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RESUMO

A limitacdo da capacidade de regeneracao dos tecidos cartilaginosos, os torna atraentes para
a medicina regenerativa. Para isso a utilizacdo das células estromais mesenquimais (CTM)
tem se tornado cada vez mais vantajosa. As CTM sdo células adultas multipotentes que
mantém sua capacidade de autorrenovacao e diferenciacdo em vérias linhagens celulares, e
podem ser encontradas em diversas fontes, como tecido de cordao umbilical (CTM-TCU),
medula éssea (CTM-MO), tecido adiposo (CTDA) e polpa de dente permanente (DPSC). A
capacidade de diferenciacdo condrogénica in vitro dessas células tem sido estudada devido
ao seu potencial clinico, porém, por existir uma grande variedade de fontes para obtencéo
dessas celulas, ainda existem duvidas sobre qual delas apresenta maior potencial de
diferenciacdo em condrocitos. Dessa forma, um estudo comparativo torna-se essencial a fim
de investigar a existéncia de uma fonte com melhores caracteristicas para a condrogénese.
Este estudo comparou o potencial condrogénico de quatro fontes de CTM (CTM-TCU,
CTDA, DPSC e CTM-MO). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
PUCPR (5.080.289). CTM de quatro fontes foram isoladas e induzidas a diferenciacéo
condrogénica. Apbs 21 dias, as amostras foram analisadas por imunofenotipagem para
marcadores condrogénicos especificos: CD44, CD49c, CD151 e Condroitina; por técnicas
histoldgicas para avaliacdo da deposicdo de colageno por Tricromio de Mallory (MAL),
Tricromio de Masson (MAS), Picrosirius Hematoxilina (PH) e a coloracao classica por Azul
de Toluidina (TB). Também foi analisada por espectrofotometria a proteina Sox9 soltvel.
Todos os resultados foram analisados no GraphPad Prism 9.0. Nas analises de
imunofenotipagem, as fontes ndo apresentaram diferenca entre os marcadores avaliados. Na
coloragdo de TB, foi possivel observar as lacunas ao redor dos condrdcitos jovens, mas ndo
a deposicdo de proteoglicanos. Na coloracdo de MAL foi possivel observar a deposicao
coladgena. Ap6s a quantificacdo da coloracdo de MAS, a CTM-MO apresentou maior
deposicdo colagena. Para coloracdo PH, ao comparar todos os grupos, a CTM-MO
apresentou maior deposicdo de colageno tipo I, e os grupos CTDA e CTM-TCU
apresentaram maior deposicdo colageno tipo Ill. Em todas as fontes analisadas por
imunohistoquimica ndo foi possivel observar a marcacao para colageno tipo Il. A analise de
Sox9 solavel, em todos os grupos, ndo apresentou diferenca. A partir das analises de
marcadores condroprogenitores, Sox9 soltvel, colageno tipo Il e agrecano ndo foi possivel
concluir qual fonte é a mais eficiente para a diferenciacdo condrogénica. A partir dos
protocolos de coloracdo pudemos observar também que a coloracdo de TB utilizada como
padrdo para caracterizacdo das CTM nao foi a mais informativa quando comparada com as
demais (MAS, MAL, PH). E com a analise de todos os resultados obtidos por esse estudo,
pudemos concluir entdo, que, dentre todas as fontes, a MO foi a que apresentou um potencial
condrogénico mais elevado.

Palavras-chave: Condrogénese, Medula Ossea, Tecido Adiposo, Tecido de Cordéo
Umbilical, Polpa de Dente Permanente.



ABSTRACT

The limitation of cartilage tissue's ability to regenerate makes them attractive for
regenerative medicine. Using mesenchymal stromal cells (MSC) has become increasingly
advantageous. MSCs are multipotent adult cells that maintain their capacity for self-renewal
and differentiation in several cell lineages and can be found in different sources, such as
umbilical cord tissue (UC-MSC), bone marrow (BM-MSC), adipose tissue (ADSC) and
permanent tooth pulp (DPSC). The in vitro chondrogenic differentiation capacity of these
cells has been studied due to their clinical potential; however, because there is a wide variety
of sources for obtaining these cells, there are still doubts about which source has the most
significant potential for differentiation into chondrocytes. Thus, a comparative study
becomes essential to investigate the existence of a source with better characteristics for
chondrogenesis. This study compared the chondrogenic potential of four MSC sources
(BM-MSC, UC-MSC, ADSC, DPSC). This study was approved by the Research Ethics
Committee of PUCPR (5,080,289). MSCs from four sources were isolated and induced
chondrogenic  differentiation. After 21 days, samples were analyzed by
immunophenotyping for specific chondrogenic markers: CD44, CD49c, CD151 and
Chondroitin; by histological techniques to evaluate collagen deposition by Mallory's
Trichrome (MAL), Masson's Trichrome (MAS), Picrosirius Hematoxylin (PH) and the
classic staining by Toluidine Blue (TB). Soluble Sox9 protein was also analyzed by
spectrophotometry. All results were analyzed in GraphPad Prism 9.0. The sources showed
no difference between the evaluated markers in the immunophenotyping analyses. In the
TB stain, it was possible to observe the gaps around the young chondrocytes but not the
deposition of proteoglycans. In the MAL staining, it was possible to observe collagen
deposition. After quantification of MAS staining, BM-MSC showed more significant
collagen deposition. For PH staining, when comparing all groups, the BM-MSC showed a
more significant deposition of type I collagen, and the ADSC and UC-MSC groups showed
greater deposition of type 111 collagen. In all sources analyzed by immunohistochemistry, it
was not possible to observe the labeling for type Il collagen. The soluble Sox9 analysis in
all groups showed no difference between them. From the analysis of chondroprogenitor
markers, soluble Sox9, and immunohistochemistry, it was not possible to conclude which
source is the most efficient for chondrogenic differentiation. From the staining protocols,
we could also observe that the TB stain used as a standard for characterizing the MSC was
not the most informative when compared to the others (MAS, MAL, PH). And with the
analysis of all the results obtained by this study, we were able to conclude that, among all
the sources, the OM was the one that presented a higher chondrogenic potential.

Keywords: Chondrogenesis, Bone Marrow, Adipose Tissue, Umbilical Cord Tissue,
Permanent Dental Pulp.



RESUMO POPULAR

A dificuldade de cicatrizacdo do tecido cartilaginoso é um atrativo para estudos de novos
tratamentos. A utilizacdo de células estromais/tronco mesenquimais (CTM), células que
atuam na manutencdo dos 6rgdos e tecidos do corpo humano, tém se mostrado vantajosa.
Essas células podem ser encontradas em diferentes fontes como no tecido de cordao
umbilical (CTM-TCU), medula éssea (CTM-MO), tecido adiposo (gordura) (CTDA) e polpa
de dente permanente (DPSC), como os dentes do siso (terceiros molares). As CTM podem
ser isoladas e cultivadas em laboratdrio, mantendo suas caracteristicas de diferenciacdo em
outros tipos celulares e capacidade de estimular a renovacdo celular do tecido onde sdo
aplicadas. A utilizacdo dessas células para tratamentos de lesbes de cartilagem, faz
necessario avaliar o potencial de diferenciacdo das CTM em células residentes do tecido
cartilaginoso, os condrécitos, a partir da condrogénese realizada em laboratério (in vitro). Ja
que existem diferentes fontes para obtencdo das CTM, deve ser avaliado se alguma delas
possui um potencial mais elevado para condrogénese, assim 0 presente estudo comparou as
fontes CTM-TCU, CTM-MO, CTDA e DPSC, para avaliar e comparar seus potenciais de
condrogénese. Neste estudo, aprovado pelo comité de ética da PUCPR (nimero 5.080.289),
foram usadas células de quatro fontes diferentes. Essas células foram estimuladas a se
transformarem em células de cartilagem. Apo6s 21 dias, as amostras foram examinadas para
verificar a presenca de certas substancias especificas de cartilagem, como CD44, CD49c,
CD151 e Condroitina. Também foram usadas técnicas para observar como as células se
comportavam e para detectar a presenca de proteinas como o coladgeno. Os resultados
mostraram que as diferentes fontes de células ndo apresentaram diferengas significativas nos
marcadores de cartilagem avaliados. Em certas coloracdes, como o Azul de Toluidina, foi
possivel observar espacos ao redor das células jovens de cartilagem, mas ndo a presenca de
certas substancias da cartilagem. Outras coloracbes, como o Tricrébmio de Mallory,
mostraram a deposicdo de colageno. A fonte de células chamada CTM-MO apresentou uma
maior quantidade de colageno, conforme observado na coloracdo de Tricrémio de Masson.
andlises adicionais mostraram que a fonte de células CTM-MO teve mais colageno do tipo
I, enquanto os grupos CTDA e CTM-TCU tiveram mais colageno do tipo 11, de acordo com
diferentes técnicas de coloragdo. A analise da proteina Sox9 soltvel ndo mostrou diferencas
significativas entre os grupos. No geral, com base nos marcadores de células de cartilagem,
na presenca de colageno e em outras analises realizadas, ndo foi possivel determinar com
certeza qual fonte de células é a mais eficaz para se transformar em células de cartilagem.
Foi também observado que a coloracdo de Azul de Toluidina ndo foi tdo informativa quanto
outras coloracdes como o Tricromio de Mallory, o Tricrémio de Masson e a Hematoxilina
de Picrosirius.Assim, considerando todos os resultados do estudo, concluiu-se que, entre as
diferentes fontes de células testadas, as células da fonte MO parecem ter um potencial maior
para se transformarem em celulas de cartilagem.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O tecido cartilaginoso € um tecido especializado, de consisténcia rigida, que
desempenha funcéo de suporte de tecidos moles e revestimento de superficies articulares *.
Considerado um tecido avascular, com poucas células, os condroblastos, caracterizados por
sua capacidade de sintetizar uma matriz extracelular abundante % 3. Esse tecido possui
capacidade limitada de regeneracdo e por esse motivo tem atencdo especial na medicina
regenerativa, uma vez que esta estuda maneiras de substituir e/ou reestabelecer a funcéo de
tecidos e 6rgéos danificados pela idade, doenca ou trauma . Embora os condrécitos tenham
sido extensivamente estudados na reparacdo da cartilagem dentro da medicina regenerativa,
a utilizacdo de células estromais mesenquimais (CTM) expandidas in vitro tornou-se uma
opcao mais vantajosa diante de outros tratamentos disponiveis °.

