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SANTOS, V. H. Avaliacao das células tronco mesenquimais derivadas de
membrana sinovial equina inseridas em microcapsulas de hidrogel de
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RESUMO

Animais com lesdo na cartilagem articular, decorrente da osteoartrite,
apresentam-se como um desafio para a Medicina Veterinaria, pois o reparo
cartilagineo nunca € completo quando técnicas convencionais de tratamento
sdo utilizadas. Os avancos médicos e pesquisas relacionadas tém mostrado
crescente interesse na utilizacdo da terapia celular com células tronco
mesenquimais derivadas da membrana sinovial (CTMys) no tratamento destas
lesBes, buscando proporcionar total reparo da cartilagem lesada e promover a
imunomodulacdo necesséria para o controle do processo inflamatorio. Além
disso, existem duvidas quanto a persisténcia, comportamento das células e a
migracdo a outros locais inflamados. Desta forma este estudo teve como
objetivo cultivar e avaliar a viabilidade de CTMys encapsuladas em um
arcabouco tridimensional composto de hidrogel de alginato (HA).
Adicionalmente avaliar a migragao celular utilizando o nanocristal Qtracker 655.
Para isso, fragmentos de membrana sinovial foram coletados da articulacao
metatarsofalangeana de equinos por cirurgia astroscopica, submetidos a
digestdo enzimatica e cultivados em monocamadas. As células foram
encapsuladas em varias concentraces: 10% 20* 50% 10° 20° células em
solucéo de alginato de sodio a 1,5% (w/v). Em seguida, fez-se o processo de
gelatinizacdo em CacCl, (102 mM), permitindo a formacédo do HA, com posterior
cultivo em meio DMEM Knockout durante quatro semanas. A viabilidade,
proliferacéo e diferenciacdo das células foram realizadas através da dissolucao
das microcapsulas em citrato de sédio e contagem com azul de tripan, e a
diferenciacdo através dos cortes histolégicos corados com hematoxilina e
eosina (HE) e azul de toluidina (AT). Para avaliar a migracao celular in vivo
utilizou-se a citometria de fluxo até os 21 dias e cortes histologicos em
microscopia de fluorescéncia aos sete dias. Houve um aumento no numero e
na viabilidade das CTMs durante as quatro semanas de cultura nas
microcapsulas com 10% 10° e 20° células. Através das andlises histologicas

dos HAs corados com azul de toluidina e HE foi possivel observar a distribuicéo
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definida dos condrécitos no hidrogel, assemelhando-se a grupos iségenos e
formacdo de matriz territorial. As células migraram expressivamente para
membrana sinovial, sendo encontradas também em estruturas adjacentes,
comprovando a quimiotaxia pela inflamacdo. Este estudo demonstrou a
eficiéncia do HA como arcabouco para ser utilizado na cultura de CTMys
mantendo a viabilidade e estimulando a diferenciagcdo condrogénica e o
nanocristal mostrou ser eficiente na marcacao das CTMys, néo alterando a sua
viabilidade, permitindo avaliacdo da migracdo celular in vivo na articulagdo dos

equinos.

Palavras-chave: equinos; osteoartrite; terapia celular; arcabouco.
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ABSTRACT

Animals with joint cartilage damage resulting from osteoarthritis present a
challenge for Veterinary Medicine, since cartilage repair is never complete when
conventional treatment techniques are used. Medical advances and related
research have shown increasing interest in the use of cell therapy with
mesenchymal stem cells derived from the synovial membrane (MSCsy) in the
treatment of these lesions, seeking to provide total repair of injured cartilage
and to promote the immunomodulation necessary to control the inflammatory
process. In addition, there are doubts about the persistence, behavior of cells
and migration to other inflamed sites. In this way, this study aimed to cultivate
and evaluate a viability of MSCgy encapsulated in a three-dimensional scaffold
composed of alginate hydrogel (HA) 655. For this, fragments of synovial
membrane were collected from the metatarsophalangeal joint of horses by
astroscopic surgery, submitted to enzymatic digestion and cultured in
monolayers. The cells were resuspended in various concentrations: 10% 20%
50* 10° 20° cells in 1.5% (w/v) sodium alginate solution. The gelatinization
process was then carried out in CaCl, (102 mM), allowing the formation of HA,
with subsequent culturing in DMEM Knockout medium for four weeks. Cell
viability, proliferation and differentiation were performed by dissolving
microcapsules in sodium citrate and counting with trypan blue, and
differentiation through histological sections stained with hematoxylin and eosin
(HE) and toluidine blue (AT). To evaluate cell migration in vivo, flow cytometry
was used up to 21 days and histological sections under fluorescence
microscopy at 7 days. There was an increase in the number and viability of
MSCs during the four weeks of culture in the microcapsules with 10*, 10° and
20° cells. Through the histological analysis of HAs stained with toluidine blue
and HE it was possible to observe the defined distribution of chondrocytes in
the hydrogel, resembling isogenic groups and formation of a territorial matrix.
The cells migrated expressively to synovial membrane, being also found in
adjacent structures, proving chemotaxis by inflammation. This study



demonstrated the efficiency of the HA as a scaffold to be used in the culture of
MSCys maintaining viability and stimulating the chondrogenic and nanocrystal
differentiation was shown to be efficient in the labeling of the MSCys, not
altering its viability, allowing evaluation of cellular migration in vivo the equine

joint.

Keywords: equines; Osteoarthritis; Cell therapy; Scaffold.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos da América Latina e o
terceiro mundial. Somados aos muares e asininos, séo oito milhdes de cabecas
gue movimentam um mercado de sete bilhdes de reais por ano. O rebanho
engloba maisde 30 segmentos, distribuidos entre insumos, criagdo e
destinacao final, e compde a base do chamado “Complexo do Agronegdcio
Cavalo”, responsavel pela geracdo de 3,2 milhdes de empregos diretos e
indiretos (MAPA, 2016). O esporte equestre estd amplamente difundido no
Brasil. Estima-se que cerca de 50 mil cavalos atletas pratiquem esportes
hipicos nas diversas modalidades: salto, vaguejada, corrida, adestramento,
entre outras (CONFEDERAC}AO DA AGRICULTURA E PECUARIA DO
BRASIL, 2004). Apesar da maior parte dos cavalos do pais ser voltada ao
trabalho no campo, séo os cerca de 20% dedicados ao esporte e ao lazer que
impulsiona 0 mercado equestre no Brasil (LIMA, 2006). Assim, é notéria a

importancia atual do equino atleta em nosso pais.

Considerando este fato, tornam-se extremamente relevantes as
enfermidades que possam diminuir o desempenho atlético desses animais. A
osteoartrite (OA) é umas das principais causas de claudicacdo em equinos, e
esta associada com baixo rendimento do equino atleta, incapacitacdo fisica e
retirada precoce do animal das atividades esportivas (FRISBIE et al., 2007).

Esta enfermidade afeta principalmente a cartilagem articular, porém acomete



todo o conjunto da articulacdo (0sso, capsula, membrana sinovial, ligamentos,
tecidos periarticulares (MCILWRAITH et al., 2012). Além disso, a OA implica
em grandes prejuizos econdmicos para a industria do cavalo atleta (FRISBIE et
al., 2007; SUTTON et al., 2009), sendo uma doenca altamente incapacitante e
de tratamento complexo (MONTEIRO et al.,, 2015). As lesbes condrais
articulares extensas séo frequentes nesses equinos, independente da idade ou
tipo de exercicio realizado (MONTEIRO et al., 2015). Essas lesfes apresentam
grande dificuldade na reparacdo e consequéncias deletérias a longo prazo
(NIXON et al., 2015).

Varios estudos foram realizados avaliando a eficacia do tratamento da
OA por completo (FRISBIE et al, 2009; GOBBI, 2011; MILANO et al., 2010,
YAMADA et al.,, 2013), mas a reparacdo condral ainda é dependente de
processos intrinsecos e extrinsecos, correlacionados principalmente com a
matriz extracelular, e constantemente o tecido de reparacdo se torna
fibrocartilagem, com perda de funcdo (YAMADA et al., 2013; MAZOR et al.,
2014).

Frente a esta situacdo, inUmeros pesquisadores buscam superar 0S
desafios do processo de reparacdo da cartilagem. A bioengenharia tecidual
estd sendo utilizada como um adjuvante em tratamentos convencionais,
contribuindo de forma significativa ndo apenas para a reducdo da destruicédo
articular e da dor, mas também como uma alternativa terapéutica de
regeneracdo (KOCH et al.,, 2009; VINATIER et al., 2009; GOBBI, 2011;
YAMADA et al., 2013; MADEIRA et al., 2015).

Implantes de células tronco mesenquimais (CTM) em lesBes condrais
demonstram ser promissores, representando uma alternativa terapéutica
(VINATIER et al., 2009), contornando a limitada reparagcédo cartilaginosa,
reduzindo a formacgé&o de fibrocartilagem e blogueando o ciclo inflamatorio
articular expressando moléculas anti-inflamatérias como a IL-10, o antagonista
de interleucina 1 (IL-1ra), indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), TGF-B e PGE,;
(SHI et al., 2012; LENT & BERG, 2013; YAMADA et a., 2013), o que resultaria
em baixa morbidade e no tratamento completo da osteoartrite, quando

comparado com as terapias e técnicas cirlrgicas habituais e atualmente



disponiveis (YAMADA et al., 2013; MCILWRAITH et al., 2011; CARRADE et al.,
2011; RAHEJA et al., 2011; ANDERSON et al., 2014; TSUZUKI et al., 2014).

Uma condicdo fundamental para a utilizacdo das CTM na reparacédo de
defeitos condrais € o0 método de aplicacdo e a manutencdo dessas células no
sitio de acdo. Inimeros métodos tém sido estudados no intuito de garantir o
melhor desempenho das CTM no local da lesdo (NOTH et al., 2008). No caso
dos condrdcitos, o hidrogel de alginato (HA) tém sido o método mais indicado
(FRESHNEY, 2000) por proporcionar o arcabouco tridimensional requerido por
esse tipo celular para evitar sua desdiferenciacdo e também por favorecer a
permanéncia das CTM no local da lesdo, evitando que as células migrem no
organismo do animal. Hauselmann et al. (1994) e Bittencourt et al. (2009)
utilizaram alginato de sédio e obtiveram bons resultados de proliferacao celular,
viabilidade e producdo de moléculas especificas de cartilagem, utilizando

bovinos e ratos, respectivamente como modelo experimental.

A avaliacdo da manutencédo das células e sua diferenciacéo no tecido ao
qual as células sdo implantadas necessitam ser detectadas (KAUR &
SINGHAL, 2011). Diversas marcagdes celulares tém sido estudadas, dentre
estas estdo disponiveis 0s pontos quanticos (WU & BRUCHEZ, 2004).
Dificuldades sdo encontradas em se marcar as células a serem transplantadas,
assim como avaliar o seu destino in vivo, obtendo resultados controversos e de
limitagBes técnicas (OLIVEIRA et al., 2009).

Os pontos quanticos (QDs) sao formados por nanocristais
semicondutores, excitaveis e fotoestaveis, podendo ser estimulados por um
anico comprimento de onda (AZZAZY et al., 2006). Os QDs séo atoxicos as
células e sua fluorescéncia continua ativa por um tempo 100 vezes maior se
comparado a corantes organicos (MARSH et al., 2007). Os nanocristais
provéem luminosidade e fluorescéncia que podem ser observados por horas
em tecidos marcados, ainda podem ser arquivados permanentemente e sao
capazes de marcar quase todos os tipos de material de interesse biolégico
(PARAK et al., 2005). A fluorescéncia do nanocristal pode ser detectada por
pelo menos quatro geracbes celulares, sendo que algumas células podem

permanecer marcadas por até duas semanas (DONALDSON et al., 2004).



As CTM derivadas de membrana e liquido sinoviais sédo fontes tecido
especificas, com elevado potencial condrogénico e de expansao. Além disso,
tais células podem ser obtidas por técnicas minimamente invasivas (DE BARI
et al.,, 2001; SAKAGUCHI et al., 2005; YOSHIMURA et al., 2007; LEE et al.,
2012).

Apesar de todo este potencial, até 0 nosso conhecimento ainda néo
existem estudos sobre a aplicacdo da técnica de microencapsulamento das
CTM em HA para o reparo de lesdes articulares, em equinos. Desta forma o
este estudo teve como objetivo cultivar e avaliar a viabilidade de CTMys
encapsuladas em um arcabougo tridimensional composto de hidrogel de
alginato (HA). Adicionalmente avaliar a migracdo celular in vivo utilizando o

nanocristal Qtracker 655.

1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. A OA nos equinos

As claudicacbes sdo a maior causa de afastamento das atividades
esportivas, implicando em grande prejuizo econbmico para a industria do
cavalo atleta. A osteoartrite (OA) representa até 35% das causas de
claudicacdo em equinos, sendo uma doenca altamente incapacitante e de
tratamento complexo, principalmente por apresentar gatilhos multifatoriais
(MONTEIRO et al., 2015). Trata-se de enfermidade muito preocupante devido a
solidez de instalacdo e a caracteristica degenerativa da doenca, concebendo
um fator determinante no desempenho e no valor dos animais atletas
(STASHAK, 2006; SCHLUETER & ORTH, 2004; BROMMER, 2005).

