle.

Material e método

A metodologia adotada no presente trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade Estadual Paulista (Unesp) — Botucatu, protocolo numero CEUA 0049/2017.

Obtencéao de células-tronco mesenquimais

Foram utilizadas CTMs equinas de um s6 animal, pertencentes ao banco celular do
Laboratorio de Terapia Celular e Fertilizacdo in Vitro (LANCA-UNESP-FMVZ-Botucatu,
SP) previamente caracterizadas por citometria de fluxo utilizando um citometro FACS
Calibur (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) com os seguintes anticorpos: CD90-FITC, CD34-
FITC, CD105-FITC, CD44 e MHC II. Como marcador secundario fio usado IgG-FITC. Os

protocolos usados foram descritos pelos fabricantes.

Descongelamento e cultivo das células
As CTMs foram rapidamente descongeladas a temperatura de 37,5°C. Um tubo
falcon de 15mL, contendo 9 mL de meio de manutencéo, foi previamente aquecido e o

conteudo do criotubo foi adicionado. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 600xG durante
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5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o “pellet” foi ressuspendido em 2 mL de meio
de manutencdo. Apds determinar a concentracdo e a viabilidade utilizando Tripan blue
0,4%, as células foram semeadas em garrafas de 250mL (175 cm?), contendo
aproximadamente 1x10° células por garrafa. Por ultimo 15 ml de meio de manutencéo

foram adicionados nas garrafas e levadas na a estufa.

Avaliacdo do tamanho do “pellet” e curva de crescimento

Para determinar se o tamanho do “pellet’ final € suficiente para as posteriores
analises, foram adicionadas duas concentracdes diferentes de células, 1x10° e 5x10°
CTMs, por microtubos de 1,5mL. O volume foi ajustado com meio de manutencdo até
completar 250uL e as amostras foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO2,
durante dois dias. Apés 48 horas, o pellet foi fixado e cortado para analises histoldgicas.

A curva de crescimento foi realizada com CTMs em P3 e foi feita para determinar o
dia adecuado para comecar a diferenciacdo condrogenica. Estas células foram
tripsinizadas, lavadas e a concentracao foi determinada. Em duas placas de 6 pogos
(Sarstedt, USA) foram semeadas duas concentracdes diferentes de células. Na primeira
placa foi adicionada concentracédo de 2.000 células por po¢o e na segunda concentracao
de 10.000 células por poco, preenchendo em cada placa todos os pocos. O volume de
cada poco foi ajustado com meio de manutencédo até obter 1,5mL. As células foram entédo
cultivadas em estufa a 37°C com 5% de CO2 durante 12 dias, realizando troca de meio a
cada 48 horas. Para a obtencao da curva foi realizada a contagem de dois pocos (um de
cada concentracdo) a cada dois dias, utilizando a prova de viabilidade e concentracao
celular com coloracéo Azul de Tripan na camara de Neubauer. Este procedimento foi feito
igualmente até terminar com o Ultimo poco aos 12 dias de cultivo. Os dados obtidos foram
anexados em um grafico de crescimento, no programa Excel, para avaliar o

comportamento celular durante este periodo.

Diferenciag&o condrogénica 3D em micro tubo

As CTMs/P3 foram adicionadas em 12 micros tubos na concentracdo de 5x10°
cel/microtubo. O dia zero (DO) foi 0 momento que foi adicionado o meio de diferenciacéo
ao pellet. Foram estabelecidos quatro grupos, cada um com trés amostras, que foram
cultivadas por 14 dias: Grupo Controle (C), Grupo Acido hialurénico (AH), Grupo

Triancinolona acetonida (TA), Grupo Acido hialurénico e Triancinolona acetonida (AH/TA)



43

(Tabela 1). As concentracbes dos farmacos foram baseadas em estudos previos
(Siengdee et al., 2015; Wernecke et al., 2015).