As CTM sdo células adultas, multipotentes e funcionalmente definidas por
apresentarem caracteristicas de autorrenovacdo, diferenciacdo em diversas linhagens
celulares e extensa atividade paracrina e imunomoduladora 8. Sdo células essenciais para
a manutencdo de tecidos e 6rgdos e podem ser encontradas em diversas fontes, como tecido
do cordao umbilical °, tecido adiposo *°, tecidos dentarios 11, e medula dssea 2. Na medicina
regenerativa, todas essas fontes tém sido estudadas e aplicadas em diversas terapias, e seus
resultados tém se mostrado promissores 1317,

O potencial de diferenciacdo das CTM na linhagem condrogénica ja tem sido
demonstrado em diversos estudos 31°. Esta diferenciagdo é realizada em um agregado de
alta densidade celular, o que resulta na producéo de proteoglicanos altamente sulfatados e
diferentes tipos colagenos, principalmente o colageno tipo Il, sendo ele aproximadamente
80% do tecido cartilaginoso total 819,

A baixa vascularizacdo desse tecido, reflete sua capacidade limitada de regeneracao,

fazendo com que a cartilagem seja altamente estudada com o intuito de promover
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tratamentos que recuperem sua funcdo apos lesbes ou disfungdes causadas por traumas,
doenca ou pela idade. A utilizacdo de CTM visando a diferenciagcdo condrogénica para uso
na medicina regenerativa € um importante passo para o tratamento de lesdes que envolvem
o tecido cartilaginoso. Porém, por existir uma grande diversidade de fontes para obtencéao
dessas células, ainda existem duvidas sobre qual fonte apresenta um maior potencial de
diferenciacdo em condrocitos, uma vez que para as outras diferenciagdes, as mesmas células
podem apresentar comportamentos diferentes.

Sendo assim, obter a melhor fonte para diferenciacdo condrogénica é um importante
passo dentro da medicina regenerativa, para que as pesquisas e 0 desenvolvimento dos
tratamentos sejam realizados com maior especificidade visando a utilizacdo de células que
expressem os fatores necessarios para formagéao e recuperacdo de um tecido cartilaginoso
saudavel e funcional. Dessa forma, um estudo comparativo entre as fontes mais utilizadas
pela medicina regenerativa, torna-se essencial a fim de investigar a fonte com melhores

caracteristicas para a condrogénese.
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2. ESTADO DA ARTE
2.1. TECIDO CARTILAGINOSO

O tecido cartilaginoso é um tecido conjuntivo especializado, de consisténcia rigida,
que desempenha funcdo de suporte de tecidos moles, revestimento de superficies
articulares, absorcéo de choques, e deslizamento dos 0ssos nas articulagdes . E um tecido
ndo irrigado, considerado avascular, com poucas células. Os condroblastos, por exemplo,
sdo as células que possuem a capacidade de sintetizar uma matriz extracelular abundante,
composta essencialmente por colageno tipo Il, proteoglicanos e éacido hialurénico %.
Quando maduras, essas células passam a ficar isoladas pela matriz extracelular, em lacunas,
nesse momento ja sdo consideradas condrécitos maduros, que vao participar da homeostase
e manutencao do tecido 23,

O tecido cartilaginoso pode ainda ser dividido entre: cartilagem hialina, cartilagem

eléstica e cartilagem fibrosa ou fibrocartilagem (Quadro 1).

e

» o . \ 5
/ e S S & S =

Cartilagem Hialina Cartilagem Elastica Fibrocartilagem
- Primeira estrutura esquelética do | | - Encontradana orelha externa e - Encontrada nos discos
embrido; interna, epiglote e laringe intervertebrais, sinfise pubica,
- Responsavel pelo crescimento de | | - Constituida pro coldgenotipo Il tenddes e ligamentos musculares;
ossos longos; fibras elasticas, glicosaminoglicanas - Associada ao tecido conjuntivo
- Encontrada na parede nasal,| | eglicoproteinas; denso;
traqueia, bronquios, extremidade | |- Tem a fungdo principal de - Possui grande quantidade de
ventral das costelas e recobrindo as promover sustentagdo e colageno tipo | e matriz extracelular;
superficies articulares de ossos flexibilidade. - Tem a fungdo principal de
longos. promover sustentagdo e resisténcia.

Quadro 1. Tipos de cartilagem e suas caracteristicas, localizacdo e representacdo histoldgica. Cartilagem
Hialina: coloracdo em Hematoxilina e Eosina (HE) de traqueia, aumento de 1000x, pode-se observar 0s
condrdcitos nas lacunas, ainda em grupos isdgenos, e matriz cartilaginosa ao redor; Cartilagem Eléastica:
coloracéo de Tricrdmio de Masson de cartilagem da orelha, aumento de 400x, pode-se observar condroblastos,
condrdcitos isolados em lacunas e matriz colagena em azul com fibras elasticas ao redor coradas em rosa
escuro; Fibrocartilagem: coloragdo em HE de tenddo, aumento de 400x, pode-se observar os condrdcitos em
lacunas, alinhados, e matriz fibrosa ao redor. Adaptado de: Atlas de Histologia EdiPUCRS 2.
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Na cartilagem ainda sdo encontrados diversos fatores de crescimento, transcricdo e
citocinas secretados pelas células residentes, que participam diretamente na indugdo da
diferenciacdo dos condrocitos jovens para condrécitos maduros, atuando também na
formacéo da matriz da cartilagem. Exemplos desses fatores sdo: a Sox9; a IL-1 (interleucina-
1) que estimula a sintese e liberacdo de estromelisina, capaz de ativar a pré-colagenase
dentro da cartilagem 22; a glicoproteina estrutural de ades&o condronectina, que proporciona
a ligacdo dos condrdcitos, fibras coladgenas do tipo I, Il e 11, e glicosaminoglicanas (GAG)
1. a IGF-1 (do inglés Insulin-like growth factor-1) e TGF-B (do inglés Transforming growth
factor-beta), que estimulam a sintese de Agrecano, colageno e participam também na
maturacao dos condracitos 2.

A capacidade desse tecido de resistir as cargas compressivas € dada pela
predominancia da proteoglicana Agrecano, encontrada cartilagem hialina, trabalhando
juntamente com GAG 24, uma vez que estas constituem a matriz extracelular da cartilagem
articular, como o sulfato de condroitina e o &cido hialurénico, desempenhando um papel na
hidratagdo da matriz, o que proporciona sua propriedade viscoeléstica 2°.

Enguanto os condrécitos estdo envolvidos principalmente na manutencdo da
cartilagem através da sintese de matriz extracelular, acredita-se que a homeostase geral da
cartilagem seja o produto de uma interagdo entre a mecanica, fatores de crescimento,
horménios e envelhecimento, uma vez que a composicdo do tecido cartilaginoso muda
durante a progresséo para a idade adulta, resultando em uma organizagdo das camadas de
cartilagem , e no geral, essa maturag&o resulta em um aumento na reticulagdo do colageno,
e um aumento na tragdo e médulo de compresséo 20 26,

Por ser um tecido rico em matriz extracelular e avascular, o tecido cartilaginoso possui
uma taxa de regeneracao limitada, o que o torna foco de diversos estudos para tratamento de

lesbes e doencas, sendo seu comprometimento um sinénimo de limitacdo de movimento e,
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por consequéncia, baixa qualidade de vida 2% 27, Neste contexto diversos estudos elegem as
CTM como uma alternativa de tratamentos recorrentes, como raspagens ou enxertos

cartilaginosos, para traumas e lesdes da cartilagem 2831,

2.2. MEDICINA REGENERATIVA

As terapias disponiveis, em sua grande parte, apenas retardam o desenvolvimento da
doenca, e por muitas vezes ndo apresentam uma melhora clinica do paciente. Com a
necessidade de tratamentos mais efetivos e duradouros, a medicina regenerativa estuda
tratamentos para substituir e/ou recuperar tecidos e érgdos danificados pela idade, doenca
ou trauma. Uma alternativa promissora de tratamento é a utilizacdo das CTM e seus
derivados . Embora os condrécitos tenham sido extensivamente estudados e usados na
reparagdo da cartilagem dentro da medicina regenerativa, a utilizagdo de CTM tornou-se
uma opgdo vantajosa diante de outros tratamentos disponiveis °. Dados pré-clinicos e
clinicos promissores demonstraram a possibilidade de tratamento de doencas agudas e
cronicas, especialmente do tecido cartilaginoso 323,

A diversidade de fontes de CTM e seu amplo aspecto de aplicagdes faz com que sejam
altamente utilizadas na medicina regenerativa 3. Sabe-se que as diferentes fontes tém
potencias de acdo distintos, o que torna importante observar qual fonte é a mais apropriada
para cada tratamento e garantir o sucesso da medicina regenerativa baseada em células *-4°,

Os tratamentos disponiveis atualmente com foco em lesdes de cartilagem
compreendem cirurgias de preservacdo, tratamentos ndo cirurgicos e cirurgias paliativas
(raspagens) #!, métodos que possuem resultados de baixa eficacia, sendo necessarias novas
intervencdes na tentativa de manter o bem-estar e a funcionabilidade do tecido 2. Estudos
de nivel clinico e pré clinico ja demonstraram a efetividade do uso das CTM em lesbes de

cartilagem 4346,
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2.3. CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

As CTM sdo células adultas, multipotentes e sdo funcionalmente definidas por
apresentarem as seguintes caracteristicas: capacidade de autorrenovacao, capacidade de se
diferenciar em diversas linhagens celulares sob estimulo e extensa atividade parécrina e
imunomoduladora ®8. So células essenciais para a manutencdo da homeostase de tecidos e
6rgdos e podem ser isoladas de diversas fontes, como tecido do corddo umbilical °, tecido
adiposo 19, tecidos dentarios 1, e medula ¢ssea 2.

Essas células sdo caracterizadas, de acordo com os critérios definidos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular e Génica (ISCT — do inglés International Society For Cell
and Gene Therapy), por sua adesdo ao plastico quando as células sdo cultivadas in vitro;
expressao de marcadores de superficie celular CD73, CD90, CD105 e auséncia de CD14 ou
CDI11b, CD19 ou CD79a, CD34, CD45 ¢ HLA-DR e capacidade de se diferenciar in vitro
em pelo menos trés linhagens: osteogénica, adipogénica e condrogénica ’. Estas células tém
localizag&o perivascular e estdo presentes em diversos tecidos do organismo adulto. Apesar
de serem multipotentes por possuirem uma menor capacidade de diferenciacdo
comparativamente as células-tronco embrionarias, sdo consideradas mais seguras e de facil

obtencao para a utilizagdo em pacientes 8 (Fig. 1).
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Figura 1. Caracteristicas das CTM quanto as fontes que podem ser encontradas e suas definicdes pela ISCT.
CTM: Células estromais mesenquimais; ISCT: Sociedade Internacional de Terapia Celular Génica. Criado
com BioRender pela autora.