Os animais com les&do na cartilagem articular demonstram um desafio
para a Medicina Veterinaria tanto clinica quanto cirargica, em decorréncia do
potencial limitado de reparacdo desse tecido. Apesar dos avancos dos
processos realizados na cirurgia artroscépica e da terapia farmacolbgica
utilizada para o tratamento da OA, a reparacdo condral ainda é dependente de

processos intrinsecos e extrinsecos, correlacionados principalmente com a



matriz extracelular, e constantemente o tecido de reparagédo se torna fibrético
(YAMADA et al., 2013; MAZOR et al., 2014).

Passado alguns anos destas afirmacdes, muitos avancos foram
realizados. Diversos farmacos, procedimentos invasivos e ndo invasivos foram
descobertos, otimizando a qualidade de vida do paciente, melhorando o
prognostico e recuperando o desempenho esportivo do animal com
osteoartrite. Porém, o restabelecimento satisfatorio de uma cartilagem hialina
competente ainda nao foi alcancado. Os resultados obtidos no tratamento de
lesbes da cartilagem articular ainda s&o controversos e, mesmo com O
preenchimento cicatricial de defeitos condrais, na maioria dos casos o dano se
estende para o 0sso subcondral, o processo inflamatoério se mantém e o animal
continua a desenvolver a doenca (LEE et al., 2013). Como consequéncia, ha o
desencadeamento de inflamacéo ciclica, sinovite, capsulite, esclerose do 0sso
subcondral, degradacdo enzimatica da cartilagem articular, apoptose celular,
perda de glicosaminoglicanos, destruicdo da matriz extracelular e da rede de
colageno. Essa série de fatores tem como resultado final a quebra estrutural e
funcional da cartilagem articular, e corrobora com a caracteristica degenerativa
e progressiva da osteoartrite (MCILWRAITH, 2005; NESIC et al., 2006).

No equino adulto, a cartilagem articular é desprovida de inervacao,
organizacao linfatica e vasos, o que implica no reduzido influxo de células
progenitoras sanguineas e um limitado mecanismo regenerativo (KURODA et
al.,, 2007; HALEEM et al., 2010). A reparacdo depende de processos
intrinsecos e extrinsecos, intimamente relacionados com a matriz extracelular.
Os processos intrinsecos sao limitados devido ao baixo potencial mitético dos
poucos condrécitos. Os processos extrinsecos sdo limitados a escassa
migracdo de elementos mesenquimais e células progenitoras do 0sso
subcondral (MCILWRAITH, 2005).

Na reparacao de lesbes cartilaginosas existe uma abundante formacao
de tecido fibroso e fibrocartilaginoso, contendo cerca da metade de colageno
tipo 1l e glicosaminoglicanos presentes em uma cartilagem normal. A formagéo
desse tecido é extremamente limitada em zonas superficiais da cartilagem
articular (FRISBIE et al., 2002; MCILWRAITH, 2005; FORTIER et al., 2010), e
nao confere o retorno morfofuncional desse tecido (MCILWRAITH, 2005).



Com o intuito de superar os desafios do processo de reparacao da
cartilagem, a comunidade cientifica continua pesquisando diferentes terapias e
novas abordagens na tentativa de restaurar as funcbes e componentes

estruturais de uma cartilagem articular saudavel.

1.2.2. Terapia celular na osteoartrite equina

A Dbioengenharia, empregada como adjuvante em tratamentos
convencionais, tem contribuido de forma significativa ndo apenas para a
reducdo da destruicdo articular e da dor, mas também como uma alternativa
terapéutica de regeneracao (KOCH et al., 2009; VINATIER et al., 2009; GOBBI,
2011; YAMADA et al, 2013; MADEIRA et al, 2015). Atualmente, os
tratamentos  combinados  envolvendo células  tronco, arcaboucgos
biocompativeis e compostos bioativos estdo sendo amplamente utilizados
como uma forma de fornecer fonte celular e estimulacdo mecéanica e molecular,
visando a restauragdo morfofuncional da cartilagem articular danificada
(YAMADA et al., 2013; MADEIRA et al., 2015).

Depois de tantos progressos, o emprego da terapia celular possibilitou
gue os pesquisadores aproximassem-se de uma reparacao de cartilagem muito
proxima ao ideal. Agora, novos estudos se voltam para os detalhes nesse
campo de investigacdo, apresentando resultados positivos desde sua primeira
utilizacdo com implante autélogo de condrocitos (BRITTBERG et al., 1994; LEE
et al., 2013; MADEIRA et al., 2015). As interacBes moleculares, a presenca de
inflamacéo, as expressdes genéticas e as respostas celulares, a morfologia do
tecido de reparacado e as aplicacdes associadas sao os alvos das atencdes, ja
que o controle biologico desses indicadores podera contribuir, de forma
imperativa, para o sucesso do tratamento, tornando a cura da osteoartrite
possivel, mesmo com a doenca j& instalada (FILARDO et al., 2013; LEE et al.,
2013).

Varias pesquisas foram realizadas envolvendo terapia celular no
tratamento da OA, como o uso de CTM de diferentes fontes. Yamada et al.
(2016) utilizaram CTM derivadas de tecido adiposo em gel de plasma rico em

plaguetas na lesdo condral equina e observaram que o arcabouco



tridimensional produzido a partir da polimerizacao da fibrina presente no PRP
foi biocompativel e capaz de fixar as CTMs no local da les&@o, proporcionando
um microambiente protetor e rico em fatores de crescimento. Dentro do
arcabouco de PRP, as CTMs migraram e se desenvolveram, indicando dessa
maneira seu efeito biologico, auxiliando de forma inegavel no processo de
reparacao condral (YAMADA et al., 2013). Esses mesmos autores relataram
ainda que a associacéao utilizada melhorou a qualidade do tecido de reparacéo,
devido a acdo conjunta das vantagens apresentadas pela utilizacdo das CTMs
(YAMADA et al., 2016), como quimiotaxia, imunomodulagéo, proliferagdo e
migracdo, somadas ao suporte e a alta concentragéo de fatores de crescimento
presentes no PRP, que estimulam a producdo de matriz extracelular e a
diferenciacdo condrogénica (TEXTOR et al., 2014; XIE et al., 2014; LEE et al.,
2013; YAMADA et al., 2013). Lee et al. (2013) relataram a necessidade de
esclarecer o efeito do PRP sobre as CTMs, pois altas doses induzem
proliferacdo e producdo de matriz extracelular descontrolada, culminando com
o efeito negativo, como a fibrose, diferentemente do que ocorre com no cultivo
com alginato de sddio, que apresenta uma producdo de matriz extracelular e
mantém as caracteristicas fenotipicas dos condrdcito por longos periodos
(HAUSELMANN et al., 1994).

Outra alternativa que vem apresentando resultados promissores sao as
CTM derivadas de membrana sinovial (CTMys). As CTM obtidas da membrana
sinovial tem potencial de auxiliar na reparacéo da cartilagem in vitro e in vivo
(KANAMOTO et al., 2008), fato esse confirmado por McGonagle et al. (2008),
gue relataram que existem indicios convincentes de que estas células podem
ser utilizadas de forma eficaz para promover a reparacdo em lesdes

ligamentares.

Comparada a outras fontes de CTMs, a membrana sinovial é o tecido
mais proximo da cartilagem articular, tem maior capacidade condrogénica e
pode ser colhida facilmente por exame artroscépico sem danificar tecidos
normais (SAKAGUCHI et al., 2005, MOCHIZUKI et al., 2006). A capacidade de
regeneracado espontanea da cartilagem articular é bastante baixa. Por esta
razao, a pesquisa de cicatrizacdo de defeitos superficiais articulares centra-se
na possibilidade de melhor reparo da cartilagem lesada através da



transplantacdo de células (condrocitos, células-tronco mesenquimais) e
engenharia de tecidos (NECAS et al., 2010).

Domini et al. (2006) e Pei et al. (2008) relatam que as CTMys séo
negativas para o marcador hematopoiético CD45 e positivas para CD44, CD90,
CD105. Harvanova et al. (2011) determinaram que as células aderentes
derivadas de MS e fluido sinovial (FS) tinham marcadores de superficie celular
semelhantes e mantiveram propriedades proliferativas apds oito passagens.
Estes achados indicam que as células aderentes derivadas da membrana
sinovial e do liquido sinovial apresentam caracteristicas tipicas de CTMs.
Existem estudos que revelam que as CTMs humanas derivadas MS retém a
sua capacidade proliferativa mesmo apos a passagem 10 (DE BARI et al.,
2001; ZIMMERMANN et al., 2001).

1.2.3. Cultivo CTM MS em trés dimensdes (3D)

Com o avanco da engenharia de tecidos, novas oportunidades para
restauracdo funcional e estrutural do tecido lesado estdo sendo propostas. O
crescimento e a diferenciagcdo das células na engenharia de tecidos sao
hipoteticamente influenciados por interagbes com biomateriais (AWAD et
al.,2004). Awad et al. (2004) estudaram as CTMs derivadas de tecido adiposo
humano (CTMs TA) no que se refere ao potencial de diferenciacéo
condrogénica. Neste estudo, as CTMs foram semeadas em diferentes
hidrogéis, tais como alginato, agarose e suportes porosos de gelatina
(Surgifoam®). Os autores concluiram que o0s varios biomateriais apoiam a
diferenciacdo de células condrogénica derivadas de CTMs TA, e que a
manipulacdo da composicdo dessas construcbes da engenharia de tecidos
pode ter efeitos positivos sobre as suas propriedades mecanicas. Focaroli et
al.(2016) utilizaram CTMs TA humano encapsuladas em alginato, relataram
gue as capsulas produziram ambiente semelhante ao tecido cartilagineo e
eram promissoras para uso em engenharia de tecidos. Ainda destacaram que a
técnica de encapsulamento € simples e reprodutivel, ndo interferindo na

viabilidade celular.



Yang et al. (2004) relataram a necessidade que os condrécitos tem que
crescer em cultivo em trés dimensdes (3D) para manterem sua morfologia e
producdo de componentes da matriz. O mesmo ndo ocorre quando cultivados
em monocamadas: as células tendem a aderir no fundo do recipiente de cultura
e passam pelo processo de desdiferenciacdo, no qual adquirem caracteristicas
morfoldgicas atipicas e passam a produzir componentes de matriz
fibroblasticas como colageno tipo | (BENYA & SHAFFER, 1982; MANDL, et al.,
2004). Assim, para conseguir a producdo de um tecido cartilaginoso funcional,
€ crucial evitar a desdiferenciacdo dos condrocitos durante o processo de
engenharia de cartilagem (ZHANG et al, 2004).

O cultivo com arcabouco tridimensional se baseia em manter as células
em uma matriz artificial, biodegradavel, que possa suportar o crescimento da
cartilagem enquanto os condrdcitos e a matriz se estabelecem. O cultivo
consiste em produzir células através da matriz para implanta-las num defeito
articular. A matriz artificial degrada-se gradualmente em 8 a 10 semanas ap0s
o implante de cartilagem (BENTLEY & MINAS, 2001; YANG, et al., 2004).

Véarias matrizes sdo investigadas na expansdo de condroécitos in vitro
para o reparo da cartilagem lesada. Essas matrizes incluem: arcaboucgos a
base de colageno (gel de colageno tipo | e Il, esponjas de colageno tipo I),
acido polilatico e acido poliglicolico, fibrina, 6xido de polietileno, peptideos e
alginato (FRAGONAS et al., 2000; KISIDAY et al., 2002).

O isolamento dos condrdcitos em hidrogel de alginato tém sido o método
mais indicado (FRESHNEY, 2000). O alginato € um polissacarideo linear (n-
acido gulurénico—acido manurénico), aniénico, capaz de gelatinizar-se de
maneira reversivel na presenca de calcio ou outros cations divalentes
(HAUSELMANN et al., 1994, MULDER, 2002). A matriz de alginato pode ser
utilizada tanto em implantes como em estudos da condrogénese, com grande
importancia no entendimento da fisiologia do tecido cartilaginoso (FRAGONAS
et al., 2000). Uma das vantagens deste polissacarideo polimeralizado é a sua

constituicdo atoxica, biocompativel e injetavel em modelos animais.

Alguns autores realizaram o encapsulamento das CTMs TA em HA, no

intuito de avaliar o potencial de diferenciacdo condrogénica, para utilizacéo
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destas células na reparagdo da cartilagem e observaram resultados
satisfatorios pela semelhanca da capsula com a cartilagem (AWAD et al., 2004;
FOCAROLI et al., 2016).

Independentemente do modo de aplicacdo, as CTMs, além de atuarem
no local da lesdo, possuem ac¢do significativa na modulacdo inflamatéria da
membrana sinovial. Aryal (2001) relatou que a grande falha causada pela
administracdo intra-articular ocorre devido ao rapido efluxo pela cavidade
articular apos a instilacdo. Esta limitacdo aparece pelo fato da cavidade
articular ndo ser uma cavidade isolada do corpo. O aspecto macroscépio da
cavidade articular como um compartimento anatémico pode levar a suposicéo
de que o material administrado fica confinado, mas deve-se considerar que ha
um equilibrio direto com a circulacdo (SCHURMAN & KAJIYAMA, 1985).
Assim, a utilizacdo de implantes encapsulados articulares podem ter acao local

maior pelo fato de ndo migrarem para a circulacdo corporea.