As CTMs/P3 ja divididas nos 12 microtubos (5x10° cel/microtubo), foram cultivadas
por 48 horas com meio de manutencao e apos esse tempo esse meio foi trocado por meio
de diferenciacdo condrogénica StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco™
A1007101 Lifetech/Invitrogen), contendo StemPro® OsteocytefChondrocyte Differentiation
Basal Medium e o StemPro® Chondrogenesis Supplement. A preparagdo 9:1,
respectivamente, foi realizada segundo recomendacfes do fabricante. Além disso, foi
suplementado com anfotericina B 1,2% e penicilina/estreptomicina 1,5%, juntamente com

0S respectivos tratamentos.

Tabela 1 Grupos de tratamentos efetuados em culturas de células-tronco

mesenquimais equinas, conforme o periodo de avaliagéo.

Grupos* Dia 14
Controle Meio de diferencia¢do (MD)
Acido hialurénico MD+ 2,5 mg/mL (Siengdee et al., 2015)
Acido hialurénico + Triancinolona MD+ 2,5 mg/mL (Siengdee et al., 2015)+
0,2 mg/mL (Wernecke et al., 2015)
Triancinolona MD + 0,2 mg/mL (Wernecke et al., 2015)

*Triplicata em cada grupo

A cada microtubo foi adicionada uma concentracdo de 5x10° células para 500 pL
de meio de diferenciacdo e seu respectivo tratamento. As amostras foram centrifugadas
durante 5 minutos a 600xG, posteriormente levadas para incubagdo na estufa
(ThermoFisher) com 5% de CO: e temperatura de 37°C. O tempo de incubacéo foi de 14
dias. O meio de diferenciacdo com os tratamentos foi trocado a cada 72 horas. O
procedimento de diferenciacéo e troca de meio foi realizado em condi¢des de pouca luz,

devido a sensibilidade do meio.

Avaliacao histolégica e imunohistoquimica

Terminado o tempo de incubag&o dos grupos, foi realizada a fixagao de cada
“‘pellet”. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi fixado em 1,5 mL de formalina
tamponada, durante trés horas a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi eliminado e o
“pellet” adicionado em &lcool 70% por um periodo de 24 horas. As amostras foram
submetidas ao processo de desidratagcdo em sucessivas diluicdes crescentes de etanol,

diafanizacdo, parafinizacdo e corte no microtomo com uma espessura de 3um. Para a
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técnica imunohistoquimica foram utilizadas laminas carregadas (Knittel glass). Os cortes
foram submetidos &s coloracdes de Hematoxilina-eosina, Alcian blue e Azul de Toluidina,

bem com a imunohistoquimica para colageno tipo Il.

Hematoxilina-eosina

Primeiro os cortes foram desparafinizados e hidratados, deixados em hematoxilina
entre 5 e 15 min, lavados em agua corrente por 10min e mergulhados em eosina por 5
minutos. Posteriormente foi feita uma lavagem em agua e desidratados em alcool 70%.
Os nucleos das células em geral se coram de azul pela hematoxilina e o citoplasma de

cor rosa em diferentes intensidades.

Alcian blue

Se utilizaram duas solucdes, a solucdo de Alcian Blue e a solucdo de
descoloracdo. Na primeira solucdo foi dissolvido 10 gramas de Alcian Blue em uma
mistura de 60 ml de etanol absoluto e 40 ml de &acido acético. Na segunda solugéo foi
misturado 120 ml de etanol absoluto com 80 ml de &cido acético. As laminas com 0s
cortes histolégicos de cada grupo foram submetidas a uma lavagem cuidadosamente com
PBS; apos isso foi adicionado 10% de formalina e deixados 1 hora em temperatura
ambiente. Foram lavadas com agua destilada e a solucdo Alcian Blue foi adicionada até
cobrir as amostras e deixadas “overnight” em temperatura ambiente no escuro. No dia
seguinte a solucao Alcian Blue foi retirada e as amostras lavadas duas vezes com solucao
de descoloracdo por 20 minutos. Cuidadosamente foi retirada a solucéo e 1 ml de PBS foi
colocado. Os agregados de cartilagem se coram em azul.

Azul de toluidina

Os cortes foram fixados, desidratados e colocados em laminas. Uma vez fixados
em lamina, foram corados por 30 segundos com Azul de Toluidina para avaliar a
producgéo de matriz extracelular, com ajuda de microscopia de luz. A matriz extracelular se

cora de roxo.