Recentemente, as CTM isoladas de diversas fontes tém sido aplicadas na medicina
regenerativa, em diferentes disfuncdes que necessitam de regeneracdo e restauracao
funcional de um tecido lesionado ' como queimaduras “8, lesdo de medula espinhal 4% %0,
miocardiopatia isquémica %2, e reparo de lesbes de cartilagem % %2, Desta forma, a terapia
celular, dentro da medicina regenerativa, propde o restabelecimento funcional do tecido
lesionado por meio do transplante autélogo, alogénico ou xenogénico de CTM que tém se
mostrado promissor ',

Estudos sugerem que as CTM ndo apresentam potencial de diferenciacdo in vivo,
quando usadas em terapias, mas sim promovem uma alteragdo do microambiente, tornando-

0 propicio para a regeneracdo através da liberacdo fatores bioativos que reparam o tecido
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danificado, e além de apresentam efeitos anti-apoptéticos, estimulam a angiogénese e
apresentam potencial imunomodulador 3.

A imunomodulacéo, realizada pelas CTM, ocorre em tipos celulares tanto do sistema
imune inato como do sistema imune adaptativo, tais como células dendriticas, células
natural killer, neutrdfilos, linfocitos T e B. Isso ocorre devido ao contato célula-célula
juntamente com a liberacdo de fatores sollveis pelas CTM, promovendo a reducdo da
producdo de citocinas pré-inflamatérias e aumento da producdo de citocinas anti-
inflamatdrias tanto in vitro como in vivo **. S&o consideradas pouco imunogénicas, devido a
baixa expressdao do complexo principal de histocompatibilidade (MHC - do inglés major
histocompatibility complex) de classe I, de moléculas coestimulatdrias e auséncia de MHC

classe Il na superficie celular, podendo ser administradas de forma autéloga ou alogénica *°.

2.4. FONTES DE CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS
2.4.1. Células Estromais Mesenquimais Derivadas da Medula Ossea
A medula éssea é coletada por aspiracédo da crista iliaca ou esterno, por meio de uma
agulha de Jamshidi . O microambiente onde encontra-se as CTM abriga também células
hematopoiéticas, imunoldgicas e adipdcitos, sustentadas por uma matriz extracelular
altamente vascularizada (Fig. 2) *” % O isolamento das células estromais mesenquimais
derivadas da medula 6ssea (CTM-MO) é realizado por gradiente de densidade, onde sao
encontradas no anel de células mononucleares, apos centrifugacdo °’. As CTM-MO podem
se diferenciar em células como adipdcitos, osteoblastos, condrdcitos, além das células do
estroma da medula déssea que também suportam a proliferacéo e diferenciacdo de células
hematopoiéticas. Caracteristicas estas que as tornam potencialmente Uteis para a terapia

celular %, Seu potencial de diferenciagio condrogénica in vitro é conhecido, tendo diversos
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estudos de avaliacdo comparando esta e as demais fontes aléem de estudo in vivo com

objetivo do reparo de lesdes de cartilagem °’.

Macréfago .
Matriz extracelular

Vasos capilares

AN - Célula-Tronco Linfécito

Hematopoiética

Figura 2. Células presentes na medula éssea. Criado com BioRender pela autora. Adaptado de: Nayak e
colaboradores %8,

Apesar de ser a fonte mais explorada pelos estudos de pesquisa béasica, pré-clinica e
clinica, a coleta da medula 6ssea é considerada invasiva, dolorosa e com riscos para o
doador. Além disso, o rendimento de células isoladas é de aproximadamente 0,005%,
podendo ser influenciada ainda por fatores como a presenca de patologias, uso de
medicamentos e a idade do doador *® °". Devido a essas caracteristicas fez necessario a
procura por novas fontes de CTM com coleta menos invasivas, mais seguras € com maior

rendimento celular.

2.4.2. Células Estromais Mesenquimais Derivadas do Tecido Adiposo
O tecido adiposo é composto ndo apenas por adipdcitos, mas também células
imunoldgicas, fibroblastos, células endoteliais, que sdo sustentadas por uma matriz

extracelular, sendo um tecido altamente vascularizado °°.
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Além disso, é uma fonte rica de CTM também conhecidas como células estromais

derivadas do tecido adiposo (CTDA) (Fig. 3.).

Vasos capilares

Células
progenitoras
endoteliais

Leucécitos

Figura 3. Células presentes no tecido adiposo. Criado com BioRender pela autora. Adaptado de: AMBROSE
Cell Therapy, 2022 .

O tecido adiposo é um grande candidato como fonte de células estromais
mesenquimais para a medicina regenerativa. Sua coleta, por meio da lipoaspiracdo ou
dermolipectomia, sendo considerado residuo cirtrgico, tem baixa porcentagem de
mortalidade para o paciente/doador e o rendimento de CTM & alto ap6s o isolamento (1% a
10% de células estromais mesenquimais) 63, Como as CTDA s&o de origem mesodérmica
sabe-se de seu potencial para se diferenciar em adipécitos, condrdcitos e osteoblastos 84
Devido a sua plasticidade, isto €, capacidade de gerar varios tipos de tecidos, sua utilizacdo
parece ser extremamente promissora como op¢ao para a obtencdo de CTM.

Por sua alta capacidade de proliferacdo, facil manipulacdo in vitro e potencial
condrogénico comprovado, as CTDA tornam-se atrativas para a regeneracao tecidual da
cartilagem, como descrito por Pelttari %, IM 7 e colaboradores. A utilizagéo in vivo destas
células, ja é bem explorada e apresenta bons resultados em estudos pre-clinicos, como

descrito por Erickson e colaboradores %, onde observaram a capacidade das CTDA em
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produzir moléculas caracteristicas da matriz de cartilagem, in vivo e in vitro, mostrando seu

potencial para a medicina regenerativa.

2.4.3. Células Estromais Mesenquimais Derivadas do Tecido do Corddo Umbilical

O tecido de corddo umbilical (TCU), é um carreador de nutrientes, entre mée e feto,
composto por uma rigida parede de células epiteliais e mesenquimais, que protege duas
artérias e uma veia, que ficam envoltas em uma substancia denominada de geleia de

Wharton ®° (Fig. 4).

Células epiteliais e células-tronco

Veia

Células
sanguineas

: Célula-Tronco

Hematopoiética

Cordao Umbilical

Geleia de Wharton

Figura 4. Células presentes no tecido de corddo umbilical. Criado com BioRender pela autora. Adaptado de:
Americord 7,

Esse tecido é uma fonte de células estromais mesenquimais (CTM-TCU) que pode ser
obtida de maneira facil, e ndo invasiva sem prejuizos para a mae ou para o bebé, considerada
um residuo cirdrgico. As CTM podem ser obtidas a partir da geleia de Wharton, do sangue
da veia ou do tecido total do cordao, sendo a geleia de Wharton utilizada na maior parte dos
estudos %°. O isolamento das CTM ¢ realizado por explante e/ou digestdo enzimatica. As
células obtidas ttm o mesmo potencial de diferencia¢do, imunomodulacdo e liberacdo de

fatores bioativos quando comparadas a outras fontes como a medula dssea "%, além de uma
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alta capacidade de expansdo o0 que as torna essas células importantes para a utilizagdo na
terapia celular .

Em relagdo a diferenciacdo condrogénica é observado o mesmo potencial,
independente da porgéo do corddo umbilical de onde as células foram isoladas #?, ja sendo
também amplamente estudada in vitro e in vivo, na area da medicina regenerativa, para a

regeneracéo do tecido cartilaginoso .

2.4.4. Células Estromais Mesenguimais Derivadas de Polpa de Dente Permanente

A polpa dentaria ¢ um tecido rico em células pré-odontoblasticas, pericitos,

fibroblastos e CTM, que sdo sustentadas por uma matriz celular vascularizada e com
presenca de fibras nervosas (Fig. 5) .

Fibra nervosa Pré-odontoblasto

Matriz
extracelular

Pericito

Vasos
sanguineos

Fibroblasto CTM

Figura 5. Células presentes na polpa de dente. Criado com BioRender pela autora. Adaptado de: Baranova e
colaboradores .

As CTM derivadas da polpa dentéaria (DPSC do inglés dental pulp stem cells) sdo uma
fonte considerada rica, unica e acessivel de facil obtencdo, uma vez que podem ser isoladas

de terceiros molares, extraidos rotineiramente sem riscos ao doador. Os terceiros molares
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podem ser uma fonte promissora pois sdo diariamente extraidos e descartados como
residuos cirdrgicos °.

Todas as CTM isoladas de tecidos dentarios possuem origem na crista neural, porém
as polpas isoladas de terceiros molares possuem uma vantagem significativa sobre os dentes
completamente formados, pois a polpa deste dente ndo esta completamente desenvolvida e,
portanto, as células isoladas a partir deste tecido apresentam um fendtipo mais imaturo. A
polpa de dente tem vantagens em relacdo ao rendimento de células isoladas quando
comparada com outras fontes, cerca de 5% de CTM 7780,

O potencial condrogénico das DPSC para aplica¢Ges dentro da medicina regenerativa
permanece pouco explorado, ja que a maioria dos estudos abordaram sua condrogénese
apenas como parte de seu potencial de diferenciagdo multilinhagem. Um exemplo € o estudo
realizado por Longoni e colaboradores ’°, onde avaliaram a diferenciagdo condrogénica de
CTM derivadas da polpa de dente in vitro. A partir de analises de expressdo génica e
imunohistoquimica, observaram a presenca de glicosaminoglicanos, agrecano e formagéo

de matriz colagena apds inducéo a diferenciacdo, caracteristica do tecido cartilaginoso.