Lee et al. (2013) observaram que CTMs marcadas foram encontradas
aderidas a membrana sinovial, junto a macréfagos, um dia apds a aplicacéo
intra-articular, corroborando com dados anteriormente descritos por Huurne et
al. (2012), o que evidencia a capacidade de tropismo das CTMs para os locais
de lesdo e também demonstra que CTMs protegidas por capsulas permanecem
na articulacdo e ndo alcancam a circulacdo sanguinea. No estudo de Huurne
et al. (2012) foi relatado ainda melhora significativa na inflamacéo e
espessamento sinovial, e reducdo da formacédo de ostedfitos e entesofitos apds

o tratamento intra-articular com CTMs em osteoartrites induzidas.

Bittencourt et al. (2009) estudaram condrdcitos de coelho cultivados em
hidrogel de alginato a 1,5% e observaram proliferacdo celular com aumento na
viabilidade por até 4 semanas. Notaram ainda, em cortes histologicos corados
com azul de toluidina e hematoxilina eosina (HE), distribuicdo definida dos
condrdcitos no hidrogel, assemelhando-se a grupos iségenos, e formagéo de
matriz territorial. Os mesmos autores concluiram que o HA foi eficiente como
arcabouco para ser usado na cultura de condrocitos, constituindo, assim, uma

alternativa no reparo de lesdes na cartilagem articular.
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1.2.4 ldentificacao celular nos tecidos

O entendimento do comportamento e do potencial regenerativo das
CTMs sera totalmente efetivo no momento em que houver um aporte definitivo
das células no local desejado (FOX et al., 2007). Neste contexto, as formas de
identificacdo s&o cruciais para responder a diversas questbes importantes
(KOCH et al., 2008). Muitos pesquisadores utilizam técnicas de
imunofluorescéncia ou imunohistoquimica para identificar os nichos das CTM
(JONES & McGONAGLE, 2007).

Nos ultimos anos houve um aumento crescente na busca por métodos
fluorescentes capazes de realizar a deteccdo das células (GWINN &
VALLYATHAN, 2006). Esta busca cresceu com o advento da nanotecnologia,
que faz uso de nanoparticulas aplicadas a novas terapias e marcacao

molecular, além de utilizar métodos de deteccéo Optica (BORM, 2006).

Os nanocristais sdo materiais que podem ser observados utilizando
qualquer microscopia fluorescente (epifluorescéncia, confocal e multifocal),
brilhando como sinais de néon, durante até 48 horas (BORM, 2006). Por
definicdo, o nanocristal pode ser detectado por pelo menos quatro geracdes
celulares (DONALDSON et al., 2007), nao sao toéxicos e sua fluorescéncia é
ativa por tempo 100 vezes maior quando comparado aos corantes organicos
(MARSH et al., 2007). O controle da cor emitida pelos QDs pode ser alterada
de acordo com o seu tamanho: os pontos pequenos emitem luz azul, verde ou
amarela e pontos maiores brilham nas cores laranja, vermelha ou cinza
(SIMBERG et al., 2007). A marcagdo ocorre sem causar efeitos deletérios a
célula, através do envolvimento e interacdo do marcador com a membrana

celular, ocorrendo endocitose e quimiotaxia (AZZAZY et al., 2006).

Resultados com CTM marcadas com nanocristais fluorescentes Q-
tracker foram Gteis na identificacdo de células implantadas em defeitos 6sseos
em caes sete dias ap6s o tratamento (OLIVEIRA et al., 2010). Além disso,
estudos mostraram que a marcagao nao interfere na viabilidade, capacidade
proliferativa e diferenciacéo celular (COSTA, 2009). O tratamento de infarto de
miocardio com CTM realizado por Rosen et al. (2007) sugeriu que as células

transplantadas possuem capacidade de migracdo em direcéo ao tecido lesado,
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e sdo capazes de se incorporar neste tecido, podendo ser visualizadas apoés
um periodo de 8 semanas. N&o foram encontrados em literatura trabalhos que
avaliassem por marcacdo com nanocristal o comportamento das CTM nas

articulacbes dos equinos.

Carvalho et al. (2014) utilizando o Qtracker para avaliacdo da migragéao
das CTMs em tendinites induzidas em equinos, concluiram que 0s nanocristais
apresentaram ser um valioso marcador in vivo de CTMs para serem utilizados
no tratamento da tendinite. Embora a migracdo de CTMs para a corrente
sanguinea tenha sido observada, ndo foi possivel identificar as células

marcadas nos tenddes nao tratados.

Oliveira et al. (2014) avaliaram a marcacdo das CTMs com nanocristal
antes e apés o implante em lesdes tendineas experimentais do tendao flexor
digital superficial (TFDS) de equinos. Observando que as CTMs marcadas e
injetadas no tecido tendineo mantiveram sua fluorescéncia sete dias apos seu
implante, ndo ocorrendo migracdo para o membro contralateral. O uso do
nanocristal para a marcacdo das CTMs derivadas da medula 6ssea equina
mostrou-se efetivo pelo fato de essa nanoparticula ndo ter alterado a
viabilidade celular e por ela ter permanecido ativa durante o periodo

implantado.
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2.1. Cultivo de células tronco mesenquimais derivadas da

membrana sinovial equina em microcapsulas de hidrogel de alginato

Culture of mesenchymal stem cells derived from equine synovial
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells derived from synovial membrane (MSCgsy) have a
greater capacity for chondrogenic differentiation because they are a source
close to the chondrocytes. This study aimed to cultivate and evaluate viability
and differentiation of MSCsy encapsulated in a three-dimensional alginate
hydrogel (HA) framework. Samples of the synovial membrane of the
metatarsophalangeal joint of 4 horses were collected by astroscopic surgery.
These were subjected to enzymatic digestion, isolated mesenchymal cells,
cultured in monolayers and encapsulated at various concentrations, 10* 20%
50* 10°; 20° cells in 1.5% sodium alginate solution. The gelatinization process
was carried out and cultured for 4 weeks. Viability and cell proliferation were
performed by dissolving the microcapsules and counting with trypan blue. The
ratio of live cells and total live cells at moments 0O, 7, 14, 21 and 28 days was
analyzed. For the evaluation of differentiation, histological sections stained with
hematoxylin and eosin and toluidine blue were performed. There was no
statistical difference in the proportion of live cells between groups over the 28
days. The group of 10° cells obtained a higher total number of living cells at the
end of the experiment. Through the histological analyzes it was possible to
observe at 7 days a low amount of spherical cells with chondrocyte

characteristics. On day 21, chondrogenic differentiation became evident, with
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pericellular and territorial matrix production. This study demonstrated the
efficiency of HA as a framework for MSCsy and the chondrogenic differentiation
power of the studied technique, promising for use in the treatment of joint

injuries in horses.

RESUMO

Células tronco mesenquimais derivadas de membrana sinovial (CTMys)
apresentam maior capacidade de diferenciacdo condrogénica por serem fonte
proxima dos condrécitos. Este estudo teve como objetivo cultivar e avaliar
viabilidade e diferenciacdo de CTMys encapsuladas em arcabouco
tridimensional de hidrogel de alginato (HA). Foram coletadas amostras de
membrana sinovial da articulacdo metatarsofalangeana de 4 equinos por
cirurgia astroscopica. Estas foram submetidas a digestdo enzimatica, as células
mesenquimais isoladas, cultivadas em monocamadas e encapsuladas em
varias concentracdes, 10% 20% 50* 10°; 20° células, em solugdo de alginato de
sédio a 1,5%. Realizou-se o processo de gelatinizacdo e posterior cultivo
durante 4 semanas. A viabilidade e a proliferacdo celular foram realizadas
através da dissolucdo das microcapsulas e contagem com azul de tripan.
Analisou-se a proporcdo de células vivas e o total de células vivas nos
momentos 0, 7, 14, 21 e 28 dias. Para a avaliacdo da diferenciacdo, foram
realizados cortes histolégicos corados com hematoxilina e eosina e azul de
toluidina. Nao houve diferenca estatistica na propor¢cédo de células vivas entre
os grupos no decorrer dos 28 dias. O grupo de 10° células obteve maior
namero total de células vivas ao final do experimento. Através das analises
histol6gicas foi possivel observar aos 7 dias baixa quantidade de células de
formato esférico com caracteristicas dos condrocitos. No dia 21, a
diferenciacdo condrogénica ficou evidente, com producéo de matriz pericelular
e territorial. Este estudo demonstrou a eficiéncia do HA como arcabouco para
as CTMys e o poder de diferenciagdo condrogénica da técnica estudada,
promissora para 0 uso no tratamento de lesdes articulares em equinos.

Palavras chave: viabilidade, proliferacéo, diferenciacéo, cavalos.
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1. Introducéo

A osteoartrite (OA) é umas das principais causas de claudicacéo
em equinos e esta associada com baixo rendimento do equino atleta,
incapacitagéo fisica e retirada precoce do animal das atividades esportivas
(FRISBIE et al., 2007). A cartilagem articular € o principal alvo das alteracdes
degenerativas da OA (MCILWRAITH, 2005). Inumeras estratégias de
tratamento estdo sendo desenvolvidas para melhorar a reparacdo da
cartilagem articular. No entanto, as propriedades biolégicas e mecéanicas do
tecido de reparo formado sdo inferiores as da cartilagem articular nativa. A
dificuldade ocorre porque a cartilagem articular tem capacidade limitada de
auto-regeneracao (HUNZIKER, 2002; REDMAN et al. 2005). Pelo fato de ser
desprovida de inervacgdo, organizacao linfatica e vasos, implicando no reduzido
influxo de células progenitoras sanguineas, limitando o0 mecanismo
regenerativo (KURODA et al., 2007; HALEEM et al., 2010).

Atualmente, as terapias estdo utilizando tratamentos combinados
envolvendo células tronco mesenquimais (CTM), arcaboucos biocompativeis e
compostos bioativos, como forma de fornecer fonte celular e estimulagao
mecanica e molecular, visando a restauracdo morfofuncional da cartilagem
articular danificada (YAMADA et al., 2013; MADEIRA et al., 2015). Estes
fatores promovem estimulos para melhorar a diferenciacdo condrogénica
(LEMARE et al.,, 1998; JOHNSTONE et al., 1998; WAKITANI et al., 1994).
Hauselmann et al. (1994) realizaram cultivos de condrdcitos em esferas de
alginato durante 2 semanas, que deram origem a matriz semelhante a da
cartilagem articular nativa, mantendo o fendtipo durante 8 meses, 0 que
exemplifica a acdo benéfica de arcabougos biocompativeis sobre a
diferenciacéo condrogénica.

O hidrogel de alginato € um polissacarideo linear (n-acido
gulurénico—acido manurbnico), aniénico, capaz de gelatinizar de maneira
reversivel na presenca de calcio ou outros céations divalentes (HAUSELMANN
et al., 1994; MAZZITELLI et al., 2010; MORCH et al., 2012; MAZZITELLI et al.,
2011; LEE & MONEY, 2012; HUANG et al., 2012). E amplamente utilizado na
engenharia tecidual, proporcionando ambiente ideal para as CTMs, facilitando

sua distribuicdo espacial, 0 que resulta em microambiente que se assemelha a
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cartilagem nativa in vivo (FRAGONAS et al., 2000; KURTH et al., 2007; LEE &
MONEY, 2012; NAKASHIMA et al., 2012; Stolzel et al., 2015). Além disso,
possui acbes condroindutoras para promover a sintese de componentes da
matriz especifica da cartilagem (CHANG et al.,, 2001; CHANG et al., 2003;
PLEUMEEKERS et al.,, 2014), o que favorece a regeneracdo da cartilagem
lesada.

Até o momento, a maior parte dos estudos publicados referentes
a diferenciacao condrogénica tém focado nas CTMs isoladas a partir da medula
0ssea (MAJUMDAR et al. 2001; MA et al., 2003; YANG et al. 2004). Mas as
CTM de membrana sinovial (MS) vem atraindo atencao consideravel, uma vez
que possuem maior potencial condrogénico por ser fonte celular mais
especifica e préxima dos condrocitos (O CONNELL, 2000; SAKAGUCHI et al.
2005; SHIRASAWA et al. 2006). Em modelos animais, as células MS podem
migrar para os defeitos da cartilagem articular, onde se proliferam e se
transformam em condrécitos, produzindo tecido de reparo semelhante a
cartilagem (HUNZIKER e ROSENBERG, 1996; HUNZIKER, 2001). No entanto,
as condi¢cdes de estimulagéo precisam ser melhor entendidas para otimizar a
formacao de uma cartilagem articular totalmente funcional e hialina.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi cultivar CTMys
encapsuladas em hidrogel de alginato em diferentes concentracdes,
comparando a viabilidade, proliferacdo e diferenciagdo condrogénica, para
posterior utilizacdo em implantes visando a regeneracao da cartilagem articular
de equinos. Assim, a hipotese deste estudo foi encapsular maior nimero de

células por microcapsulas viabilizando o tratamento intra articular em equinos.

2. Material e métodos

O experimento foi desenvolvido no Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de
Botucatu (Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria), no
Laboratério de Terapia Celular, FMVZ, Unesp Campus de Botucatu), no
periodo de outubro a novembro de 2016. Foi aprovado pela Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
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da Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Botucatu, sob protocolo numero
052/2016.