Imunohistoquimica

O potencial condrogénico foi avaliado usando o anticorpo para colageno II,
mediante técnica imunohistoquimica. Pelas instru¢cdes do fabricante esse marcador

permite identificar coladgeno tipo Il no nivel citoplasmatico e na MEC (Anti-Collagen Il
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ab34712, Abcam). Laminas carregadas contendo as células foram desparafinizadas na
estufa a 60°C por 30 minutos. Apos esta etapa, foram submetidas a uma bateria de
hidratacdo, passando por xilol até alcool em diferentes concentra¢cdes por 5 minutos, e
lavadas com agua. Para a recuperacao antigénica e o bloqueio da peroxidase enddgena,
foi utilizado tampé&o citrato com ph 6. Este foi colocado no micro-ondas até ferver e, em
seguida, adicionado nas laminas e deixado até obter a temperatura ambiente. Uma vez
esfriado, foram lavadas por 10 minutos no escuro com uma solucéo de 3% de peroxido e
apos lavadas com PBS. Para o bloqueio da interacdo inespecifica, as amostras foram
refrigeradas “overnight” numa solucdo a 3% de leite desnatado.

No dia seguinte, foi feita a incubacdo com o anticorpo priméario, numa diluicédo ja
testada de 1:100 com BSA. As laminas foram colocadas em camara Uumida com 100 pl da
diluicdo do anticorpo, ou até cobrir completamente as amostras, para nao sofrer o “efeito
de borda”; as laminas foram refrigeradas por 12 horas. No terceiro dia foram feitas 3
lavagens com PBS por 5 minutos. Apés foi adicionado o anticorpo secundario (goat anti-
rabbit IgG-HRP: sc-2030) na diluicdo 1:300 e deixados na geladeira por 1 hora e 30
minutos. Uma vez passado esse tempo foram lavadas 3 vezes com PBS. No escuro foi
colocado peréxido de hidrogénio para magnificar a reacdo junto com Diaminobenzidina
(DAB DAKO K3468® Carpinteria EU), e lavadas com agua destilada. Este processo foi
feito lamina por lamina para garantir o tempo da revelacdo. Por ultimo foi feita a contra
coloracdo com Hematoxilina de Meyer, deixando as laminas mergulhadas por 4 minutos
nesse colorante. O Ultimo passo foi a montagem das laminas, para a analise
microscopica.

As amostras forma avaliadas por método semiquantitativo da seguinte forma: 1= <
25% de células marcadas; 2 = 26-50 %; 3= 51-75 % e 4 = >75 %; que respetivamente
foram considerados como, 1= ndo marcado; 2= marcacdo levemente; 3 = marcacao
moderado, e 4 = marcacgao intensa. Para isso foi contado o total de células de 5 campos
avaliados aleatoriamente (Tabela 3). As imagens foram capturadas com o microscopio
optico Carl Zeiss, LAb Al, Germany, na objetiva 40X, utilizando o software AxioVision 4.8.
Em todos os casos a avaliagdo imunohistoquimica foi realizada de forma independente

por dois avaliadores e os dados apresentados com o total das observacoes.

Andalise Estatistica
Para analise estatistica dos dados, inicialmente foi verificada a confiabilidade das

medidas realizadas em duplicata pelos avaliadores, empregando-se o teste t de Student
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nao pareado. Para comparagcdo entre os quatro grupos do estudo empregou-se a analise
de variancia (ANOVA One way) para amostras independentes. As distribuicdes foram
avaliadas pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Foi considerado o nivel de
significancia de 5%. Para todas as estatisticas realizadas foi considerada diferenca

significativa quando p<0,05.

Resultados

Descongelamento e cultivo das células

ApOGs descongelamento, a viabilidade médias das amostras foi superior a 80%, a
aderéncia ao plastico da garrafa foi observada as 48 horas. A morfologia fibroblastoide
das células foi visualizada em média com 4,8+/-1,30 dias do cultivo e a confluéncia de

80% nas garrafas foi alcancada aos 11 dias de cultivo apds congelamento.