2.5. DIFERENCIA(;AO CONDROGENICA IN VITRO
A diferenciagdo condrogénica in vitro das CTM € considerada um processo
multifatorial, sendo a dindmica da célula, a interacdo entre célula-matriz, o contato célula-
célula e o ambiente que sdo cultivadas, os aspectos que vao determinar como serdo as
respostas aos sinais biomecanicos e/ou bioquimicos de inducio a diferenciacéo 8% 8. Sabe-
se que as CTM podem ser diferenciadas para células semelhantes a condroprogenitoras,
mimetizando a condrogénese in vivo através da inducdo a diferenciagdo com fatores

especificos .
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Comumente a indugdo a diferenciacdo condrogénica é realizada em cultivo de
agregado celular de alta densidade, chamado também de cultura em micromassa, com meio
especifico sem a adi¢do de soro bovino fetal (SBF), suplementado com fator de crescimento
transformador (TGF — do inglés transforming growth factor). O TGF atua na regulacdo da
homeostase, na integridade e no desenvolvimento celular, participando ativamente das vias
de diferenciacéo 8 81,

O contato célula-célula mimetiza a fase de condensacdo das células
condroprogenitoras no tecido cartilaginoso, e todo processo de desenvolvimento. Além
desse contato deve-se também mimetizar os fatores de crescimento presentes na cartilagem,
sendo os mais explorados da superfamilia TGF, o0 TGF- 1 e TGF-B3. Ambos os processos
estdo relacionados a estimulacdo da diferenciagdo condrogénica in vitro, desencadeando
uma regulacdo positiva da expressdo de genes especificos do tecido cartilaginoso, em
especifico da cartilagem hialina. Esses genes atuam na indugdo da producdo de matriz
extracelular e aumento da sintese de glicosaminoglicanos sulfatado, como por exemplo a
condroitina, e proteinas como colageno tipo Il, considerado o principal colageno da
cartilagem hialina, e o colageno tipo Il que é geralmente encontrado em associa¢do com o0
tipo I. O colageno | é conhecido por ser 0 mais abundante no corpo humano, presente em
0ssos, pele, tendao, pericondrio e outros tecidos fibrosos, que em conjunto com outros
componentes da matriz, atuam diretamente na integridade do tecido e desempenham da
funcio de sustentagéo e resisténcia 837,

Estas producdes e expressdes especificas de proteinas, colagenos e fatores de
crescimento da cartilagem, acontecem por meio de cascatas de sinalizacdo intracelular,
ativada por diferentes quinases e regulada por sinais extracelulares &, além disso contam
com a atuacgdo de fatores de transcri¢do, em particular o Sox9, expresso por condroblastos.

Esse fator de transcri¢do é conhecido pela sua atuacéo na formacéo do tecido cartilaginoso
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através da sua capacidade de sinalizacdo a inducdo da diferenciagdo condrogénica,
influenciando a condensacdo das células e a expressdo de outras proteinas envolvidas na
condrogénese 8188,

Ainda em nivel celular, sabe-se que as CTM expressam, em sua membrana celular,
alguns marcadores em comum com condrocitos articulares. Esses marcadores séo
considerados marcadores condrogénicos, que além de auxiliarem a deteccdo da
diferenciacéo, atuam ativamente nessa via 8°, como 0 CD44, que atua em interagdes célula-
célula, adesdo e migracao celular, além de ser um receptor de acido hialurénico, também
pode interagir com outros ligantes, como osteopontina e tipos de colageno * °!; 0 CD49c,
que atua também na interacao célula-célula, mas também atua na organizacao estrutural da
matriz extracelular & %; o CD151 que desempenha um papel na regulagdo do
desenvolvimento celular, ativagdo, crescimento e motilidade, envolvido também em
processos de adesdo celular e pode regular o trafego e/ou fungdo da integrina responsavel
pela interagdo da familia TGF % %, A expressdo desses marcadores pode auxiliar na
caracterizacdo das células induzidas a diferenciagcdo condrogénica e identificar qual fonte

tem maior potencial para diferenciacéo neste tipo celular.
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3. OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial de diferenciacdo condrogénica de quatro fontes diferentes de CTM

(tecido adiposo, polpa de dente permanente, tecido do corddo umbilical e medula 6ssea).

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Cultivar e caracterizar as CTM isoladas de tecido adiposo, polpa de dente
permanente, tecido do corddo umbilical e medula dssea;

* Induzir a diferenciagdo condrogénica das CTM isoladas de tecido adiposo, polpa de
dente permanente, tecido do corddo umbilical e medula dssea;

» Comparar o potencial de diferenciagdo condrogénica das CTM isoladas de tecido
adiposo, polpa de dente permanente, tecido do corddo umbilical e medula 6ssea.

» Avaliar qual método de coloracdo ¢ o mais eficiente para observar a diferencia¢ao

condrogénica de CTM.
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4. METODOLOGIA

O presente estudo tem aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Pontificia
Universidade Catolica do Parana (PUCPR) - Parecer: 1.047.248 e 5.080.289 e foi realizado
no Laboratorio Experimental de Cultivo Celular da PUCPR, conforme o desenho do estudo

(Fig. 6).
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Figura 6. Desenho de estudo. Criado com BioRender pela autora.

As células foram isoladas de diferentes fontes, cultivadas e induzidas a diferenciagéo
condrogénica. A inducdo a diferenciacdo das CTM foi realizada em micromassa, com meio
de cultivo especifico, suplementado com TGF- 3. Quatro fontes diferentes de CTM foram
escolhidas para avaliagdo: medula ¢ssea, tecido adiposo, polpa de dente permanente e tecido
de corddo umbilical, cada uma representada por trés amostras. Todos as fontes foram
divididas entre: grupo controle, no qual as amostras foram cultivadas utilizando IMDM
(Meio de Dulbecco modificado por Iscove) para TCU, MO e DP; DMEM-F12 (Meio de
Dulbecco modificado por Eagle suplementado com meio de Ham F12) para TA; ou DMEM

(Meio de Dulbecco modificado por Eagle) para células condroprogenitoras; todos
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suplementado 15% SBF; e grupo diferenciagdo, no qual as amostras foram cultivadas com
meio especifico para diferenciagdo condrogénica. O estudo também obteve um controle
positivo para a diferenciacdo, utilizando células condroprogenitoras isoladas de cartilagem

de joelho humano.

41. ISOLAMENTO E CULTIVO DE CELULAS ESTROMAIS
MESENQUIMAIS
As CTM utilizadas para o estudo foram isoladas de quatro fontes diferentes: medula

6ssea, tecido de corddo umbilical, tecido adiposo e polpa de dente permanente.

4.1.1. lIsolamento de Célula Estromal Mesenquimal de Medula Ossea

O isolamento de trés amostras de CTM-MO foi realizado a partir da técnica de
gradiente de densidade (Histopaque 1077 — Sigma Aldrich, Missouri, EUA) onde apds a
diluicdo em IMDM (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA), na proporcio de 1:2, a medula
6ssea foi adicionada lentamente ao gradiente de densidade e entdo a solucdo foi centrifugada
por 30 min a 460 g sem aceleracéo e freio, a temperatura ambiente. Ap6s a centrifugacao,
o anel de células mononucleares formado foi transferido para outro tubo, e lavado com meio
IMDM e centrifugada novamente, a 400 g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas em IMDM e plaqueadas em frascos com meio de cultivo
IMDM suplementado com 1% de antibioticos (ATB - penicilina (100 unidades/ml),

estreptomicina (100 pg/ml)) e 15% de SBF.

4.1.2. lIsolamento de Célula Estromal Mesenquimal de Tecido Adiposo
O isolamento das trés amostras CTDA foi realizado utilizando o método de digestdo

enzimatica, de acordo com a técnica padronizada no Nucleo de Tecnologia Celular da
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PUCPR. Brevemente, 100 mL de tecido adiposo (lipoaspirado) foram lavados com tampéao
fosfato salino (PBS) e a digestdo enzimatica foi realizada com colagenase tipo | durante 30
minutos, 37°C sob agitagdo, sequido por filtragdo utilizando filtros Cell Strainer (BD
Falcon, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA) de 100 e 40-um. As células obtidas foram
cultivadas em DMEM-F12 (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA) suplementado com

15% de SBF e 1% de ATB (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA).

4.1.3. lIsolamento de Célula Estromal Mesenquimal de Tecido do Cordao
Umbilical

O isolamento das trés amostras de CTM-TCU foi realizado de acordo com a técnica
padronizada no Nucleo de Tecnologia Celular da PUCPR. Primeiramente o cordao
umbilical foi lavado em tampdo fosfato salina (PBS) e 1% de ATB (Gibco™ Invitrogen,
Nova York, EUA). O tecido de corddo umbilical foi macerado com o auxilio de bisturi e
em seguida passou por uma digestdo enzimatica com colagenase tipo Il (Gibco™
Invitrogen, Nova York, EUA). O material obtido foi mantido em estufa a 37°C por 16 horas
sob homogeneizacdo constante. Apds este periodo o material foi lavado com PBS e entdo
foi realizada a digestdo enzimatica com 0,25% de tripsina-EDTA (Gibco™ Invitrogen,
Nova York, EUA) por 15 min, a 37°C. Ap0s a tripsina foi inativada com SBF, a solucédo foi
centrifugada por 10 min a 440 g. Ent&o as células foram plagueadas em frasco de cultura de
75 cm?, cultivadas em IMDM (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA) com 15% de SBF
(Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA), 1% de ATB (Gibco™ Invitrogen, Nova York,

EUA).
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4.1.4. lIsolamento de Célula Estromal Mesenquimal de Polpa de Dente
Permanente

A coleta e o isolamento das trés amostras de DPSC foram realizadas conforme Fracaro

e colaboradores . Para a coleta de dente permanente, erupcionados e com raiz
completamente formada, o cirurgido dentista solicitou que o paciente realizasse
previamente um enxague bucal com clorexidina (Periogard, Colgate®) para remover
possiveis contaminantes, garantindo a integridade do material coletado. Apds a extracao, o
dente foi acondicionado em um frasco com IMDM (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA),
e fluconazol (120ug/ml). O dente (3° molar) apds retirado do frasco de coleta foi lavado em
PBS, e, em placa de petri, os fragmentos de polpa de dente foram removidos mecanicamente
com auxilio de uma lima endoddntica. A polpa retirada foi processada por digestéo
enzimatica com colagenase tipo 11 (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA), sob agitacéo, a
37°C, por 1 hora e ap6s, centrifugada em PBS. As células foram entdo ressuspendidas e
plagueadas em frascos com meio de cultivo IMDM suplementado com 1% de ATB
(Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA) e 20% SBF (Gibco™ Invitrogen, Nova York,

EUA).

4.1.5. Isolamento de Células Condroprogenitoras
Apobs a coleta da cartilagem articular de joelho humano, o isolamento das células
condroprogenitoras foi realizada a partir de técnica padronizada no Nucleo de Tecnologia
Celular. Primeiramente a amostra passou por trés lavagens iniciais com PBS suplementado
com 1% de ATB (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA), entdo o tecido foi segmentado
com auxilio de bisturi e pinga, em uma placa de Petri, até os fragmentos estarem com

aproximadamente 1-3mm?. Apos isso, foi realizada uma nova lavagem com PBS, entéo toda
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a solucdo com os fragmentos foi transferida para um tubo de 15 mL, para ser centrifugada
por 5 min & 400 g.