2.1 Coleta da membrana sinovial

As membranas sinoviais foram coletadas a partir de artroscopias
realizadas em equinos atendidos pelo servico de Cirurgia de Grandes Animais
da Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho (UNESP), campus
Botucatu/SP, no periodo de abril a setembro de 2016. Como doadores de
membrana sinovial, foram utilizados 4 equinos da raga Quarto de Milha, sendo
dois machos e duas fémeas com idade média de 4 + 0,40 anos, e pesando em
meédia 400 + 5,77 kg. Destes animais foram obtidos fragmentos de membrana
sinovial (MS) das articulagbes metatarsofalangeana direita e esquerda, com
auxilio da pinca Rongeur Ferris Smith. E importante salientar que esses
animais foram apenas doadores da membrana sinovial, ja que o experimento

utilizou células alogénicas.

2.3 Cultura CTMus

ApOs a coleta a amostra foi submetida a sucessivas lavagens com
Knockout™ DMEM e sofreu separacdo mecanica com auxilio da lamina de
bisturi e acédo digestiva de solucdo 2mg/mL de colagenase tipo | diluida em
meio Knockout™ DMEM. A solucdo foi homogeneizada e levada a estufa em
37° C e 5,0% de CO,, overnight e ap6s este periodo foi adicionado o0 mesmo
volume de meio Knockout™ DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB). Este
material foi centrifugado a 628G durante 10 minutos. Apds esse periodo,
removeu-se o sobrenadante e foi adicionado o meio de cultivo para posterior
centrifugacédo. Novamente foi removido o sobrenadante e adicionado o meio de
cultivo. As CTMys foram cultivadas em frascos de cultura de 75cm? a uma
concentragdo de 10 x 10 células/cm? utilizando o meio de cultura Knockout™
DMEM 10% de SFB. Os frascos foram mantidos em estufa em 37°C e 5,0% de
CO..
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2.4 Microcapsulas de alginato

As células ao termino do cultivo em monocamada foram
encapsuladas em vérias concentracdes: 10% 20% 50* 10° 20° células por
microcapsulas em uma solucéo de alginato de sodio a 1,5% com o pH 7,4. A
suspensao de células em alginato foi colocada em uma seringa de 10 mL com
uma agulha de 21 G, e posteriormente foi dispensada da seringa por
gotejamento dentro da solucdo de gelatinizagdo (CaCl2 - 102 mM), permitindo
assim a polimerizacao do alginato durante 10 minutos até formar os “hidrogéis”.
A solucéo de gelatinizacéo foi desprezada, e as microcapsulas foram lavadas 3
vezes em 5 vol. de NaCl a 0,15 M. As microcapsulas foram cultivados em meio
Knockout™ DMEM. A cultura foi mantida em estufa de 37° C em atmosfera
Uumida a 5% de CO, e 95% de ar durante quatro semanas. O meio de cultura foi

trocado a cada 2 dias.

2.5 Viabilidade celular

A recuperacado das células do hidrogel para acessar a viabilidade
celular foi realizada através da dissolucao do hidrogel em citrato de sddio, por
20 minutos em estufa de 37°C. Posteriormente realizada a centrifugacdo da
amostra e diluicdo na solucdo de azul de tripan. A contagem de células e
determinacdo da viabilidade celular foi realizada utilizando a camara de
Neubauer em 5 momentos, descritos a seguir: momento 0 (pds
encapsulamento), momento 1 (7 dias), momento 2 (14 dias), momento 3 (21
dias) e momento 4 (28 dias). O numero de células vivas foi determinado pela

técnica de exclusao de células mortas coradas por solucdo de azul de tripan.

2.6 Morfologia celular e caracterizagdo da matrix extracellular
Para avaliar a producdo dos componentes da matriz extracelular
as amostras foram avaliadas em dois momentos: 7 dias e 21 dias apds
encapsulamento. As amostras foram fixadas em formaldeido a 10%, passadas
por solucdes crescentes de alcool (70%, 95% e 100%), incluidas em parafina e
posteriormente seccionadas no microtomo. As seccdes obtidas foram coradas

com azul de toluidina (AT) a 0,3%, pH 3.65 e Hematoxilina e Eosina (HE).



28

2.7 Caracterizagdo imunofenotipica - citometria de fluxo

As células progenitoras foram diferenciadas nas linhagens
adipogénicas, osteogénicas e  condrogénica  demonstrando  sua
multipotencialidade. Todas as diferenciacdes foram realizadas em triplicata
para cada animal, sendo que uma amostra adicional por animal foi mantida em
meio de cultura basal durante 14 dias (como controle da diferenciacéo
adipogénica e osteogénica) e por 21 dias (como controle da diferenciacéo
condrogénica).

Para a diferenciacdo adipogénica, as células provenientes da
terceira passagem foram incubadas a uma densidade de 20.000 cells/cm? em
uma placa de cultura de 24 pocos e cultivadas em meio de cultura adipogénico
durante 14 dias. O meio de cultura (STEMPRO®, Gibco, Grand Island, NY,
USA) foi trocado a cada trés dias. Posteriormente as células foram fixadas com
solucdo de formoldeido a 10% durante 10 minutos, seguido de lavagens com
PBS sendo coradas com Oil Red O (Gibco, Grand Island, NY, USA).

Para realizar a caracterizacao osteogénica das CTMys, as células
progenitoras da terceira passagem foram incubadas a uma densidade de
20,000 cells/cm? em placa de cultura de 24 pocos e mantidas em condicdes
osteogénicas durante 14 dias, o meio (STEMPRO®, Gibco, Grand Island, NY,
USA) foi trocado a cada trés dias. As células foram fixadas em solucdo de
formoldeido 10% durante 10 minutos, seguido de lavagens com agua estéril
sendo corada com Alizarin Red (Gibco, Grand Island, NY, USA).

A condrogénese foi induzida em um pellet de micromassa
preparado com 1 x 10° células alocadas em um tubo cénico de 15 mL de
polipropileno. O pellet foi cultivado a 37°C com 5% CO, em 2 mL de meio de
cultivo condrogénico (STEMPRO®, Gibco, Grand Island, NY, USA), o meio foi
trocado a cada trés dias. Apdés o periodo de trés semanas de incubacao, o
pellet foi fixado em solucdo de formaldeido 10% durante 24 horas a
temperatura ambiente, este foi parafinizado e posteriormente cortado em
secdes de 5 ym, sendo corado com hematoxilina para a histologia geral e com
Alcian blue para detectar os proteoglicanos sulfatados.

A selecao dos anticorpos foi parcialmente baseado em estudo
prévio sobre o conhecimento das pesquisas em CTMs de equinos (Carvalho et

at., 2013). As células progenitoras devem expressar os marcadosres CD29,
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CD44, e CD90 e ndo expressar os marcadores CD14, CD79, e MHC-II (De
Schauwer et al., 2011). A citometria de fluxo foi realizada no aparelho
FACSCalibur (BD, San Jose, CA, USA), da primeira e terceira passagem,
utilizando o anticorpo monoclonal mouse anti-rat CD90-FITC (Caltag
Laboratories, Burlingame, CA, USA) e mouse anti-human CD105-FITC mAb
(AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK) para avaliar a expressao interespécies.
O anticorpo monoclonal especifico mouse anti-horse CD44 (AbD Serotec,
Kidlington, Oxford, UK) e mouse anti-horse MHC Class Il (AbD Serotec,
Kidlington, Oxford, UK), foram marcados com o anticorpo monoclonal
secundario goat anti-mouse IgG-FITC (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).

2.8 Andlise estatistica

Os dados coletados sobre a quantidade de células vivas e mortas
observadas em diferentes concentracées (10% 20* 50% 10° 20° células) e em
diferentes dias (0, 7, 14, 21 e 28) foram analisados utilizando um modelo linear
generalizado para distribuicdo binomial com funcdo de ligacdo logistica. Para
analisar a contagem de células totais em diferentes concentracdes (10% 20*
50* 10° 20° células) e em diferentes dias (0, 7, 14,21 e 28), utilizou-se um
modelo linear generalizado para a distribuicdo Binomial Negativa porque os
dados apresentaram alta variabilidade. As diferencas estatisticas observadas
para as concentracdes e os dias foram testadas, sendo consideradas
diferencas estatisticamente significativas quando o valor p do teste era inferior
a 5% (p<0, 05). A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SAS
versao 9.3 (2011).

3. Resultados e discussao

O isolamento das CTMys dos equinos foi realizado utilizando a
metodologia semelhante a descrita por De Bari et al. (2001), que coletou MS de
pacientes humanos com doenca articular degenerativa e realizou digestédo
enzimatica com a enzima colagenase para extrair as células do tecido e obter
menor tempo de cultivo.

As colonias de células do presente estudo apresentaram

aderéncia ao plastico nas primeiras 36 horas de cultivo (Figura 1A). Aos 15
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dias as colbnias das células apresentavam-se semelhantes a fibroblastos em
todos os cultivos (Figura 1B), resultados semelhantes foram observados por
Prado et al. (2015), mantendo a caracteristica fenotipica até a passagem 11
(P11). O cultivo celular foi mantido até a terceira passagem utilizando amostras
de quatro animais. A capacidade das CTMys de diferenciagdo em trilinhagem
foi confirmada utilizando os meios de diferenciacdo comercial para o homem
(Gibco, Grand Island, NY, USA).

A coloracdo com Oil red marcou as goticulas de lipideos dentro
das células sobre o meio de indugéo adipogénico. A diferenciacdo osteogénica
foi confirmada com a coloracdo em Van Kossa das células diferenciadas,
evidenciando o depdsito de célcio formado durante a diferenciacéo
osteogénica. As culturas controles ndo exibiram diferenciacdo. O potencial
condrogénico foi avaliado utilizando o sistema de cultura em forma de pellet. As
células submetidas a diferenciacdo condrogénica monstraram-se coradas com
Safranin O evidenciando a matriz extracelular condral durante a diferenciacéo
em cartilagem.

A anadlise pela citometria de fluxo revelou a expressao pelo CD90
e CD105 em todas as passagens testadas (12 a 3" passagens), determinando a
reacao cruzada inter espécie entre 0 camundongo e o0 equino, e entre homem e
equino, respectivamente. O CD44 também reagiu com as CTMys em todas as
passagens. Como esperado, ndo houve reacdo do marcador MHC Classe I
nas CTMys (Tabela. 1).

O crescimento das células até atingirem a confluéncia de 80%
para realizacdo da primeira passagem (P1) ocorreu em média com 15 dias, e 0
tempo de cultivo entre a P1 e P3 ocorreu em média de 30 dias. De Bari et al.
(2001), cultivando CTMys humanas, observaram tempo de cultura primaria (P1)
que variou de 20 a 25 dias. Utilizando CTMys de equinos higidos com idade de
2 a 10 anos, pelo método de inserto, Fulber et al. (2016) observaram tempo
médio de cultivo até P3 de 68 dias. Em estudos utilizando a colagenase para o
isolamento das células, a semelhanca do que foi realizado neste trabalho, a
expanséo e a confluéncia celular foram observadas na segunda semana de
cultivo (KOGA et al., 2007; KURTH et al., 2007; DE BARI et al., 2001).

Fafidn-Labora et al. (2015) relacionaram a idade dos doadores

como fator relevante no tempo de cultivo. Ao realizarem o estudo com ratos
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observaram que as células apresentam declinio no potencial regenerativo com
0 aumento da idade do doador. No presente trabalho, os animais utilizados
tinham idade média de 4 anos, podendo ser considerados animais jovens, 0
que favoreceu a proliferacdo celular. Nos estudos comentados anteriormente,
animais com médias de idade mais altas foram utilizados, o que pode ter
gerado o menor tempo de crescimento celular com necessidade de tempo de
cultivo mais prolongado.

O encapsulamento das CTMs tem sido realizado de diferentes
formas, variando desde a concentracdo da solucao de alginato até o calibre da
agulha. Hauselmann et al. (1994) utilizaram solucéo de alginato 1,2% (w/v) ao
encapsular condrécitos bovinos com agulha 22G, Bittencourt et al. (2009), 1,5%
de alginato e 21G, Ma et al. (2003), 1,2% e 16G, Kurth et al. (2007), 2% de
alginato e molde de 22 mm de didametro e 2 mm de altura. J& no presente
estudo, as microcapsulas foram confeccionadas com solugdo de alginato a
1,5%, agulha 21G e apresentavam diametro médio 1000um (Figura 3).

Estas variacGes (concentracdo do alginato, tamanho da cépsula,
calibre da agulha utilizada) podem interferir na viabilidade das células. Domm
et al. (2004) utilizaram seis tipos de alginato comercial em seu experimento,
demonstrando que o tipo de alginato pode influenciar na cultura de condrécitos,
ao encontrar variacdo no seu pH, viscosidade ou relagdo n-acido gulurénico—
acido manurénico. Bittencourt et al. (2009) confirmaram que as varia¢cdes na
concentragdo do alginato influenciam o metabolismo da célula e a difusédo dos
componentes necessarios provenientes do meio de cultura, recomendando
utilizar 1,5% (w/v). O didametro da agulha interferindo na viabilidade celular foi
avaliado por Garvican et al., (2016), que concluiram que agulhas de maior
calibre (19G) para a implantagdo celular reduzem a perda de viabilidade
induzida pelo estresse em comparacao com calibres menores de agulha (21G
e 23G). Com isso, pode-se notar que a utilizagdo de agulha 21G no presente
estudo, levou em consideragao os fatores citados acima, buscando minimizar a
interferéncia na viabilidade e proliferacdo celular, mantendo a viabilidade das
células em 80% e a proliferacdo celular por quatro semanas, tornando os
resultados os mais eficientes possiveis.