Avaliagcdo de “pellet” e curva de crescimento

No cultivo em placas, foi observado um crescimento exponencial do grupo que teve
2.000 células/poco até o sexto dia, quando atingiu uma fase de replicagcdo mais lenta. No
grupo de 10.000 células/poco o crescimento foi mais lento, com uma taxa de replicacao

mais rapida entre o sexto e décimo dia, sendo o pico de crescimento 12° dia (Figura 1).
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Figura 1 Curva de crescimento celular com células-tronco mesenquimais equinas
em duas concentracdes; 2.000 células/poco e 10.000 células/pogo, por um tempo
de incubacéo de 12 dias. A concentragdo celular foi determinada a cada 48 horas.
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A formacdo de “pellet” em microtubos com concentracdes de 1x10° e 5x10° de
CTMs foi avaliada macroscopicamente. Foi observado “pellet” difuso de aproximadamente

2 mm na primeira concentracdo, e “pellet” consistente de aproximadamente 4 mm na

segunda concentracdo (Figura 2).

Figura 2 Vista macroscopica e microscopica (10X) do pellet obtido apartir da concentracdo de
5x10° celulas apés 2 dias de cultivo com meio de manutencéo.

Avaliacdo macroscépica da diferenciacdo condrogénica 3D em micro tubo

Nos grupos tratados com AH (AH e AH/TA) se evidenciou perda da conformacéo
do “pellet”, que se espalhou no fundo do microtubos. No entanto, o grupo controle e o
grupo TA mantiveram a formacdo compacta e homogénea do “pellet”. A partir do
momento que foi iniciada a diferenciacdo nédo foi observado crescimento do “pellet” em

nenhum grupo.

Avaliacdes histolégica e imunohistoquimica

Histomorfologia

Foi possivel detectar que a combinacdo AH/TA levou a um aumento na
celularidade (Tabela 2) comparado com 0s outros grupos experimentais e controle. As
células dos grupos controle e TA ndo apresentaram a morfologia similar a condrécito. No
entanto, no grupo AH/TA e, mais especificamente no AH, as células mostraram
caracteristicas especificas de tecido articular, ou seja, células redondas presente dentro

de uma lacuna. O formato redondo do nudcleo predominou nas células dos grupos. A
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matriz extracelular compacta e homogénea estava presente em maior quantidade nos

Figura 3 Células aos 14 dias de tratamento: (A) Grupo controle, mostrando a presenca de
matriz extracelular (MEC) entre células de aspecto fibroblastéide e poucas com forma
arredondada; (B) Grupo triancinolona, com aumento da celularidade e presenca de algumas
células arredondadas com citoplasma eosinofilico e abundante MEC; (C) Grupo acido
hialurénico, com discreta quantidade celular e MEC. As células apresentam estrutura
arredondas dentro de lacunas; (D) Grupo acido hialurénico-triancinolona com pouca MEC e
células redondas dentro de algumas lacunas. H&E.

Glicosaminoglicanos

O grupo TA apresentaram producdo moderada de glicosaminoglicanos (GAG)
pelas duas coloragbes, quando comparado com o0 grupo controle. Os grupos
experimentais TA/AH tiveram producédo leve de GAG e o grupo AH ndo apresentou
marcacao para GAG. Por sua vez, 0 grupo controle reagiu intensamente para esta

coloracao, sugerindo presencia de GAG ao redor das células. (Figura 4 e 5).



Figura 4 Células aos 14 dias de tratamento: (A) Grupo controle com producao de
glicosaminoglicanos na matriz extracelular; (B) Grupo triancinolona com producédo
moderada de glicosaminoglicanos na matriz extracelular; (C) Grupo acido hialurénico
negativo para glicosaminoglicanos; (D) Grupo acido hialurdnico-triancinolona com
producao leve de glicosaminoglicanos na matriz extracelular. Alcian Blue.
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Figura 5 Células aos 14 dias de tratamento: (A) Grupo controle com producdo de
glicosaminoglicanos na matriz extracelular; (B) Grupo triancinolona com producéo
moderada de glicosaminoglicanos na matriz extracelular; (C) Grupo acido hialurénico
negativo para glicosaminoglicanos; (D) Grupo &cido hialurénico-triancinolona com
producéo leve de glicosaminoglicanos na matriz extracelular. Azul de Toluidina.