Ap0s a remocdo do meio com auxilio de pipeta Pasteur, entdo foi realizado o processo
de digestdo enzimatica com 0,019 de colagenase Il (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA)
diluida em 10 mL de DMEM suplementado com 1% de ATB (Gibco™ Invitrogen, Nova
York, EUA). Os fragmentos foram incubados por 3h em estufa 37°C, sob homogeneizacao
constante e suave, em seguida as amostras foram homogeneizadas com auxilio de Vortex e
entdo centrifugadas por 10 min a 400 g. O sobrenadante foi descartado e entdo foi
adicionado DMEM com 10% SBF (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA) e 1% de ATB
(Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA). O material foi filtrado em cell strainer (BD

Falcon, Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA) de 100 um, e centrifugado a 400 g a 22°C.

4.1.6. Cultivo e Expansao das CTM

Apos o isolamento das CTM de todas as fontes, e das células condroprogenitoras, as
células obtidas foram plaqueadas em frasco de cultura de 25 cm? e mantidas em incubadora
a 37°C com 5% de COy, realizando trocas do meio de cultura duas a trés vezes por semana.
Quando as células atingiram a confluéncia de 80-90%, foi realizado o processo de
dissociagdo com a enzima tripsina-EDTA 0,25% (Gibco™ Invitrogen, Nova York, EUA)
para que pudessem ser replaqueadas e o cultivo expandido até atingirem a quarta ou quinta

passagem.

4.2. CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA DAS CTM
Para a marcacéo, as células foram lavadas com PBS e incubadas com os anticorpos,
descritos no Quadro 2, por 30 minutos no escuro. Para analisar as células em apoptose e

viabilidade foi utilizado o anticorpo Anexina V e o corante vital 7-Aminoactinomicina D
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(7-AAD), respectivamente. Ap0s a marcacdo, as celulas foram lavadas com PBS e
ressuspendidas em 500 puL de uma solucdo contendo 1% de paraformaldeido. Anticorpos
isotipicos de camundongo 1gG1 foram utilizados como controle. As células marcadas foram
adquiridas pelo citometro de fluxo FACS Calibur™ (Becton Dickinson, Nova Jersey, EUA)

e analisadas por meio do software FlowJo™ (v 10.1).

Marcado Cataélog Fluorocrom Diluica
Marca
r 0 (0] (0]
BD .
CD14 - 560976 FITC 1:20
Pharmingen
CD19 =D 560994 FITC 1:20
Pharmingen
CD 29 BD 561794 APC 1:20
Pharmingen
CD 34 =D 560940 APC 1:20
Pharmingen
CD45 BD 560976 FITC 1:20
Pharmingen
BD )
CcD73 Pharmingen 561014 PE 1:10
CD90 BD 555596 PE 1:100
Pharmingen
CD 105 =D 562408 APC 1:20
Pharmingen
HLA-DR BD 551375 PerCP 1:33
Pharmingen

Quadro 2. Marcadores utilizados para a caracterizagdo imunofenotipica das CTM antes da indugdo a
diferenciagdo condrogénica. CD: Grupamento de diferenciacdo (do inglés, Cluster of differentiation; FITC:
Isotiocianato de fluoresceina (do inglés, Fluorescein isothiocyanate), PE: Ficoeritrina (do inglés,
Phycoerythrin), APC: Aloficocianina (do inglés, Allophycocyanin), PerCP: Proteina de clorofila peridinina
(do inglés, Peridinin chlorophyll protein).

4.2.1. Imunofenotipagem Pré-Inducdo a Diferenciacdo Condrogénica

Pré-inducdo a diferenciagdo condrogénica, foi também utilizado marcadores
condroprogenitores para a avaliacdo imunofenotipica das CTM. Para a marcagdo, as células
foram lavadas com PBS e incubadas com os anticorpos, apresentados no Quadro 3, por 30
minutos no escuro. Apds a marcacao, as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas
em 500 pL de uma solugdo contendo 1% de paraformaldeido. Anticorpos isotipicos de

camundongo 1gG1 foram utilizados como controle. As células marcadas foram adquiridas
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pelo citbmetro de fluxo FACS Calibur™ (Becton, Dickinson, Nova Jersey, EUA) e

analisadas por meio do software FlowJo™ (V 10.1).

Marcador Alvo Marca Catélogo | Fluorocromo | Diluicdo
Receptor de acido hialurénico BD
CD44 em condrocitos de cartilagem - 560411 FITC 1.5
o Pharmingen
hialina
CD49c Marcador condroprogenitor BI.D 556025 PE 1:5
Pharmingen
. BD .
CD151 Marcador condroprogenitor - 556057 PE 1.5
Pharmingen
Componente da matriz
comgoli | SUGEELEr CHpRIEiE el £ 562413 FITC 1:20
estruturacdo e resisténcia a Pharmingen
compressdo da cartilagem

Quadro 3. Marcadores condroprogenitores utilizados para a avaliacdo das células antes da inducdo a
diferenciagdo condrogénica. CD: Grupamento de diferenciacéo (do inglés, Cluster of differentiation; FITC:
Isotiocianato de fluoresceina (do inglés, Fluorescein isothiocyanate), PE:  Ficoeritrina (do inglés,
Phycoerythrin), APC: Aloficocianina (do inglés, Allophycocyanin), PerCP: Proteina de clorofila peridinina
(do inglés, Peridinin chlorophyll protein).

4.3. INDUCAO DA DIFERENCIACAO EM CONDROCITOS

A inducdo a diferenciacdo condrogénica foi realizada a partir do método de cultura
em micromassa, onde cerca de 1,5x10° células de todas as fontes de CTM e células
condroprogenitoras, padronizado para este estudo, foram cultivadas em um tubo conico para
formar um agregado celular, para os grupos controle e diferenciacdo. Foi utilizado o meio
especifico de diferenciacdo condrogénico (Differentiation Basal Medium-Chondrogenic,
Lonza, EUA), suplementado com hMSC Chondrogenic SingleQuots (Lonza, EUA)
conforme fabricante. Durante o cultivo foi adicionado ao meio TGF-f3 (Lonza, EUA), na
concentracdo de 10 ng/ml, e as células foram mantidas em cultivo durante 21 dias, com
trocas de meio trés vezes por semana, portanto essas células fazem parte do grupo
“diferenciagdo”. Os controles foram cultivados por 21 dias com meio IMDM suplementado

com 15% de SBF, portanto sdo parte do grupo “controle”. O meio foi trocado trés vezes por
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semana. Apos este periodo, o agregado celular foi analisado por meio de diferentes técnicas

a fim de avaliar o potencial de diferenciacdo condrogénico de cada uma das fontes de CTM.

4.4. AVALIACAO DA DIFERENCIACAO CONDROGENICA
Para comprovagao e comparacdo entre as fontes da diferenciagcdo condrogénica, as
amostras foram avaliadas por técnicas de colorages histologicas, imunohistoquimica,

imunofenotipagem e espectrofotometria (Fig. 7).

Analises de Diferenciagao Celular
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Figura 7. Anélises de diferenciacdo celular que serdo realizadas em todos os grupos (CTM-MO, CTDA,
DPSC e CTM-TCU) apés a inducdo a diferenciacdo condrogénica. CTM-MO: Células estromais
mesenquimais derivadas de Medula Ossea; CTDA: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido
Adiposo; DPSC: Células estromais mesenquimais derivadas de Polpa de Dente; CTM-TCU: Células estromais
mesenquimais derivadas de Tecido de Corddo Umbilical. Criado com BioRender pela autora.

4.4.1. Imunofenotipagem P6s-Inducao a Diferenciacdo Condrogénica

Ap06s inducdo a diferenciacdo condrogénica, foram desfeitos os agregados de células
para que pudessem ser caracterizados por imunofenotipagem. Para a marcacéo, as células
foram lavadas com PBS e incubadas com os anticorpos, apresentados no Quadro 3, por 30
minutos no escuro. Apos a marcacao, as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas
em 500 puL de uma solucdo contendo 1% de paraformaldeido. Anticorpos isotipicos de
camundongo 1gG1 foram utilizados como controle. As células marcadas foram adquiridas

pelo citometro de fluxo FACS Calibur™ (Becton, Dickinson, Nova Jersey, EUA) e

analisadas por meio do software FlowJo™ (V 10.1).
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4.4.2. AvaliacOes Histologicas

Para as avaliag@es histologicas, as micromassas, dos grupos controle e diferenciacao,
de todas as amostras foram previamente fixadas em formalina 10%, para que entdo
pudessem ser emblocadas em parafina histologica. Os cortes histolégicos foram realizados
com 4um de espessura, e as coloragdes foram realizadas pelo Laboratério de Patologia

Experimental da PUCPR e analisadas no Ndcleo de Tecnologia Celular da PUCPR (Fig. 8).
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Figura 8. Processo de preparo histolégico das amostras até a analise em microscopio optico. Criado com
BioRender pela autora.

Para a coloracao histolégica, todas as amostras passaram pelo processo de remocao
da parafina em dois banhos em xilol PA por 5 minutos, seguido pelo processo de hidratacao,
passando por banhos decrescentes de alcool (99%, 90% e 70%), por 2 minutos em cada até
agua por dois minutos. Seguindo entdo, para seus protocolos e corantes especificos,
passando por uma Ultima lavagem em agua para remocao do residuo dos corantes, seguindo
para 0 processo de desidratacdo (com excecdo da coloragédo de Azul de Toluidina) em
banhos de &lcool crescente (70%, 95% e 99%) por 2 minutos cada, e por fim a diafanizacéo

em xilol PA por 5 minutos para serem seladas com resina histolégica.
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Os protocolos de coloragao de cada técnica realizada foram:

e Azul de Toluidina:

Coloracao realizada com corante azul de toluidina por 40 segundos, lavadas em agua
corrente, e desidratadas mecanicamente em estufa 45°C por 1 hora, entdo diafanizadas e
seladas.

Esta coloracdo é frequentemente utilizada para comprovacdo da diferenciacdo
condrogénica de CTM, corando os proteoglicanos e glicosaminoglicanos em tom de
lilds/roxo, sem distingdo das proteinas, favorecendo a observacdo das lacunas ao redor dos

condrdcitos jovens.

e Tricrémio de Mallory:
Coloracéo realizada por fucsina acida por 5 minutos, seguido pela solucdo de Mallory
(azul de anilina, laranja G e &cido fosfotungstico) por 20 minutos, seguido por uma lavagem
em agua corrente por 2 minutos.
Esta coloracdo é utilizada para tecido conjuntivo, onde pode-se observar ndcleos e
cartilagem em tom avermelhado, fibrilas de coldgeno em azul e fibras elasticas em tom rosa

palido-amarelo.

e Tricrémio de Masson (com azul de anilina):
Esta coloragdo foi realizada com o uso do kit de coloracdo HistoKit EasyPath
(EasyPath, Indaiatuba, SP/BR), que conta com 5 reagentes.
A coloragdo comega pela juncdo dos reagentes A e B, ambas hematoxilinas férricas

de Weigert, por 10 minutos. Apds uma lavagem em agua corrente, as laminas foram entao
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coradas com Fucsina (reagente C) por 4 minutos, lavadas novamente com agua e coradas
com &cido fosfomolibdico (reagente D) por 5 minutos, e por fim coradas com azul de anilina
(reagente E) por 5 minutos.