Além das variagbes anteriormente citadas, existem variagfes na

concentracdo de células por microcapsulas, descritas em literatura, variando de
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10 mil células (BITTENCOURT et al., 2009) até 60 mil células por microcipsula
(MA et al., 2003). No tratamento de lesdes articulares em equinos recomenda-
se utilizar de 10 a 30 milhdes de células para a obtencdo de efeito clinico
eficiente (WILKE et al., 2007). Assim, a quantidade de microcapsulas a ser
aplicada na articulagdo esta diretamente relacionada a concentracéo de células
em cada microcapsula. Como normalmente o volume das articulagcdes-alvo €
limitado, passa a ser extremamente Util concentrar mais células/microcapsulas
de maneira a tornar a técnica da aplicacdo de CTMys em microcapsulas viavel
na rotina clinica. Desta forma, neste trabalho, foram avaliadas microcapsulas
com maior (200 mil) e menor (10 mil) nimero de células, mantendo volume
constante de 10uL. Assim, foram delineados grupos experimentais contendo
microcapsulas de 10% 20% 50% 10°; 20° células, que foram avaliados em 0, 7,
14, 21 e 28 dias.

Ao analisar o niumero de células vivas, néo foi possivel observar
diferenca estatistica entre os grupos até os 28 dias (Figura 4), ou seja, todos 0s
grupos estudados tiveram o mesmo comportamento e curva de crescimento
semelhante, com células vivas e mortas em proporgcdo estatisticamente iguais
no decorrer do tempo de avaliacdo. No dia 7 podemos observar declinio do
namero de células vivas em todos 0s grupos (com aumento na proporcao de
células mortas), possivelmente devido ao aumento da atividade metabdlica que
ocorre no interior das microcdpsulas logo ap6s sua confeccao, relatada por
Farrell et al. (2012). Estes mesmos autores relataram que em estruturas
tridimensionais ocorre morte celular no centro e na parte inferior dos
arcaboucos, justificando o declinio da viabilidade nas primeiras semanas apos
o implante. Heywood et al. (2006) observaram declinio na viabilidade das
células, 2 dias apOs cultivo em alginato de 4 mm de espessura. Assim, 0
declinio inicial na viabilidade é esperado, e no presente estudo ocorreu no 7°
dia de avaliagao.

Conforme citado anteriormente, nos momentos seguintes de
avaliacdo, as células dos diferentes grupos mantiveram curva de crescimento
semelhante, apresentando expansdo. A avaliacdo estatistica demonstra que
Nao ocorreu menor crescimento NOs grupos com maiores concentragao de
células, o que poderia acontecer por competicdo por espaco ou nutrientes

dentro da microcdpsula. Com isso, podemos inferir que € possivel utilizar



33

diferentes concentracdes por microcidpsulas mantendo sua viabilidade até os
28 dias.

Analisando os resultados do numero total de células vivas nos
diferentes dias e diferentes concentracdes (Tabela. 2), podemos observar que
houve diferenca estatistica entre quase todos 0s grupos quando analisa-se
momento a momento. Essa diferenca pode ser explicada pela disparidade
entre as concentracdes iniciais de cada grupo. Como citado anteriormente, a
curva de crescimento (porcentagem de células vivas no decorrer do periodo
analisado) de cada um dos grupos é semelhante. Assim, é de se esperar que
as diferencas, no que se refere a contagem total de células vivas, sejam
mantidas. A excecdo ocorreu no dia 14, onde os grupos de 20* e 50* células
nao obtiveram diferenca estatistica entre si, assim como entre 0s grupos de
100° e 200° células no mesmo momento de avaliagéo. Este fato provavelmente
ocorreu devido a proximidade na concentracdo inicial de células destes grupos.

Ja ao observarmos o numero células vivas totais no decorrer dos
momentos dentro de cada grupo, varias diferencas foram encontradas
indicando principalmente o aumento no numero total de células vivas com o
passar do tempo. A maior excecdo ocorreu com o grupo de 20* células, que
praticamente ndo apresentou crescimento no periodo experimental, mostrando-
se o pior grupo de avaliacao.

Analisando a curva de crescimento do numero total de células no
grafico ao longo de 28 dias (Figura 5), foi possivel observar que os grupos de
10% 100° e 200° células apresentaram maior nimero de células totais ao final
do experimento. Porém, apenas os grupos de 10* e 10° células demonstraram
proliferacéo celular, com numero total de células vivas maior ao final do periodo
de experimento. Bittencourt et al. (2009) utilizaram metodologia semelhante do
presente estudo, encapsulando 10* células por microcapsulas, e observando a
manutencdo e proliferacdo celular por até 4 semanas. JA Ma et al. (2003)
realizaram o encapsulamento de CTMs da medula éssea humana, na
concentracdo de 60 mil células por microcapsula de alginato, relataram que a
viabilidade manteve-se elevada (> 90%) ao longo de 4 semanas e a duracao
da cultura in vitro ndo teve efeito sobre a viabilidade das células.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que o

grupo de 10* pode ser utilizado para aplicacdo intra articular em equinos,
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porém seriam necessarias varias microcdpsulas para atingir o nimero total de
CTM necessérias para o efeito desejado, e o volume articular é limitante. J& o
grupo de 10° células manteve a curva de crescimento semelhante, obtendo
maior proliferacdo celular aos 28 dias. A utilizacdo de maior numero de células
por microcapsulas viabiliza a aplicacdo clinica em equinos, concentrando o
namero de células em menor volume, e possibilitando a aplicacdo do niumero
de células necessérias para efeito terapéutico utilizando aproximadamente 100
microcapsulas. Aumentando a densidade por céapsula, o numero de
microcdpsulas a ser transplantadas ser4 menor, reduzindo o dano tecidual
produzido pelo transplante (ROSS & CHANG, 2002; NOGUES et al., 2013).
Porém é importante salientar que concentracfes maiores por microcapsulas
devem ser avaliadas com cuidado, para que nao haja prejuizos na viabilidade
celular a longo prazo apés o encapsulamento. No presente trabalho, por
exemplo, a concentracdo de 200° células teve pior desempenho que a de 100°
células, quando observamos o numero total de células ao final do experimento
(28 dias), ja que, comparando esses dois grupos com maior concentracao de
células, apenas o de 100° terminou o periodo de andlise com mais células do
que iniciou. Estas observacdes indicam provavel limite de concentracdo de
células por capsula.

Algumas caracteristicas foram responsaveis pela escolha do
hidrogel de alginato no presente estudo, como a capacidade de gelatinizar de
maneira reversivel na presenca do calcio (HAUSELMANN et al., 1994,
MULDER, 2002), biocompatibilidade, injetavel em modelos animais, possui
propriedades condroindutoras por produzir ambiente semelhante ao tecido
cartilagineo e né&o interferem na viabilidade celular (AWAD et al., 2004;
FOCAROLI et al., 2016), degradando-se gradualmente em 8 a 10 semanas
apos o implante de cartilagem (BENTLEY; MINAS, 2001; YANG, et al., 2004).

Vérias pesquisas relataram o potencial de estimulo do alginato na
diferenciacdo condrogénica, estimulando tanto células da membrana sinovial
(KURTH et al. 2007), como tecido adiposo (FOCAROLI et al., 2016), medula
ossea de humanos (MA et al., 2003), e condrécitos bovinos (HAUSELMANN et
al., 1994), porém nenhuma pesquisa avaliou o potencial das células de

equinos, o que torna o presente trabalho inédito.
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A observacao das células em hidrogel de alginato, aos 7 dias de
cultivo, pela coloragdo de azul de toluidina demonstrou baixa quantidade de
células de formato esférico com caracteristicas dos condrécitos (Figura 6A).
Em maior aumento (Figura 6B) evidenciou-se formacdo da matriz pericelular
com lacunas ao redor dos condrécitos e retencdo da morfologia esférica
semelhante ao do tecido cartilaginoso nativo. Aos 7 dias de cultivo, Ma et al.
(2003), descreveram o mesmo achado morfolégico ao trabalhar com CTMs de
medula 6ssea humana. A baixa quantidade de células com caracteristicas de
condrdcitos encontradas neste momento pode ser explicada pela hipétese de
que as demais células permaneceram indiferenciadas, com a possibilidade de
apresentarem acdes paracrinas, com efeitos imunomodulatérios e
antiinflamatérios (HUURNE et al. 2012).

No decorrer de 21 dias de cultura, a diferenciagdo foi mais
evidente (Figura 6 C e D), com alta celularidade comparada com o cultivo aos 7
dias, indicando a diferenciacdo e multiplicacdo destas células no hidrogel, com
producdo de matriz pericelular e territorial. A coloracdo com azul de toluidina
revelou a producdo de proteoglicanas, componente principal desta regiéo.
Focaroli et al. (2016) obtiveram a mesma diferenciacdo das CTMs de tecido
adiposo humano em esferas de alginato, na avaliacdo histologica aos 21 dias.

A presenca das lacunas coradas com azul de toluidina foram
descritas por Nakashima et al. (2012) ao utilizarem a cultura tridimensional com
as esferas de alginato, causadas pela rigidez da matriz. Esses mesmos autores
consideraram esta coloracdo um método vantajoso para o estudo in vitro de
condracitos.

Kurth et al. (2007) trabalharam com encapsulamento das CTMMS
em alginato e observaram que apos duas semanas houve aumento significativo
dos niveis de aggrecan e colageno tipo Il, confirmando a diferenciacdo das
células em condrocitos (GOESSLER et al., 2004). Estes achados, somados
aos resultados do presente trabalho, permitem predizer que o alginato favorece
a diferenciagéo condrogénica.

Alem de favorecer a diferenciacdo condrogénica o alginato atua
na manutencdo das células, atendendo os principios do arcabougo
tridimensional, em manter as células em uma matriz artificial, biodegradavel,

que possa suportar o crescimento da cartilagem durante alguns meses,
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enquanto os condrdcitos e a matriz se estabelecem (BENTLEY; MINAS, 2001;
YANG, et al., 2004).

4. Conclusao

A técnica de encapsulamento utilizada foi de facil execucdo. As
CTMus obtiveram boa adaptacdo ao arcabouco de alginato de sodio. Todos os
grupos obtiveram a mesma proporcao de células vivas no decorrer do periodo
de estudo, mas diferiram na contagem total de células vivas presentes. A
concentracdo de 100° mostrou-se mais eficiente para utilizacdo da aplicacdo
intra articular em equinos, por concentrar maior niumero de células visto que o
volume articular é reduzido. O hidrogel atendeu as caracteristicas do
arcabouco, mantendo as células e estimulando a diferenciacdo das CTMs em
condrécitos. Estudos in vivo sdo necessarios para validar o potencial
terapéutico da aplicacao intra-articular das CTMMS encapsuladas, porém os

resultados obtidos até o presente momento mostram-se promissores.
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Figura 1. Caracterizacao imunofenotipica por ensaios de citometria de fluxo das
células tronco mesenquimais derivadas da membrana sinovial equina em 32
passagem (P3) com os marcadores CD 73, Anti CD 90, CD 90, CD 44, CD 45,
CD 34, CD 106, CD 11b.

Figura 2. Microscopia invertida em contraste de fase da cultura de células
tronco mesenquimais derivadas da membrana sinovial equina, em
monocamadas. (A) Cultura celular ap6s 36 horas de cultivo, observa-se as
células aderidas com morfologia fibroblastoide, objetiva 10X; (B) Cultura celular
em monocamada, confluente ap6s 2 semanas em cultura, objetiva de 20X.
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Figura 3. Células tronco mesenquimais derivadas da membrana sinovial equina
inseridas em microcapsulas de alginato 1,5% (g/v) confeccionadas com agulha
21G. (A) Microcapsulas de alginato apods gelatinizagdo com 1000um de

diametro; (B) Microscopia invertida em contraste de fase da cultura celular em
hidrogel de alginato, observa-se inUmeras estruturas esféricas e arredondadas
gue representam a alta celularidade, objetiva de 20x.
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Figura 4. Proporcdo de células tronco mesenquimais derivadas da membrana
sinovial equina vivas até os 28 dias, apos a dissolu¢do das microcapsulas em
todos os grupos (10% 20% 50* 100° e 200° células).
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Figura 5. NUumero de células tronco mesenquimais derivadas da membrana
sinovial totais até os 28 dias, em todos os grupos (10* 20% 50% 100° e 200°
células). Diferenca estatistica considerada quando o valor de p <0,05.
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Figura 6. Microscopia Optica das microcapsulas de alginato com células tronco
mesenquimais derivadas da membrana sinovial equina (CTMyg) aos 7 e 21
dias coradas com azul de toluidina, objetiva de 10 e 40x. (A) 7 dias, observa-se
formato arredondado das células, as setas indicam a presenca das lacunas; (B)
21 dias, observa-se maior numero de células, as setas evidenciam a deposic¢ao
da matriz de proteoglicanos.
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Tabela 1. Valor médio da expressdao dos marcadores CD44, CD 90, CD105 e
MHC 1l utilizados na andlise da superficie das células tronco mesenquimais
derivadas da membrana sinovial equina utilizando a citometria de fluxo na 12
passagem (P1) e 32 passagem (P3)

P1 P3
CDh44 55.3% + 12.31 38.43% + 6.12
CD90 92.49% + 9.81 95.29% + 5.19
CD105 90.25% + 8.00 87.50% + 11.01
MHC Classe Il 1.00% +5.23 2.50% + 1.50

Tabela 2. Numero de células tronco mesenquimais derivadas da membrana
sinovial vivas totais até os 28 dias, em todos os grupos (10% 20* 50* 100° e
200° células). As letras minusculas diferentes indicam diferencas entre
momentos no mesmo grupo e letras mailsculas diferentes indicam diferencas
entre grupos no mesmo momento, diferenca estatistica considerada quando o
valor de p <0,05.