Imunohistoquimica

No dia 14, nenhum grupo experimental teve marcagéo intensa para colageno tipo Il
no nivel celular. No entanto, marcacao leve foi observada no grupo TA e AH (Tabela 2). O
grupo AH/TA foi considerado como ndo marcado (Tabela 3). De acordo com a quantidade
de células marcadas, os grupos TA e AH tiveram um comportamento similar (Figura 6 e
7).. Das celulas marcadas para cada grupo o grupo TA teve a maior porcentagem de
celulas marcadas intensamente quando comparado com 0s outros grupos.

A MEC dos grupos AH e AH/TA teve marcagao mais intensa do que os grupos TA
e controle, sendo o grupo TA intensamente marcado (Tabela 2 e Figura 8). Em todas as

analises foi descartada marcacéo inespecifica.
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Tabela 2 Avaliagdes imunohistoquimicas no 14° dia (celularidade, marcacdo e
intensidade), conforme grupos de tratamento.

Grupos Celularidade | Marcacéao (%) Intensidade da marcacgao (%) Int. MEC
(*) +) &) Leve | Moderada | Intensa | 1'Pouca
5: intensa
Controle 1041 51.2 48.7 28 16.9 6.2 2.3
(533.5) | (507.5) | (292.5) (176) (65)
Triancinolona 744.5 46.4 53.5 31.2 8.1 7 2.2
(346) | (398.5) | (232.5) (61) (52.5)
Acido hialurénico 534.5 31 68.9 23.1 6.3 14 2.9
(166) | (368.5) | (124) (34) (8)
Acido hialurénico 1156 22.7 77.2 17.3 4.3 0.9 3.4
+Triancinolona (262.5) | (893.5) | (200.5) (50.5) (11.5)

Int. MEC = intensidade da Matriz Extracelular

Tabela 3 Método semiquantitativo para a obtencdo da marcacédo
imunohistoquimica de cada grupo experimental, aos 14 dias de

tratamento. _ _
Grupos % DE MARCACAO MARCACAO
Controle 51.2 = 3 (561-75%) Marcacdo moderada
Triancinolona 46.4 = 2 (26-50%) Marcacéo leve
Acido hialurénico 31 =2 (26-50%) Marcacéo leve

Acido hialurénico .
o 22.7 =1 (1-25%) N&o marcada
+Triancinolona




Figura 6 imunohistoquimica dos grupos para colageno tipo Il na marcagdo
citoplasmatica. (A) Grupo controle com moderada porcentagem de marcacdo (B)
Grupo triancinolona com algumas células intensamente marcadas, (C) Grupo &cido
hialurénico com leve porcentagem de células de marcadas (D) e, Grupo &cido
hialurénico-triancinolona considerado como ndo marcado.
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Figura 7 Imunohistoquimica para 0s grupos em maior aumento para colageno tipo Il
na marcacao citoplasmatica. (A) Grupo controle com moderada porcentagem de
marcacado (B) Grupo triancinolona com células intensamente marcadas, (C) Grupo
acido hialurénico com leve porcentagem de células de marcadas, e (D) Grupo &cido
hialurénico-triancinolona considerado como ndo marcado.
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Figura 8 Imunohistoquimica dos grupos comparando a intensidade da marcagdo na
matriz extracelular (MEC) para colageno tipo Il. (A) Grupo controle com marcacao leve
na MEC, (B) Grupo triancinolona com marcagcdo leve na MEC, (C) Grupo acido
hialurénico com marcacao moderada na MEC, (D) Grupo triancinolona-acido hialurénico
com marcacdao intesa na MEC.

Discussao

Hé& véarios modelos experimentais in vivo e in vitro para o teste de farmacos de uso
intra-articular, cada qual com suas vantagens e desvantagens (Jo et al., 2014; Mak et al.,
2016; Grodzinsky et al., 2017). No presente estudo optou-se pelo teste em cultivo celular
em virtude da possibilidade do controle do microambiente, caracterizacdo e
homogeneidade das amostras, além do modelamento in vitro de condi¢des in vivo
(Freshney, 2010).