Esta coloracéo € utilizada para tecido conjuntivo, onde pode-se observar o colageno

total corado em azul, as células em tom avermelhado e os nicleos em preto.

e Picrosirius Hematoxilina:

Coloragdo realizada com a solucdo de Picrosirius hematoxilina diluida em éacido
picrico por 10 minutos, submetida a uma lavagem em agua corrente e entdo coradas com
hematoxilina por 5 minutos.

Esta coloracdo permite a observacdo de colageno tipo | e Ill, por meio de luz

polarizada, sendo o colageno | de tom vermelho-alaranjado e o Il de tom esverdeado.

4.4.3. Quantificacdes Histoldgicas

As quantificacBes histoldgicas foram realizadas a partir das imagens das laminas
histoldgicas, todas em aumento de 400x.

As coloragdes com Tricromio de Masson e imunohistoquimicas foram fotografadas
com auxilio do microscépio 6ptico Nikon Eclipse Ni-E (Nikon™, Minato, Toquio, Japao),
e a coloracdo com Picrosirius-Hematoxilina no microscépio éptico Axio Scope.Z1, sob luz
polarizada (Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

A deposigdo do colageno total, colageno especifico (I e Il1), por citoquimica e de
Colageno Il e Agrecano, por imunohistoquimica, foram quantificadas pelo programa Image
Pro-Plus 5.1 (Media Cybernetics, Rockville, EUA), onde, a partir da selecdo de cores
correspondente as proteinas avaliadas em cada método de coloragdo, obtinha-se a

porcentagem de deposicdo colagena, em relacdo a area da micromassa em pum? (Tricrdmio
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de Masson, Colageno Il e Agrecano) e a porcentagem dos tipos coladgenos (Picrosirius

Hematoxilina — colageno I ou 111) em relagdo exclusiva aos seus tipos ha micromassa.

4.4.4. Avaliacdo do Colageno Il e Agrecano

Para a comprovagdo da inducdo a diferenciacdo condrogénica 0s grupos também
passaram pelo processo de imunohistoquimica, um método de localizagdo de antigenos com
base no principio da ligacéo especifica de anticorpos. Os antigenos utilizados para marcacao
foram: o colageno tipo Il e Agrecano.

Para avaliacdo do colageno tipo Il e Agrecano, os cortes histoldgicos de cada
micromassa foram colocados em laminas eletricamente carregadas. Resumidamente, as
laminas foram imersas em xilol, duas vezes por 10 minutos, trés vezes em alcool etilico por
1 minuto, uma vez em alcool etilico 80% por 1 minuto para desparafinizar o material. Em
seguida, para fazer o blogueio da enzima peroxidase enddgena, as laminas foram
mergulhadas em Imuno Retriver (Bio SD, Goleta, Califérnia, EUA) (pH 6/9), para
recuperacdo antigénica, em cuba de banho-maria a 99 °C, por 25 minutos e resfriadas em
temperatura ambiente. As laminas entdo foram lavadas em agua destilada, e ap6s secar 0s
cortes, estes foram contornados com caneta hidrofébica. Depois de diluidos, os anticorpos
—com o pH 6, na diluigéo de 1:200, para o Agrecano (BD Pharmingen, Nova Jersey, EUA);
e pH 9, na diluicdo 1:200, para o Colageno tipo Il (BD Pharmingen, Nova Jersey, EUA) —
foram adicionados as amostras e as laminas incubadas em camara Umida entre 2°C e 8°C
em geladeira, overnight. Posteriormente, as laminas foram lavadas com tampédo TBS Tris
(pH 7.3), para que fosse aplicado o reagente Spring Reveal Complementem™ (Spring Bio
Solution, Piscataway, Nova Jersey, EUA) sob as amostras, as quais foram incubadas, em

temperatura ambiente, por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas com TBS Tris
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(pH 7.3) e, sob elas aplicado o Spring Reveal Conjugate™ (Spring Bio Solution,
Piscataway, Nova Jersey, EUA), e incubadas por 15 minutos.

As laminas foram lavadas novamente com tampao, e foi adicionado o cromogeno 3,3'-
diaminobenzidina (DAB - Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) (1:1) até visualizagdo
da cor castanha. As células foram contracoradas com Hematoxilina de Harris, por 5
minutos. Entdo iniciou-se a desidratacdo com trés lavagens de alcool etilico absoluto por 1
minuto e a diafanizagdo com xilol por trés vezes de 5 minutos, entdo as laminas foram

seladas com resina histoldgica (Histolan™) (Fig. 9).
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Figura 9. Processo de preparo imunohistoquimico das amostras. DAB: cromogeno 3,3'-diaminobenzidina;
HRP: horseradish peroxidase. Criado pela autora com BioRender.

4.4.5. Quantificacdo de Sox9 Solavel

O sobrenadante dos cultivos foi coletado no 21° dia da diferenciacdo condrogénica,
para avaliacdo dos fatores produzidos e secretados pelas células. As dosagens foram
realizadas por Leitora de Microplaca (ELISA), por espectrofotometria, através do Kit
Human Sox9 ELISA (Sigma-Aldrich San Louis, Missouri, EUA), uma vez que a Sox9 é
considerada essencial para a diferenciagdo de condrocitos e formagao de cartilagem.

Antes de iniciar o procedimento, foi realizado um pool do sobrenadante de cada

grupo, e entdo essas amostras foram concentradas com auxilio do filtro de centrifuga
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Amicon™ Ultra 15 mL (Millipore, Burlington, Massachusetts, EUA). O procedimento da
espectrofotometria foi realizado por ensaio sanduiche, conforme figura 10, seguindo o
protocolo disponibilizado pelo kit. Resumidamente, 100 pl do sobrenadante das amostras e
do controle foi adicionado em triplicata na placa de 96 pogos, ja tratada com anticorpo, e
incubado por 2,5 horas sob agitacdo suave. Em seguida, apos a inversao da placa, foram
realizadas quatro lavagens com 300 pl de solugdo tampdo de lavagem e apods a ultima
lavagem, removeu-se completamente a solucdo e a placa foi invertida novamente contra
toalhas de papel limpas. Em seguida foi adicionado 100 pl de anticorpo Sox9 a cada poco,
incubado por 1 hora em TA (temperatura ambiente) sob agitacdo suave. O processo de
lavagem com solu¢do tampao foi repetido, entdo adicionado 100 pl da solugdo de
estreptavidina-HRP (do inglés horseadish peroxidase) preparada a cada poco e incubado
novamente, por 45 minutos em TA com agitacdo suave. ApOs outro processo de lavagem
com solugdo tampao, foi entdo adicionado 100 pl de reagente de substrato a cada pogo e
incubado por 30 minutos a TA no escuro com agitacao suave. Por fim, para a anélise, foi
adicionado 50 pl de solucao de parada a cada pogo e a placa foi analisada na leitora de
microplaca VersaMax™ (Molecular Devices, San José, Califérnia, EUA) na absorbancia

de 450 nm.
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Figura 10. Representacdo esquematizada do processo de ensaio de sanduiche para a espectrofotometria do kit
Human Sox9 ELISA. Criado pela autora com BioRender.

4.4.6. Andlises Estatisticas

Para dados ndo paramétricos, os resultados foram submetidos a andlise estatistica
descritiva e estdo demonstrados em porcentagem (%). Para a anélise estatistica dos dados
foi aplicado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, em seguida utilizado o teste de
Kruskal-Wallis/Mann-Witney.

Para os marcadores de superficie utilizados pré e pés diferenciacdo condrogénica,
quantificacdo das colorages histoldgicas e quantificacdo do Sox9 soltvel, todos os valores
obtidos a partir das anélises realizadas foram expressos como a média + desvio padréo, para
cada fonte de CTM do estudo. As anélises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism
versdao 9 para Windows (GraphPad, La Jolla, EUA). Os resultados foram considerados

significativos com p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ISOLAMENTO E CULTIVO DAS CTM
Foram isoladas CTM de quatro fontes: CTM-MO (Fig. 11 — A), CTM-TCU (Fig. 11
—B), DPSC (Fig. 11 — C), CTDA (Fig. 11 - D). As células isoladas de cada grupo, foram

cultivadas até a quarta/quinta passagem, para que pudessem ser induzidas & diferenciacéo

condrogénica.

/ "
Figura 11. Morfologia das células estromais mesenquimais. (A): CTM-MO; (B): CTM-TCU; (C): DPSC;
(D): CTDA. Aumento:200x. Barra: 100pm. CTM-MO: Células estromais mesenquimais derivadas de Medula
Ossea; CTDA: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido Adiposo; DPSC: Células estromais
mesenquimais derivadas de Polpa de Dente; CTM-TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido
de Corddo Umbilical.