Mgm%’ygs Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

10 mil 10.000+1,00aA  19.000+2,86bA 46.665+104cA 57.500+500dA 63.333+3,88dA
20 mil 20000+£1,00aB 12.666+144bB 23.333+132aA 18.889+144aB 20.555+144aB
50 mil 50.000+1,00aC 55833+ 381bC 33.333+803CcA 36.666+144dC 37.500+ 2,50dC
100 mil 100.000£1,00aD 40.000+9,00bD 85.000+250cB 94.166+382aD 115000 + 5,00 d D
200 mil 200.000+1,00aE 83.333+6,30bE 75.833+298cB 83333:27,5bD 93.333+275bE




48

Artigo cientifico a ser submetido ao peridodico Stem Cell Research
and Therapy

2.2. Avaliacdo da migracdo das ceélulas tronco mesenquimais

inseridas em microcapsulas de hidrogel de alginato em equinos

Evaluation of alginate hydrogel encapsulated mesenchymal stem cell
migration in horses
(sob as normas vigentes disponivel
http://stemcellres.biomedcentral.com/submission.guidelines/preparing-your-

manuscript/research)

VITOR HUGO DOS SANTOS!; JOAO PEDRO HUBBE PFEIFER'; JAQUELINE
BRANDAO DE SOUZA'; BETSABEIA HELOISA GENTILHA MILANI*; CAIO
NUNES DE BARROS'; MARJORIE GOLIM ASSIS? ELENICE DEFFUNE?,

ANA LIZ GARCIA ALVES*.

'Alunos de pés-graduacdo, Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP - Botucatu, SP- Brasil (a
vitor.hugo@fmvz.unesp.br, b: joao_pfeifer@hotmail.com, c: jaquelinebrandao.s@hotmail.com,
d: betinhamilani@gmail.com; caionbarros@gmail.com). Distrito de Rubido Janior, s/n, Botucatu,
SP, Brasil.

“Docente, Programa de Pdés-Graduacdo em Pesquisa e Desenvolvimento: Biotecnologia
Médica (Mestrado Profissional) do Hemocentro da UNESP - Botucatu, SP - Brasil
(marjoriegolim@gmail.com). Distrito de Rubido Jdnior, s/n® - Divisdo Hemocentro, Botucatu,
SP, Brasil.

*Docente, Departamento de Urologia, Faculdade de Medicina, UNESP - Botucatu, SP - Brasil
(ed12@fmb.unesp.br). Distrito de Rubido Junior s/n® - Divisdo Hemocentro - Laboratorio de
Engenharia Celular, Botucatu, SP, Brasil.

“Docente, Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Botucatu, SP- Brasil (anaalves@fmvz.unesp.br). Distrito de
Rubido Janior, s/n, Botucatu, SP, Brasil.

*autor para correspondéncia: anaalves@fmvz.unesp.br


http://stemcellres.biomedcentral.com/submission.guidelines/preparing-your-manuscript/research
http://stemcellres.biomedcentral.com/submission.guidelines/preparing-your-manuscript/research

49

RESUMO

Introducédo: A osteoartrite é caracterizada clinicamente pela dor e diminuigdo
progressiva da mobilidade articular. O implante de células tronco
mesenquimais (CTMs) tem mostrado resultados promissores para seu
tratamento. O desafio da técnica é manter as células no sitio de acdo para
aumentar seu potencial terapéutico. Este estudo teve como objetivo avaliar a
eficacia da marcacdo do nanocristal Qtracker® 655 em CTMs de membrana
sinovial (MS) alogénicas, encapsuladas em hidrogel de alginato, avaliando a
migracdo dessas células na articula¢do sinovial.

Métodos: Cinco equinos foram submetidos a cirurgia artroscopica (D0O), onde
foi induzida lesdo condral de 15mm de diametro no 0sso carpo radial de ambos
0s membros toracicos. As 10 articulacdes radio carpicas foram divididas em
dois grupos (GA, GB). O defeito condral foi submetido ao tratamento conforme
0 grupo: GA recebeu CTMys livres marcadas e GB recebeu microcdpsulas com
CTMus marcadas. A marcacdo ocorreu uma hora antes da inducédo da leséao.
As células previamente cultivadas foram incubadas com nanocristais Qtracker
655 por 60 minutos. Foram realizados testes prévios de viabilidade celular pela
técnica do Azul de Trypan. Sete dias ap6s a inducdo da lesdo e implante de
células marcadas, foram realizadas biopsias do local da lesdo em dois animais,
sendo retirados fragmentos de membrana sinovial e capsula articular, que
foram congelados e posteriormente processados em cortes histologicos para
visualizacdo em microscépio de fluorescéncia. O liquido sinovial dos outros trés
animais foi analisado por citometria de fluxo em trés momentos, 3, 7 e 21 dias
apos a aplicacao.

Resultados: A marcacédo celular com os nanocristais possibilitou a visibilizacao
das células em cartilagem, membrana sinovial, liquido sinovial e capsula
articular. Observou-se presenca evidente de células marcadas na membrana
sinovial, possivelmente pela quimiotaxia a inflamagdo, sendo escassa a
observacéo destas células no local da leséo.

Conclusédo: O Qtracker® 655 se mostrou seguro na marcacdo das CTMys,
nao causando queda na viabilidade apds um periodo de 24 horas in vitro. As
células migraram expressivamente para membrana sinovial em ambos o0s
tratamentos, sendo a migragcdo mais acentuada no grupo das células livres.

Palavras-chave: cavalo; cartilagem; pontos quanticos.
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ABSTRACT

Background: Osteoarthritis is characterized clinically by pain and progressive
decrease in joint mobility. The implantation of mesenchymal stem cells (MSCs)
has shown promising results for its treatment. The challenge of the technique is
to keep the cells at the site of action to increase their therapeutic potential. The
aim of this study was to evaluate the effectiveness of the Qtracker® 655
nanocrystal marking on allogeneic synovial membrane (SM) MSC,
encapsulated in alginate hydrogel, evaluating the migration of these cells in the
synovial joint.

Methods: Five horses were submitted to arthroscopic surgery (D0), where a
15-mm diameter chondral lesion was induced in the radial carpal bone of both
thoracic limbs. The 10 radiopharmaceutical joints were divided into two groups
(GA, GB). The chondral defect was treated according to the group: GA received
free labeled MSCsy and GB received labeled MSCsy microcapsules. The
marking occurred one hour before the induction of the lesion. The cells
previously cultured were incubated with Qtracker 655 nanocrystals for 60
minutes. Previous tests of cellular viability were performed using the Trypan
Blue tecnique. Seven days after lesion induction and implantation of labeled
cells, biopsies of the lesion site were performed in two animals, and fragments
of synovial membrane and joint capsule were collected, which were frozen and
later processed in histological sections for fluorescence microscopy
visualization. The synovial fluid of the other three animals was analyzed by flow
cytometry at three times, 3, 7 and 21 days after application.

Results: The cellular marking with the nanocrystals allowed the visualization of
the cells in cartilage, synovial membrane, synovial fluid and articular capsule.
There was an evident presence of marked cells in the synovial membrane,
possibly by chemotaxis and inflammation, and the observation of these cells at
the lesion site was scarce.

Conclusion: Qtracker® 655 was shown to be safe in MSCsy labeling, not
causing a fall in viability after a 24-hour period in vitro. The cells migrated
expressively to synovial membrane in both treatments, being the migration
more accentuated in the group of free cells.

Keywords: horse; cartilage; quantum dots; scaffold.
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Introducéo

A osteoartrite (OA) € uma doenca articular degenerativa, comum em
equinos atletas. Ocasionada por traumas excessivos e recorrentes durante as
atividades esportivas, acomete principalmente a cartilagem articular e
posteriormente toda articulacdo, incluindo o osso, cdpsula, membrana sinovial,
ligamentos e tecidos periarticulares [1]. A OA apresenta-se como uma das
maiores causas de claudicacdo em equinos, sendo uma enfermidade
incapacitante e de tratamento complexo, principalmente por apresentar gatilhos
multifatoriais [1, 2]. A comunidade cientifica continuamente pesquisa diferentes
terapias e novas abordagens de tratamento para a OA, na tentativa de
restaurar as funcdes e componentes estruturais da cartilagem articular.
Recentemente, resultados positivos foram obtidos em estudos in vivo,
produzindo tecido semelhante a cartilagem hialina e diminuindo a formacéo da
fibrocartilagem [3, 4].

As Células Tronco Mesenquimais (CTM) representam uma importante
opcdo no tratamento da OA por apresentarem notavel potencial terapéutico e
grande capacidade de regular a inflamacéo inicial [3, 5]. Para que haja bons
resultados na reparacdo e regeneracdo € necessaria uma fonte celular
adequada e facilmente acessivel, com grande capacidade de expansdo e com
potencial de diferenciacéo, principalmente condrogénica [6].

A literatura afirma que as CTMs tem capacidade de modular a fungéo do
sistema imune adaptativo, como os linfécitos T e B, estimular a expressdo de
IL-10, TGF-B e IL-1ra, reduzindo a inflamacado [7]. Acredita-se que algumas
citocinas proinflamatérias, como o INF-Y, o TNF-a e IL-6 sdo capazes de
aumentar o potencial imunomodulador das CTMs [8]. O potencial regenerativo
das CTMs foi avaliado infiltrando CTMs intra-articular em cavalos com
osteoartrite induzida e pré-tratadas com microfraturas. Embora ndo tenham
observados melhora clinica, relataram um tecido de reparacdo de melhor
qualidade, apresentando-se mais denso e firme, com maior quantidade de
agrecan quando comparado ao grupo controle, sem aplicacdo de CTMs [9].

Um desafio que necessita ser superado € o método de aplicacdo das
CTMs, além da manutencdo destas células no sitio de agédo, de maneira a

aumentar seu potencial terapéutico. InUmeras pesquisas tém sido realizadas no
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intuito de garantir o melhor desempenho das CTM no local da leséo [10, 11, 12,
13]. A utilizacdo do arcabouco tridimensional como o hidrogel de alginato (HA)
€ um meétodo indicado para os condrocitos, pois proporciona caracteristicas
ideais evitando a desdiferenciacdo e também favorece a permanéncia das CTM
no local da leséo, evitando que as células migrem no organismo do animal [11].
A utilizacdo de alginato de s6dio como arcabouco para as CTMs, possibilitou a
proliferacdo celular, manutencdo da viabilidade e producdo de moléculas
especificas da cartilagem [10, 13].

Estudos avaliando a migragdo das CTMs na articulagdo acometida por
OA séo escassos. Sabe-se que a habilidade de atracdo destas células ao foco
de lesdo se deve aos mecanismos inflamatorios envolvendo a producédo de
moléculas, incluindo proteinas com acao de adesdo entre as células, atuando
no tropismo das CTMs ao local inflamado [14].

A marcacado celular com pontos quanticos (“Quantum Dots” ou QDs) é
uma opcao metodologica de avaliacdo das CTMs apos o implante [15]. Estes
pontos sdo nanocristais semicondutores caracterizados por alta
fotoestabilidade e excitagdo de um anico comprimento de onda [16]. A
interiorizacdo da fluorescéncia é realizada de forma passiva, mediada por
endocitose no citoplasma das células [17], e é descrito que a fluorescéncia
pode permanecer ativa por pelo menos quatro geracdes celulares, sendo que
algumas células se mantém marcadas por até oito semanas [18]. Em 2014, foi
utilizado os nanocristais fluorescentes Q-Tracker para a identificacdo das CTMs
derivadas do tecido adiposo implantadas em lesdes tendineas de equinos,
observando a presenca das mesmas no local do implante sete dias apds o
tratamento e no sangue periférico apds 72 horas de aplicacdo [22].

As vantagens da utilizacdo dos pontos quéanticos sao: sua
citocompatibilidade, sua resisténcia as degradacdes quimicas e metabdlicas,
sua elevada fotoestabilidade e efeitos citotoxicos minimos. Além disso, 0s
pontos quanticos apresentam tais efeitos citotdxicos dose-dependentes, o que
permite que a viabilidade celular possa ser otimizada. Portanto, a marcacéo
das CTMs é limitada por baixas concentracdes de QDs [20].

Estudos realizando a marcacdo das CTM in vitro com os QDs, nao
observaram alteracdes da viabilidade celular e concluiram que esse tipo de

marcacdo ndo possui efeitos deletérios importantes para a célula em estudo
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[18, 21]. CTMs derivadas do tecido adiposo marcadas com QDs foram
encontradas na corrente sanguinea ap0s uma semana do tratamento de
tendinite experimental em equinos, demonstrando que as células migram do
tecido tendineo para a circulacdo sanguinea, mesmo quando injetadas no local
da leséo [21].