Com o intuito de obter tecidos com fenétipo semelhante ou igual ao tecido articular
nativo, utilizou-se no atual estudo o sistema de cultura “pellet”, o qual permite interacao
célula-célula, semelhante a condensacdo pré-cartlagem durante o desenvolvimento
embrionario (Yang et al., 2004), além de uma elevada eficiéncia de semeadura e
formacdo de MEC rica em colageno tipo Il (Larson et al., 2002; Tallheden et al., 2005).

Contudo, alguns autores afirmaram que as CTMs , quando cultivadas e diferenciadas em
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sistema “pellet”, nem sempre apresentam fenotipo positivo para condrécitos, expresando
marcadores de tecido hipertrofiado (Yang et al.,, 2004). O fato foi detectado no atual
estudo, no qual apenas o Grupo AH apresentou fendétipo positivo. A despeito disto, o
sistema “pellet” tem sido recomendado para uso clinico, apds a diferenciacdo em
condrécitos, e para elucidar incognitas sobre a formacdo de cartilagem em estadios
iniciais (Yang et al., 2004).

CTMs submetidas a diferenciacdo condrogénica em sistema “pellet’, em geral,
apresentam uma taxa de proliferacdo diminuida (Garcia, 2013; Baksh et al., 2007). Desta
forma, a alta concentracdo celular utilizada no presente estudo, conforme teste inicial de
cultivo de “pellet’, teve por finalidade garantir o nimero suficiente de células para as
avaliacdes. Concentracdo similar foi empregada em estudos que diferenciaram CTMs de
diferentes fontes em condrdcitos, adipécitos e ostedcitos (Schurman et al., 2016; Lovati et
al., 2011). Com a curva de crescimento foi decidido escolher o dia dois de cultivo para
someter as células a diferenciacdo; houve replicagdo mais demorada das células da
concentracdo maior, isso possivelmente devido ao espaco reducido da placa para poder
se-replicar.

Macroscopicamente, observou-se perda da integridade dos “pellets” nos grupos AH
e AH/TA, sendo mais notério no primeiro, o que provavelmente esteja relacionado a
consisténcia viscosa e densa do AH. Um fato a destacar é que no atual estudo o HA
empregado é reticulado e tem peso molecular de 6000 kDa. Ha heterogeneidade entre
estudos nas estimativas da eficacia do &acido hialurénico, porém parece que os de alto
peso molecular sdo considerados mais eficazes (Lo et al., 2003; Wang et al., 2004).
Histologicamente, a morfologia dos grupos teve variacdes, porém nos grupos AH e AH/TA
foi possivel detectar formato celular tipico de condrdcitos, ou seja, formas ovaladas e
redondas dentro de lacunas (McGeady et al., 2017). Acredita-se que o fato esteja
relacionado a capacidade hidrofébica do AH, que fornece uma consisténcia rigida e
viscosa ao meio, o que favoreceu uma melhor diferenciagéo celular. Outros estudos tém
mostrado que o uso de “scaffolds” compostos de AH favorece a diferenciacao
condrogénica de CTMs (Awad et al., 2004; Matsiko et al., 2015). Os Grupos Controle e TA
apresentaram morfofologia celular ndo similar a condrocitos. Uma MEC organizada e
algumas células redondas dentro de lacunas foi observado no grupo AH/TA. O grupo AH
apresentou uma MEC escassa envolvendo uma grande quantidade de celulas redondas
dentro de lacunas Em estudo sobre compdsitos de CTMs derivadas do corddo umbilical e

quatro tipos de hidrogel foi também observado que a diferenciagcdo condrogénica de
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CTMs foi diminuida quando cultivadas em hidrogel sem AH ou com AH misturado com
outros compostos (Chung et al., 2014).