As amostras de todas as fontes de CTM apresentaram morfologia fibroblastoide, além
da adesdo ao plastico, sendo essas caracteristicas definidas pela ISCT para a caracterizacao

das CTM 7.
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5.2. CARACTERIZAC}AO IMUNOFENOTIPICA DAS FONTES DE CTM
As amostras de CTM obtidas foram caracterizadas por imunofenotipagem a fim de
garantir que as células utilizadas no estudo estivessem de acordo com 0s critérios minimos
definidos pela ISCT para células estromais mesenquimais ’.
A caracterizagdo imunofenotipica das CTM-MO, CTDA, CTM-TCU e DPSC mostrou
que as células apresentaram uma expressdo positiva (maior que 95%), para os marcadores
CD29, CD73, CD90 e CD105 e expressédo reduzida (menor que 2%) para 0s marcadores

CD14, CD19, CD34, CD45, e HLA-DR. (Fig. 12).
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Figura 12. Expressdo dos marcadores utilizados para caracterizacdo das CTM, apresentado em porcentagens
e média * desvio padrdo, nos quatro grupos do estudo: DPSC, CTDA, CTM-TCU e CTM- MO. CTM-MO:
Células estromais mesenquimais derivadas de Medula Ossea; CTDA: Células estromais mesenquimais
derivadas de Tecido Adiposo; DPSC: Células estromais mesenquimais derivadas de Polpa de Dente; CTM-
TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Corddo Umbilical.
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Segundo Dominici e colaboradores /, essas expresses estdo dentro dos padrdes
definidos pela ISCT. O CD29, um marcador ndo utilizado como padrdo, mas também
considerado um marcador de CTM, apresentou expressao positiva nas quatro fontes

estudadas. Este perfil imunofenotipico para CD29 também foi observado em outros estudos

97-99

5.3. EXPRESSAO DE MARCADORES CONDROPROGENITORES - PRE-
INDUCAO A CONDROGENESE

Para caracterizar as amostra pré-inducéo a diferenciacao foram utilizados marcadores

especificos, considerados condroprogenitores, que participam de alguma forma na via de

diferenciacdo condrogénica. As amostras de CTM de todas as fontes utilizadas foram

positivas para os marcadores CD44, CD49c, CD151, e apresentaram uma expressao

reduzida para a condroitina (Fig. 13).
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Figura 13. Expressdo dos marcadores condroprogenitores utilizados na CTM, apresentado em porcentagens
e média * desvio padrdo, nos quatro grupos do estudo: DPSC, CTDA, CTM-TCU e CTM- MO. CTM-MO:
Células estromais mesenquimais derivadas de Medula Ossea; CTDA: Células estromais mesenquimais
derivadas de Tecido Adiposo; DPSC: Células estromais mesenquimais derivadas de Polpa de Dente; CTM-
TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Corddo Umbilical.
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Esses marcadores utilizados sdo considerados condroprogenitores, pois possuem
papeis de ativacdo da via de diferenciacdo condrogénica, como mostraram os estudos de
Brito %, Ponta % e colaboradores. Sendo o CD44, um receptor de acido hialurdnico; o
CD49c, atuando na organizacgdo estrutural da matriz extracelular; o CD151 regulando o
trafego e/ou funcdo da interacdo da familia TGF; e a Condroitina ou Sulfato de Condroitina,
que desempenha a estruturacéo e resisténcia da matriz cartilaginosa.

A menor expressao de condroitina pode estar associada ao fato de ser uma proteina
responsavel pela estruturacdo de resisténcia as compressdes do tecido cartilaginoso ja com
uma matriz extracelular estruturada, como descrito por Aisenbrey e colcaboradores %,

Ja para as células condroprogenitoras utilizadas como controle positivo, também
cultivadas em micromassa, foi observada a expressao positiva para 0s marcadores CD44,

CD49c e CD151 e expressao reduzida para condroitina (Fig. 14).
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Figura 14. Expressao dos marcadores condroprogenitores nas células condroprogenitoras, utilizados como
controle positivo, apresentado em porcentagens e média + desvio padrao.

A expressdo dos marcadores positivos é esperada nas células condroprogenitoras,
utilizadas como controle positivo, e corrobora com o observado por Nicoll 1% e Knudson

103 ¢ colaboradores, o que faz desses marcadores serem conhecidos como marcadores
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condroprogenitores. A baixa expressao de condroitina, como ja descrito por Aisenbrey e
colaboradores %1, pode também estar associada & sua caracteristica de estruturacdo e
resisténcia do tecido cartilaginoso as compressdes, 0 que sugere que nossos controles ainda

permaneciam em uma fase inicial da condrogénese.

5.4. EXPRESSAO DE MARCADORES CONDROPROGENITORES - POS-
INDUCAO A CONDROGENESE

Os mesmos marcadores pré-inducdo a condrogénese, considerados

condroprogenitores pois participam de alguma forma na via de diferenciagéo condrogénica,

foram utilizados na caracterizacdo das amostras pos-inducdo a condrogénese (CD44,

CD49c, CD105, CD151 e Condroitina) por citometria de fluxo.

5.4.1. Marcador CD105
O CD105 é um marcador de membrana conhecido para caracterizacdo das CTM,
expresso em altos niveis em células humanas. Lee e colaboradores 1% apds o procedimento
da inducdo a diferenciacdo condrogénica, observaram que a expressao desse marcador
diminuia. Porém no presente estudo, a analise por citometria de fluxo ndo apresentou
diferenca estatistica significativa entre o controle (micromassa cultivada com IMDM e 15%
de SBF) e a diferenciacdo (micromassa cultivada com meio especifico para diferenciacdo
condrogénica) nos grupos analisados (Fig. 15 — A).
Analisando apenas as células diferenciadas dos grupos observamos também, que
estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre eles (Fig. 15 — B). (Valores de p —

apéndice 1).
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Figura 15. Expressdo do marcador de membrana CD105. (A): relacdo da expressdo do marcador entre 0s
grupos controle e diferenciacéo, das DPSC, CTDA, CTM-TCU, CTM- MO e células Condroprogenitoras (B):
expressdo do marcador apenas no grupo diferenciacéo, das DPSC, CTDA, CTM-TCU e CTM- MO. Todos 0s
resultados estdo apresentados em porcentagens e média + desvio padrdo. Grupo Controle: células cultivadas
com meio de cultivo + 15% de SBF. Grupo Diferenciacdo: Células cultivadas com meio especifico para
diferenciag&o condrogénica. CTM-MO: Células estromais mesenquimais derivadas de Medula Ossea; CTDA:
Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido Adiposo; DPSC: Células estromais mesenquimais
derivadas de Polpa de Dente; CTM-TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Cordao
Umbilical.

5.4.2. Marcador CD44

O marcador de membrana CD44 é um receptor de &cido hialurénico, conhecido
também por ser um receptor de fatores de crescimento, sendo expresso em altos niveis em
células humanas. O estudo de Lee e colaboradores % apresentou uma diminuicdo da
expressao apds a diferenciacdo condrogénica. No presente estudo, a analise por citometria
de fluxo desse marcador ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre o controle
(micromassa cultivada com IMDM e 15% de SBF) e a diferencia¢do (micromassa cultivada
com meio especifico para diferenciacdo condrogénica) dos grupos analisados (Fig. 16 — A)
possivelmente devido a variabilidade das amostras.

Analisando exclusivamente as células diferenciadas de cada grupo, podemos observar
também que ndo houve diferenca estatistica significativa entre eles (Fig. 16 — B). (Valores

de p — apéndice 1).
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Figura 16. Expressdo do marcador de membrana CD44. (A): relacdo da expressdo do marcador entre 0s
grupos controle e diferenciagdo, das DPSC, CTDA, CTM-TCU, CTM- MO e células Condroprogenitoras.
(B): expressdo do marcador apenas no grupo diferenciacdo, das DPSC, CTDA, CTM-TCU e CTM- MO.
Todos os resultados estdo apresentados em porcentagens e média + desvio padrdo. Grupo Controle: células
cultivadas com meio de cultivo + 15% de SBF. Grupo Diferenciagdo: Células cultivadas com meio especifico
para diferenciacdo condrogénica. CTM-MO: Células estromais mesenquimais derivadas de Medula Ossea;
CTDA: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido Adiposo; DPSC: Células estromais
mesenquimais derivadas de Polpa de Dente; CTM-TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido
de Cordéo Umbilical.
5.4.3. Marcador CD49c

O marcador de membrana CD49c, presente na interacdo ceélula-célula e na
organizacdo estrutural da matriz extracelular, é altamente expresso em células humanas.
Lee e colaboradores % apresentaram uma menor expressdo desse marcador apds a
diferenciacdo condrogénica. No presente estudo, apds a analise por citometria de fluxo, ndo
foi encontrada diferenca estatistica significativa entre o controle (micromassa cultivada com
IMDM e 15% de SBF) e a diferencia¢do (micromassa cultivada com meio especifico para
diferenciacdo condrogénica) dos grupos analisados, possivelmente devido a variabilidade
das amostras (Fig. 17 — A).

Analisando exclusivamente as células diferenciadas dos grupos, estatisticamente

também ndo houve diferenca significativa entre eles (Fig. 17 — B). (Valores de p — apéndice

1).
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Figura 17. Expressdo do marcador de membrana CD49c. (A): expressao nos grupos controle e diferenciacéo,
dos cinco grupos do estudo (DPSC, CTDA, CTM-TCU, CTM- MO e Condroprogenitoras). (B): expresséo
apenas no grupo diferenciacéo, dos quatro grupos do estudo (DPSC, CTDA, CTM-TCU e CTM- MO) Todos
os resultados estdo apresentados em porcentagens e média + desvio padréo. Grupo Controle; células cultivadas
com meio de cultivo + 15% de SBF. Grupo Diferenciacdo: Células cultivadas com meio especifico para
diferenciagdo condrogénica. CTM-MO: Células estromais mesenquimais derivadas de Medula Ossea; CTDA:
Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido Adiposo; DPSC: Células estromais mesenquimais
derivadas de Polpa de Dente; CTM-TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Cord&o
Umbilical.

5.4.4. Marcador CD151

O marcador de membrana CD151, responsavel pela regulacdo do desenvolvimento e
adesdo celular, além de regular o trafego e/ou fungéo da integrina responsavel pela interacao
da familia TGF, é altamente expresso em células humanas. A analise por citometria de
fluxo, no presente estudo, ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre o controle
(micromassa cultivada com IMDM e 15% de SBF) e a diferenciacdo (micromassa cultivada
com meio especifico para diferenciacdo condrogénica) dos grupos analisados possivelmente
devido a variabilidade das amostras (Fig. 18 — A).

Analisando exclusivamente as células diferenciadas dos grupos, ndo observamos

diferencga estatistica significativa entre eles (Fig. 18 — B). (Valores de p — apéndice 1).

58



CD151

100- 100
- CONTROLE

80

>
-]

=1  DIFERENCIAGAO

60

404

20

EXPRESSAO DO MARCADOR EM
%

EXPRESSAO DO MARCADOREM
%

Figura 18. Expressdo do marcador de membrana CD151. (A): expressao nos grupos controle e diferenciagéo,
dos cinco grupos do estudo (DPSC, CTDA, CTM-TCU, CTM- MO e Condroprogenitoras). (B): expresséo
apenas no grupo diferenciacéo, dos quatro grupos do estudo (DPSC, CTDA, CTM-TCU e CTM- MO) Todos
os resultados estdo apresentados em porcentagens e média + desvio padrdo. Grupo Controle; células cultivadas
com meio de cultivo + 15% de SBF. Grupo Diferenciacdo: Células cultivadas com meio especifico para
diferenciagdo condrogénica. CTM-MO: Células estromais mesenquimais derivadas de Medula Ossea; CTDA:
Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido Adiposo; DPSC: Células estromais mesenquimais
derivadas de Polpa de Dente; CTM-TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Cordao
Umbilical.