Este trabalho parte da hipétese de que as CTMys migrem para o local da
lesdo na cartilagem articular. Assim, avaliamos a eficacia da marcacédo e a
migracdo das CTMys alogénicas encapsuladas e ndo encapsuladas em
hidrogel de alginato, utilizando o nanocristal (Qtracker® 655 Cell Labeling Kit,
Invitrogen, USA).

Material e métodos

O experimento foi desenvolvido no Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu
(Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria), no Laboratorio de
Terapia Celular, FMVZ, Unesp Campus de Botucatu), em 2016. Foi aprovado
pela Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (UNESP) -

Botucatu, sob protocolo nimero 052/2016.

Coleta da membrana sinovial (MS) e cultivo

As membranas sinoviais foram coletadas a partir de artroscopias ?
realizadas em equinos atendidos pelo servico de Cirurgia de Grandes Animais
da Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho (UNESP), campus
Botucatu/SP, no periodo de abril a setembro de 2016. Como doadores de
membrana sinovial, foram utilizados 4 equinos da raga Quarto de Milha, sendo
dois machos e duas fémeas com idade média de 4 + 0,40 anos, e pesando em
meédia 400 + 5,77 kg, apresentando enfermidades articulares (osteoartrite).
Destes animais foram obtidos fragmentos de membrana sinovial (MS) das
articulagbes metatarsofalangeana direita e esquerda, com auxilio da pinga

Rongeur Ferris Smith. E importante salientar que esses animais foram apenas
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doadores da membrana sinovial, ja que o experimento utilizou células
alogénicas.

A amostra obtida de cada coleta foi submetida a sucessivas lavagens
com DMEM Knockout®®, seguida de separacdo mecanica por meio de lamina
de bisturi e acéo digestiva com solucéo de colagenase tipo I° (2mg/mL) diluida
em meio DMEM Knockout®. A solucéo foi homogeneizada e levada a estufa a
37° C e 5,0% de CO,, “overnight”, e apos este periodo foi adicionado 0 mesmo
volume de meio DMEM Knockout com 10% de soro fetal bovino (SFB)¢
aquecido. Este material foi centrifugado® a 628G durante 10 minutos, o
sobrenadante foi removido e o meio de cultivo foi adicionado para posterior
centrifugacdo. Novamente removeu-se 0 sobrenadante e adicionou-se meio de
cultivo. As CTM MS foram cultivadas em frascos de cultura de 75cm? a uma
concentracdo de 10 x 10* células/cm? utilizando o meio de cultura DMEM
Knockout® 10% de SFB. Os frascos foram mantidos em estufa com ambiente
controlado a 37°C e 5,0% de CO..

Caracterizagcao imunofenotipica — citometria de fluxo

As células progenitoras foram diferenciadas nas linhagens adipogénicas,
osteogénicas e condrogénica demonstrando sua multipotencialidade. Todas as
diferenciacdes foram realizadas em triplicata para cada animal, sendo que uma
amostra adicional por animal foi mantida em meio de cultura basal durante 14
dias (como controle da diferenciacdo adipogénica e osteogénica) e por 21 dias
(como controle da diferenciacdo condrogénica).

Para a diferenciacdo adipogénica, as células provenientes da terceira
passagem foram incubadas a uma densidade de 20.000 cells/cm? em uma
placa de cultura de 24 pocos e cultivadas em meio de cultura adipogénico
durante 14 dias. O meio de cultura (STEMPRO®, Gibco, Grand Island, NY,
USA) foi trocado a cada trés dias. Posteriormente as células foram fixadas com
solucéo de formoldeido a 10% durante 10 minutos, seguido de lavagens com
PBS sendo coradas com Oil Red O (Gibco, Grand Island, NY, USA).

Para realizar a caracterizacdo osteogénica das CTMys, as células
progenitoras da terceira passagem foram incubadas a uma densidade de

20,000 cells/cm? em placa de cultura de 24 pocos e mantidas em condicdes
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osteogénicas durante 14 dias, o meio (STEMPRO®, Gibco, Grand Island, NY,
USA) foi trocado a cada trés dias. As células foram fixadas em solugcédo de
formoldeido 10% durante 10 minutos, seguido de lavagens com agua estéril
sendo corada com Alizarin Red (Gibco, Grand Island, NY, USA).

A condrogénese foi induzida em um pellet de micromassa preparado
com 1 x 10° células alocadas em um tubo conico de 15 mL de polipropileno. O
pellet foi cultivado a 37°C com 5% CO, em 2 mL de meio de cultivo
condrogénico (STEMPRO®, Gibco, Grand Island, NY, USA), o meio foi trocado
a cada trés dias. Apds o periodo de trés semanas de incubacao, o pellet foi
fixado em solugdo de formaldeido 10% durante 24 horas a temperatura
ambiente, este foi parafinizado e posteriormente cortado em secdes de 5 um,
sendo corado com hematoxilina para a histologia geral e com Alcian blue para
detectar os proteoglicanos sulfatados.

A selecdo dos anticorpos foi parcialmente baseado em estudo prévio
sobre o conhecimento das pesquisas em CTMs de equinos (Carvalho et at.,
2013). As células progenitoras deveriam expressar os marcadosres CD29,
CD44, e CD90 e ndo expressar os marcadores CD14, CD79, e MHC-II (De
Schauwer et al., 2011). A citometria de fluxo foi realizada no aparelho
FACSCalibur (BD, San Jose, CA, USA), da primeira e terceira passagem,
utiizando o anticorpo monoclonal mouse anti-rat CD90-FITC (Caltag
Laboratories, Burlingame, CA, USA) e mouse anti-human CD105-FITC mAb
(AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK) para avaliar a expressao interespécies.
O anticorpo monoclonal especifico mouse anti-horse CD44 (AbD Serotec,
Kidlington, Oxford, UK) e mouse anti-horse MHC Class Il (AbD Serotec,
Kidlington, Oxford, UK), foram marcados com o anticorpo monoclonal

secundario goat anti-mouse IgG-FITC (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).

Inducéo da leséo

Para inducdo da lesdo, foram utilizados cinco equinos com média de
idade 4,5 = 0,4 anos de idade, sendo trés machos e duas fémea, mesticos,
clinicamente higidos, sem altera¢des no sistema locomotor. A confirmacédo do

estado de higidez inicial, para a inclusdo no grupo experimental, foi realizada
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por meio de exame fisico (mensuracdo de parametros vitais e exame do
sistema locomotor).

A inducédo da lesdo experimental foi estabelecida como tempo zero do
experimento (DO), nos dois grupos, A e B, sendo o Grupo A o que recebeu as
CTMus € 0 grupo B o que recebeu microcapsulas com CTMys. O mesmo
animal recebeu os dois tratamentos, sendo cada articulacdo um tratamento,
totalizando cinco articulacdes por tratamento. Para criar a lesdo os animais
foram submetidas a cirurgia artroscépica da articulacao radio céarpica e foram
utilizadas laminas abrasivas motorizadas (broca circular Razek 2,9/5,5) e
pincas artroscopicas, com desgaste controlado, suficiente para obter a
dimensao da lesdo condral desejada. As lesbes circulares foram padronizadas
em aproximadamente 10 mm de didmetro no osso carpo radial, mensuradas
com o auxilio do instrumental artroscépico e induzidas retirando a cartilagem
hialina e toda a cartilagem calcificada, porém, ndo havendo abraséo,

perfuracdo ou sangramento do osso subcondral [23, 24]. (Fig 1).
Marcacé&o celular com nanocristais

A marcacdo das células ocorreu uma hora antes da inducéo da lesdo. As
células previamente cultivadas foram incubadas com nanomarcadores cristais
Qtracker®. Para isto seguiu-se o protocolo preconizado pelo fabricante. Desta
forma, para que fosse obtida dosagem de 10 nM de Qdots, acrescentou-se 1uL
da solucdo A a 1 pL da solucdo B para cada um milhdo de células a serem
marcadas. A solucdo resultante, ap6s 5 minutos a temperatura ambiente
(25°C), foi acrescida de 200 pL de meio DMEM e entédo a solucao resultante
colocada 30 segundos no vortex, para agitacdo e homogeinizacdo dos
componentes. Esta solucdo foi depositada sobre o pellet celular previamente
obtido apds o cultivo celular e levado para a estufa a 37°C por um periodo de
45 a 60 minutos, sempre protegido da luminosidade, com o tubo revestido e luz
apagada.

As células foram lavadas duas vezes em meio DMEM, e parte delas foi
depositada em cémara de Neubauer, sendo levadas ao microscopio de

fluorescéncia, confirmando a sua adequada marcacao (Fig 2).
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Viabilidade das CTMs marcadas

Para avaliacdo da viabilidade celular foi realizada a técnica de exclusao
do Azul de Trypan. Para isso foi adicionado 20 uL de solucdo de Azul de
Trypan® a 20 yL da amostra a ser avaliada. O nimero de células coradas
(mortas) e ndo coradas (vivas) pela metodologia foi contado e realizado o
percentual de células viaveis. Essa viabilidade foi realizada nos momentos pré-

implante e 24 horas apds a marcacao.

Implante das CTMs

O implante das células marcadas de ambos os grupos A e B, foi
realizadono DO, durante o ato cirrgico da inducdo da lesdo. As células
marcadas do grupo A foram implantadas em um dos membros de cada animal,
acrescidas de 5 mL de PBS. As células do grupo B foram implantadas no
membro contralateral do mesmo animal com auxilio de uma sonda levine 20
introduzida pelo canal do artroscopio. Os membros que foram definidos como
grupo livre (GA) e grupo microcapsulas (GB) foram escolhidos aleatoriamente

no momento do tratamento.

Biopsia

Transcorridos sete dias apds a inducdo da lesdao e implante de células
marcadas (D7), foram realizadas as biopsias das articulacbes de ambos os
grupos (GA e GB). Para isso dois animais foram sacrificados. Foram realizadas
incisbes de 6 cm no eixo longitudinal da regido dorsal do carpo para a
artrotomia. Amostras de aproximadamente 1cm foram retiradas exatamente no
local onde foram padronizadas as lesbes. Foram coletadas outras amostras da

membrana sinovial e da capsula articular. Estas amostras foram imediatamente

congeladas em nitrogénio liquido (-196°C) para posterior processamento.
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Histopatologico e microscopia de fluorescéncia

Os fragmentos obtidos nas biopsias em D7 foram congelados em
nitrogénio liquido, onde permaneceram por um periodo de 2 horas. Para a
realizacdo das andlises histopatoldgicas, cortes de 7um de espessura foram
obtidos em criostato” a partir das amostras congeladas e distendidos em
laminas histoldgicas, perfazendo um total de 5 cortes por lamina, sendo 3
laminas de cada membro. Esses cortes foram analisados, sem nenhum tipo de
coloracdo, em microscépio de fluorescéncia, nos filtros vermelho e azul. As
laminas, apos o corte, foram mantidas em temperatura de -20°C e reavaliadas

apos 7 dias.
Citometria de fluxo

O liquido sinovial dos animais foi coletado da articulacdo radio-carpica
com auxilio de uma agulha 21G e seringa de 10mL, em trés momentos, sendo
eles: 3, 7 e 21 dias apds a aplicacdo. As amostras foram submetidas a lise' de
hemacias na propor¢cdo de 1:10 de amostra, incubadas por 15 minutos
protegidas da luz e centrifugadas a 251G por 10 minutos. Retirou-se o
sobrenadante e foram adicionados 500uL de isoton para o transporte até o
laboratério onde foi realizado a citometria de fluxo utilizando o citometro! e
software Cell Quest Pro. Todas as analises foram realizadas utilizando controle
negativo e positivo, adquirindo 10.000 eventos e avaliada a fluorescéncia do
Qtracker 655 em canal FL4.

Resultados

As colbnias de células do presente estudo apresentaram aderéncia ao
plastico nas primeiras 36 horas de cultivo (Figura 1A). Aos 15 dias, as colbnias
das células apresentavam-se semelhantes a fibroblastos em todos os cultivos
(Figura 1B). O cultivo celular foi mantido até a terceira passagem utilizando
amostras de quatro animais. A capacidade das CTMys de diferenciacdo em
trilinhagem foi confirmada utilizando os meios de diferenciagcédo comercial para
humanos (Gibco, Grand Island, NY, USA).
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A coloracdo com Oil red marcou as goticulas de lipideos dentro das
células sobre o meio de inducédo adipogénico. A diferenciagdo osteogénica foi
confirmada com a coloracdo em Van Kossa das células diferenciadas,
evidenciando o depdsito de célcio formado durante a diferenciacéo
osteogénica. As culturas controles ndo exibiram diferenciacdo. O potencial
condrogénico foi avaliado utilizando o sistema de cultura em forma de pellet. As
células submetidas a diferenciacdo condrogénica mostraram-se coradas com
Safranin O evidenciando a matriz extracelular condral durante a diferenciacéo
em cartilagem.

A andlise pela citometria de fluxo revelou a expressdo pelo CD90 e
CD105 em todas as passagens testadas (12 a 3" passagens), determinando a
reacao cruzada inter espécie entre o rato e o equino, e entre humano e equino,
respectivamente. O CD44 também reagiu com as CTMys em todas as
passagens. Como esperado, ndo houve reacdo do marcador MHC Classe I
nas CTMys (Tab. 1).

No presente estudo a marcacdo com o0 nanocristal possibilitou a
identificacdo das células nas estruturas que compdem a articulacdo dos
equinos, como cartilagem, membrana sinovial, liquido sinovial e céapsula
articular.