A producdo de GAG no 14° dia foi diminuida para todos os grupos, quando
comparada com o controle, pela coloragdo de Alcian Blue. No grupo TA a resposta foi
moderada e provavelmente influenciada pelo tempo de exposi¢do ao farmaco. Também
em estudo sobre condrécitos de cdes expostos in vitro a TA, em diferentes tempos de
cultivo, foi citado que a exposicdo continua promoveu leve reducdo do GAG (14 dias), o
que foi atribuido a diminuicdo da regulacdo dos receptores de corticosteroides (Jansen et
al., 2016). Vale citar que os glicocorticoides sdo importantes na manutencdo da
homeostase da cartilagem (Derfoul et al., 2006), além de serem utilizados frequentemente
para o processo de diferenciacdo condrogénica de CTMs in vitro (Derfoul et al., 2006;
Florine et al., 2013; Randua et al., 2013; Jakobsen et al., 2014; Wang et al., 2015).

No Grupo AH/TA a resposta foi também moderada, porém negativa no Grupo HA.
Por outro lado, em estudo sobre CTMs submetidas a diferenciacdo condrogénica em
ambiente enriquecido com “scaffold” de AH, foi detectada marcacdo aumentada para
GAGs, quando comparada com o controle no dia 9 de diferenciacdo (Wu et al., 2010).
Também Zhu et al. (2016) obtiveram deposicao de GAG dentro de hidrogéis de AH com
CTMs. Entre os fatores que podem ter influenciado na producdo de GAG no presente
estudo, estdo a forma de apresentacdo do HA, que foi liquida e nao por “scaffold”, e o fato
de néo ter sido efetuada a centrifugacéo inicial das células. Salienta-se que em estudo
sobre a formagé&o de cartilagem in vitro de CTMs humanas, foi citado que a condrogénse
pode ser induzida unicamente pela centrifugacéo inicial do “pellet” (Sekiya et al., 2002).

Na expressao de colageno tipo Il no nivel citoplasméatico pela imunohistoquimica, o
controle marcou moderadamente, os grupos AH e TA tiveram marcacgao leve e o grupo
AH/TA foi considerado como ndo marcado. Isso sugere que 0s medicamentos
promoveram efeito negativo no colageno tipo Il, que pode ter relacdo com a concentracao
ou mesmo pela exposi¢cdo continua. Alem disso outra hipotese, € que quando CTMs
diferenciadas em um sistema “pellet” a expressdao de marcadores de hipertrofia como
colageno tipo X sédo maiores (Yang et al., 2004) Vale referir, que estudo sobre os efeitos
de varios glicocorticoides (dexametasona, prednisolona, triamcinolona) em condroécitos
equinos, foi observado que esses farmacos afetam diferentes tipos de genes e que baixas
doses podem causar efeitos negativos minimos no processo degenerativo da MEC

(Richardson and Dodge, 2003). Por outro lado, o uso de TA intrarticular em equinos



57

diminuiu a expresséo de colageno tipo Il no liquido sinovial por 49 dias de avaliagdo (Knyh
et al., 2016).

Por outro lado, a marcacdo de colageno tipo Il na MEC pela imunohistoquimica
teve marcacdo positiva para todos os grupos, sendo intensa para o Grupo AH/TA,
moderada para o Grupo AH, e leve para os demais Grupos. Também em estudo com AH
foto-reticulado em cultivo de condrécitos humanos foi notada presenca de células
redondas, condrogénese aumentada e incrementada quantidade e distribuicdo de uma
nova MEC positiva para coladgeno tipo Il, sugerindo ser o AH adequado para aplicacdo na
engenharia de tecidos articulares (Levett et al., 2014).

O presente estudo apresentou algumas limitacdes, sendo a mais significante a ndo
avaliacdo do painel genético por PCR. Além disso, embora o objetivo inicial ter sido o
teste de farmacos em suas formulacdes originais para a aplicacao intra-articular, outra

opcao de teste seria a incorporagcdo dos mesmos em algum tipo de “scaffold”.

Concluséo

De uma forma geral, o AH isolado foi o composto que a nivel morfolégico teve
maior potencial condrogénico sobre as células, porém com baixa expressao de moléculas
especificas de cartilagem; o grupo TA desenvolveu uma matriz extracelular mais
compacta e organizada com maior porcentagem de células marcadas para colageno tipo
Il.
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