As CTMys tiveram predilecdo pela membrana sinovial, porém foram
encontradas CTMs no liquido sinovial, na cartilagem e na capsula articular por
um periodo de sete dias, comprovado através da detecdo da fluorescéncia
emitida pelos QDs (Fig 3). Em ambos os grupos néo foi possivel a visibilizacéo
das CTMys marcadas proximas ao local da leséo.

A citometria de fluxo do liquido sinovial também foi utilizada para avaliar
a migracdo das CTMys (Fig 4.), onde observamos que as células sobreviveram
e permaneceram marcadas por até 21 dias.

As células livres marcadas com o QDs estavam discretamente presentes
até 21 dias no liguido sinovial. Na primeira avaliacdo com 3 dias foi possivel
observar percentual de 0,32%, ao passar dos dias ocorreu um declinio,
apresentando 0,07% aos 7 dias e 0,04% aos 21 dias. Este declinio
provavelmente ocorreu pela migracdo das células para a membrana sinovial,

cartilagem e circulagéo sanguinea.
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As CTMys marcadas inseridas em microcapsulas estavam escassas no
liquido sinovial, podendo estar relacionada com a saida de pequena

quantidade de CTMs pelos poros das microcapsulas, pois a as CTMs de

equinos apresentam diametro médio de 19,8 e 20,4 um, derivadas de medula

0ssea e cordao umbilical, respectivamente [44].

Dessa maneira, a utilizacdo de implantes de microcapsulas de CTMs
aplicados via intra-articular podem ter tido maior acao local e terem migrado em
pequena quantidade para a circulagédo corporea, justificando o baixo nimero de
células marcadas no liquido sinovial no grupo das microcapsulas nos trés
momentos, 3 dias 0,01%, 7 dias 0,02% e 21 dias as células se mantiveram com
0,01%.

Com este resultado, podemos inferir que as células que n&o migraram
das microcapsulas, foram liberadas juntamente com a degradacdo da matriz de
hidrogel que ocorre por volta de 8 a 10 semanas ap0s o implante, confirmando
a pequena quantidade de células encontradas no liquido sinovial até 21 dias,
tempo que a matriz encontra-se intacta.

Ao analisar a viabilidade das células, estas ndo apresentaram alteracfes
antes e apos a realizacdo do implante tecidual com o nanocristal. A viabilidade
obtida previamente a marcacéao celular foi de 90 + 2 % e apds a sua incubacéo

(24 horas) com o nanocristal Qtracker 655 continuou com 90 + 2,5%.

Discussao

As CTMs vem sendo utilizadas no tratamento de osteoartrite com
resultados interessantes, uma vez que estas possuem caracteristicas
imunomodulatérias e regenerativas que as fazem um tratamento biolégico
efetivo. Embora o exato mecanismo da migracdo das CTMs ndo esteja bem
delineado, esta claro que estas ceélulas secretam um amplo espectro de
moléculas bioativas com atividades imunoregulatérias e regenerativas [6, 7, 8,
26, 27, 28].

Alguns autores estudaram o comportamento das células diante das
diferentes metodologias de aplicacdo, visando esclarecer a permanéncia

destas no local da lesdo, bem como sua diferenciacdo e viabilidade frente a



61

estes métodos. A aplicacao intralesional garante a fixacdo direta das CTMs no
local da leséo condral, e apesar de ser um tratamento invasivo, possui a
certeza de acao e localizacdo que a aplicacao intra-articular ndo apresenta [28,
29].

Frente a essas indagacOes optou-se por utlizar os nanocristais,
considerando que esses marcadores sao adequados para a visibilizacao das
células tronco em razdo da sua fotoestabilidade, longevidade e facil
visualizacdo em microscopia de fluorescéncia em virtude de seu comprimento
de onda ser maior (655 nandmetros) [30], raz&o pela qual se optou por utilizar o
nanocristal Qtracker 655 no presente estudo. Até o nosso conhecimento nao
foram relatados o uso deste tipo de nanocristal para marcacéo de CTM inserida
em articulacdo equina, o que torna inédito o resultado obtido neste trabalho.

A intensa marcacgdo do grupo das células livres na membrana sinovial,
provavelmente ocorreu em funcdo da quimiotaxia a inflamacéo [6, 9]. A
aderéncia pode causar efeitos adversos, como a proliferacdo sinovial [6],
corroborando com os dados anteriormente descritos [8], o que evidencia a
capacidade de tropismo das CTM para os locais de lesdo na cartilagem. A
semelhanca de nosso estudo, outros autores, observaram uma expressiva
quantidade de CTMs na membrana sinovial e levantaram uma interessante
guestdo sobre a concentracado de células aplicadas, bem como a possibilidade
destas células ficarem aderidas & membrana sinovial, podendo estimular uma
proliferacéo sinovial exacerbada [35]. Resultados semelhantes foram relatados
encontrando grande quantidade de CTM aderidas a membrana sinovial quando
aplicadas em lesGes induzidas em ratos [36, 37, 38]. Este autores utilizaram
uma marcacao com O6xido de ferro para avaliagdo com ressonancia magnética
nuclear, encontrando as ceélulas marcadas no liquido sinovial e 0sso
subcondral, mas néo na leséo [32].

Diferentemente do observado em nosso estudo, alguns autores relatam
a visibilizacdo das CTMs no tecido de reparacdo, com grande concentragao no
centro do defeito e na margem subcondral [6]. Em outro estudo, a utilizacdo de
células GFP (Green Fluorescent Protein) positivas, possibilitou a deteccao das
células no local da lesdo por 2 semanas, apés aplicagdo intra articular em
articulagdes lesadas [33]. Autores obtiveram sucesso na identificagcdo de um

namero expressivo de células na lesdo, em estudo com OA induzida em
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caprinos, utilizando células positivas para Green Protein Fluorescent (GFP)
[25].

A nao detecdo de CTMs no local da lesdo, quando implantadas na
cartilagem e tendao lesados, provavelmente ocorre porque as células migram
para circulagdo sanguinea [39]. Realizando uma analogia com os farmacos,
eles residem curto tempo na articulacdo devido a rapida absorcdo pela
circulacdo, sendo eliminados pela drenagem linfatica [42]. Este fato ocorre
porque a articulacdo estd em equilibrio direto com a circulagdo corpérea,
possibilitando a migracdo dessas células para o restante do corpo do animal
[43]. A migracdo para a circulagcéo foi comprovada em outro estudo do grupo,
ao encontrar células marcadas no sangue periférico 7 dias apds aplicacdo no
tendao flexor digital de equinos [22].

Alguns autores observaram resultados semelhantes na sobrevivéncia
das células. Quando utilizaram CTMs no tratamento de tendinites em equinos,
estas sobreviveram por mais de 4 semanas em tendBes [40, 41]. Outros
estudos observaram que as CTMs humanas marcadas com "DiD fluorescent
dye” aplicadas intra-articular em ratos, permanecem por até 10 semanas na
articulagédo [31]. Utilizando coelhos como modelo experimental, as CTMs
marcadas com oxido de ferro aplicadas intra articular, foram observadas por 12
semanas e as células estavam presentes no liquido sinovial na bolsa
suprapatelar e no osso subcondral do fémur [32].

A tecnologia utilizada no presente estudo é atraente devido a
simplicidade da marcacéo e indiscutivel deteccao do sinal fluorescente emitido,
gue nao se confunde com a autofluorescéncia do tecido. CTMs humanas foram
transplantadas por via intracoronaria em infarto agudo do miocardio em suinos,
estas foram encontradas no tecido cardiaco ao redor das areas de infarto,
mostrando a eficacia do marcador para rastreamento de células mesenquimais
in vivo [34].

Quando comparamos as CTMs de equinos com humanos e ratos,

podemos observar diferenga entre o tamanho que varia de 12-15um [45]. O

didmetro das células juntamente com a porosidade das microcipsulas de +20

pMm de diametro por poro, confirmado pela microscopia eletronica de varredura

(Fig 5), possibilitou a migracdo destas células para o exterior das
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microcapsulas, sendo encontradas em pequena quantidade na membrana
sinovial.

Até o0 nosso conhecimento néo foi possivel encontrar nenhum trabalho
que avaliou a migracdo das CTMs em microcdpsulas de alginato, desta
maneira podemos inferir o ineditismo do presente estudo. Ao utilizar acido

poliglicoico e polilatico como scaffold, autores encontraram porosidade de 100

a 200 uym, possibilitando a migracdo das células para o exterior do scaffold.

Utilizando a mesma metodologia as células estavam presentes dentro das
microcapsulas 5 semanas apds o tratamento e estas pareciam estar maduras e
prolongadas através de poros na matriz polimérica [46, 47]. Esta porosidade é
bem superior encontrada na presente pesquisa, possibilitando a passagem das
células em grande quantidade [46].

Resultados semelhantes foram observados na viabilidade celular, em
estudos in vitro durante 12 dias, as CTM nao apresentavam diferenga no
comportamento, obtendo viabilidade mais alta com 98,1% células né&o
marcadas e 97,9% nas marcadas [34]. A nao identificacdo das alteracdes na
viabilidade celular, permitiram constatar que é viavel o uso de marcadores
fluorescentes QDs a fim de rastrear o destino das células implantadas em
tecidos com diversos graus de vascularizacdo, sem comprometer a viabilidade
celular e o potencial de diferenciagao [19, 49, 50].

Autores relatam a inexisténcia de correlagéo entre a viabilidade celular e
a dose de nanocristais QDs utilizada para a marcacdo [51]. Entretanto, os
efeitos tdéxicos dos QDs, foram observados quando utilizado o dobro da dose
recomendada pelo fabricante, ocorrendo elevacdo da apoptose celular,
sugerindo que as células apés a marcagcao deverdao ser utilizadas em até 24

horas [20].
Conclusao
As CTMys marcadas com o nanocristal Qtracker 655® nao

apresentaram queda em sua viabilidade nas analises in vitro, sugerindo que o

nanocristal € seguro e nao possui efeito toxico as células. As CTMys marcadas
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migraram expressivamente para membrana sinovial em ambos os tratamentos,

sendo esta migracdo mais acentuada no grupo das células livres.
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FIGURAS

Fig 1 - Lesdo com 15 mm de didametro realizada no osso carpo radial dos
equinos por cirurgia artroscépica, com auxilio de Ilaminas abrasivas
motorizadas (broca circular Razek 2,9/5,5) e pingcas artroscopicas, com
desgaste controlado, no momento pré-tratamento, de acordo com metodologia
descrita por MCILWRAITH, 2005b; MCILWRAITH e FESSLER, 1978).

200 pm B

Fig 2 - Células tronco mesenquimais derivadas da membrana sinovial equina
(CTMws) observadas em microscopia de fluorescéncia no filtro vermelho apos a
marcagdo com o Qtracker 655. A) CTMys livres marcadas com Qtracker 655,
objetiva de 10X; B) CTMys encapsuladas em hidrogel de alginato, objetiva de

10X.
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Fig 3 - Cartilagem articular, membrana sinovial e capsula articular, apés 7 dias
da aplicacdo de células tronco mesenquimais derivadas da membrana sinovial
equina (CTMys) marcadas com Qtracker 655 livres (A) e em microcapsulas (B),
observadas em microscopia de fluorescéncia no filtro vermelho. A’) Cartilagem
articular do grupo das CTMs livres, observa-se escassas células marcadas
préxima a leséo, objetiva de 20X; A") Membrana sinovial, as setas indicam a
presenca de células marcadas ao redor do vilo sinovial, adjacente e no local da
lesdo, objetiva de 20X. A™) Capsula articular, as setas indicam a presenca de
células agrupadas, objetiva de 20x; B’) Cartilagem articular do grupo das CTMs
em microcapsulas, auséncia de células marcadas préximas a lesdo, objetiva de
20X, B") Membrana sinovial, as setas indicam a presengca das células
marcadas adjacente ao local da lesdo, objetiva de 20X; B™) Capsula articular,

observa-se pequena quantidade de células dispersas, objetiva de 20X.
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Fig 4 - Citometria de fluxo do liquido sinovial dos equinos dos grupos A (células
livres) e B (microcapsulas) marcadas com Qtracker 655, avaliando 10 mil
eventos, lidos em FL-4, utilizando o software Cell ProQuest BD nos dias 3, 7 e
21. (A) controle negativo, utilizando a autofluorescéncia das células; (B)
controle positivo, células foram marcadas com o Qtracker 655; (C E G) grupo A
aos 3 dias (0,32%), 7 dias (0,05%), 21 dias (0,04%); (D F H) grupo B aos 3 dias
(0,01%), 7 dias (0,02%) e 21 dias (0,01%) respectivamente.
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Fig 5 - Microscopia eletrbnica de varredura das microcapsulas de alginato de
sédio em aumento de 2k e 10k, obtidas do aparelho Topcon sm-300 Scanning

Electron Microscope.

Tabela 1. Valor médio da expressdo dos marcadores de caracterizacdo das
células tronco mesenquimais derivadas da membrana sinovial equina,

citometria de fluxo na 12 passagem (P1) e 32 passagem (P3)

P1 P3
CDh44 55.3% + 12.31 38.43% +6.12
CD90 92.49% + 9.81 95.29% + 5.19
CD105 90.25% + 8.00 87.50% * 11.01

MHC Classe Il 1.00% +5.23 2.50% * 1.50