5.4.5. Marcador Sulfato de Condroitina
O sulfato de condroitina é uma proteina que atua na hidratacdo da matriz cartilaginosa,
proporcionando sua propriedade viscoelastica. A analise realizada por citometria de fluxo
ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre o controle e a diferenciacdo entre o0s
grupos. Houve uma variabilidade entre as amostras na expressao deste marcador (Fig. 19 —
A).
Analisando exclusivamente as células diferenciadas dos grupos, estatisticamente nao

houve diferenca significativa entre eles (Fig. 19 — B). (Valores de p — apéndice 1).
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Figura 19. Expressdao do marcador de membrana Sulfato de Condroitina. (A): expressdo nos grupos controle
e diferenciagdo, dos cinco grupos do estudo (DPSC, CTDA, CTM-TCU, CTM- MO e Condroprogenitoras).
(B): expressao apenas no grupo diferenciacdo, dos quatro grupos do estudo (DPSC, CTDA, CTM-TCU e
CTM- MO). Todos os resultados estdo apresentados em porcentagens e média + desvio padrdo. Grupo
Controle: células cultivadas com meio de cultivo + 15% de SBF. Grupo Diferenciagdo: Células cultivadas
com meio especifico para diferenciacdo condrogénica. CTM-MO: Células estromais mesenquimais derivadas
de Medula Ossea; CTDA: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido Adiposo; DPSC: Células
estromais mesenquimais derivadas de Polpa de Dente; CTM-TCU: Células estromais mesenquimais derivadas
de Tecido de Corddo Umbilical.

5.5. COLORAGOES HISTOLOGICAS E QUANTIFICAGOES
Apds os 21 dias de inducdo a diferenciacdo condrogénica com meio especifico, sem
SBF, suplementado com TGF-B3, as amostras foram observadas apds as seguintes
coloracdes histoldgicas: Azul de Toluidina, Tricromio de Mallory, Tricromio de Masson e

Picrosirius Hematoxilina.

5.5.1. Azul de Toluidina
A coloracédo de azul de Toluidina foi realizada por ser o método mais utilizado pelos
estudos envolvendo CTM para a comprovacao da indugdo da diferenciacdo condrogénica
79, 105—109.
Foi possivel observar as lacunas ao redor das células diferenciadas, corados em tons
de azul, quando comparado os controles e as diferenciacfes, sendo as lacunas mais

evidentes no grupo CTM-TCU (Fig. 20).
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Figura 20. Amostras de CTM coradas com Azul de Toluidina ap6s a diferenciacdo condrogénica. As setas
amarelas indicam as células diferenciadas nas lacunas. Imagens representativas de cada grupo do estudo.
Controles e diferenciacdo condrogénica. A seta amarela mostra os condrdcitos jovens dentro das lacunas.
Todas as imagens em aumento de 400x. CTM-MO: CTM derivadas da Medula Ossea. CTDA: CTM derivadas
de Tecido Adiposo; CTM-TCU: CTM derivadas de Tecido de Corddo Umbilical; DPSC: CTM derivadas de

Polpa de Dente.
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A avaliacdo da diferenciacdo condrogénica utilizando esta coloracdo é subjetiva.
Segundo Bergholt 1°, Vidal ! e colaboradores, essa coloragdo é considerada padrdo e
informativa, além de ser uma técnica que precisa ser realizada com precisdo e controle,
principalmente do pH, para que se possa ver os proteoglicanos em tons de roxo. Neste estudo,
mesmo realizando a técnica com todos os critérios para que se pudesse obter um resultado
integro, foi observado nas amostras uma coloracdo azulada em todas as amostras, sendo
possivel apenas a observacao das lacunas ao redor das células diferenciadas, deixando clara
a subjetividade e a variabilidade da técnica.

A avaliagdo quantitativa ndo foi realizada pela semelhanga das cores, sendo a
intensidade dos tons de azul/lilas uma variavel que dificulta a especificidade do programa

de quantificacéo utilizado.

5.5.2. Tricrémio de Mallory
A coloracdo de Tricrdmio de Mallory foi utilizada com fim de observar as fibrilas de
coldgeno em tom de azul. Utilizando esta coloracdo, pdde-se observar a deposicdo de
colageno, apds a inducdo da diferenciacao condrogénica, em todas as fontes de CTM, assim
como as lacunas ao redor das células diferenciadas, quando comparadas com seus
respectivos controles. Comparando todas as fontes podemos observar uma deposicao

colagena em todos os grupos (Fig. 21).
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Figura 21. Amostras d

amarelas indicam as células diferenciadas nas lacunas e as setas vermelhas indicam as deposic¢Oes colagenas.
Imagens representativas de cada grupo do estudo. Controles e diferenciacdo condrogénica. Todas as imagens
em aumento de 400x. CTM-MO: CTM derivadas da Medula Ossea. CTDA: CTM derivadas de Tecido
Adiposo; CTM-TCU: CTM derivadas de Tecido de Corddo Umbilical; DPSC: CTM derivadas de Polpa de
Dente. (CTM: Célula Estromal Mesenquimal).
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Por ser uma coloracdo ndo aplicada para a avaliagéo da diferenciacdo condrogénica
de CTM, ndo se tém informacdes sobre sua relacdo com a indugdo a condrogénese, porém
o Tricrdmio de Mallory € uma coloracdo altamente utilizada para anélise de fibroses e a
deposicdo coldgena em diversos tipos de tecidos, como especificado por Elrashidy e
colaboradores 112, Qualitativamente mostrou ser uma coloracdo informativa, deixando a
deposicao coldgena em tons de roxo/lilas, porém quantitativamente nao foi possivel realizar
a anélise de deposicao colagena por conta dos tons muito proximos entre células e fibras de

colageno, a mesma dificuldade encontrada na coloragdo em Azul de Toluidina.

5.5.3. Tricromio de Masson com Azul de Anilina
Ap0s a coloragdo em Tricrdmio de Masson com azul de anilina, foi possivel observar
o0 colageno total depositado ap6s a inducao a diferenciacdo condrogénica, em tom azulado,
juntamente com as células em tom avermelhado. Houve deposi¢do colagena, quando

comparando com os controles, em todos os grupos do estudo (Fig. 22).
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Figura 22. Amostras de CTM coradas com Tricromio de Masson ap6s a diferenciacdo condrogénica. As
setas amarelas indicam as células diferenciadas nas lacunas e as setas azuis claras indicam as fibras colagenas.
Imagens representativas de cada grupo do estudo. Controles e diferenciacdo condrogénica. Todas as imagens
em aumento de 400x. CTM-MO: CTM derivadas da Medula Ossea. CTDA: CTM derivadas de Tecido
Adiposo; CTM-TCU: CTM derivadas de Tecido de Corddo Umbilical; DPSC: CTM derivadas de Polpa de
Dente. (CTM: Célula Estromal Mesenquimal)
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Como o Tricrémio de Mallory, o Tricromio de Masson também ndo é uma coloracéo
aplicada para a avaliacdo da diferenciacdo condrogénica de CTM, por isso ndo se tém
referencias para fim de comprovacao da diferenciagdo condrogénica utilizando a histologia.
Heirani-Tabasi e colaboradores 3, porém demonstraram que essa coloragdo amplamente é
utilizada para analises em tecidos cartilaginosos na pesquisa e na clinica. No presente estudo,
o Tricromio de Masson mostrou-se altamente informativo, apresentando grande potencial
para avaliacGes quantitativas de deposicdo coldgena, uma vez que os tons dessa coloracao
séo distintos.

Apos a quantificagdo da coloragdo em Tricrdmio de Masson, foi possivel observar uma
maior deposicdo de colageno nas CTM-MO induzidas a diferenciagdo. Observou-se também
uma diferenca significativa entre os grupos CTDA x CTM-MO (p <0,0001); DPSC x CTDA
(p <0,0001); CTM-TCU x CTDA (p <0,0001); CTM-TCU x CTM-MO (p=0,0001); DPSC
x CTM-MO (p=0,0003). N&o houve diferenca significativa entre os grupos DPSC x CTM-

TCU (p=0,2887). (Grafico 1).
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Gréfico 1. Quantificacdo da deposicdo colagena, quanto a média + desvio padrdo. A diferenca significativa
CTDA vs CTM-MO (****p <0,0001); DPSC vs CTDA (p <0,0001); CTM-TCU vs CTDA (p <0,0001); CTM-
TCU vs CTM-MO (*** p=0,0001); DPSC vs CTM-MO (p=0,0003). Ndo havendo diferenca significativa
entre os grupos DPSC vs CTM-TCU (p=0,2887).
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A diferenciacdo condrogénica esta intimamente associada a especializagdo das CTM,
sendo que, fontes consideradas mais imaturas demonstram um maior potencial de
condrogénese 114118 Neste estudo duas fontes sdo consideradas imaturas: a polpa de dente
permanente isolada de terceiros molares e o tecido de corddo umbilical ** ¢ Depois da
medula dssea, essas duas fontes foram as que mais apresentaram maior deposicéo colagena.

O potencial de diferenciacdo condrogénica das células estromais derivadas da medula
Ossea ja foi estudado a partir de outras técnicas de avaliagdo. Bernardo e colaboradores 1%
demonstraram, quando comparando CTM derivadas da medula 6ssea com CTM derivadas
da placenta e figado, um maior potencial dessa via de diferenciagdo nas CTM-MO,
acreditando-se que essa vantagem seja dada por conta de alteracdes funcionais nas células.
Sekiya e colaboradores 7 também demonstraram que o potencial condrogénico das CTM-
MO esté relacionado as passagens das amostras, portanto, quanto maior a passagem, menor
0 potencial condrogénico dessas células.

A inducdo a diferenciacdo condrogénica das DPSC também foi explorada por Isobe e
colaboradores 8, mostrando que apesar de demonstrarem a capacidade de condrogénese,
sdo células que apresentam um potencial mais elevado para tecidos originados da
ectoderme, sendo a mesma origem embrionaria das DPSC 19,

Apesar de TCU ter apresentado uma menor deposi¢do colagena, quando comparada
com a MO, Wang e colaboradores *?° demonstraram que as CTM-TCU apresentaram
resultados mais atrativos que as CTM-MO, além disso demonstraram que as CTM-TCU
ainda necessitam de um conjunto modificado de sinais, como uma maior concentragdo de
suplemento da familia TGF, por exemplo, para a condrogénese ideal.

O tecido adiposo foi o que menos apresentou deposicdo colagena. Mehlhorn e
colaboradores '#' observaram que esse resultado pode dar-se pelo fato da indugdo a

condrogénese mediada por TGF-f3 prosseguir mais lentamente ou de maneira menos efetiva
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nas CTDA. Isso pelo fato de expressarem quantidades diminuidas de receptores para a
superfamilia TGF, ou até mesmo por exibirem um estado mais imaturo de precursores

condrogénicos.

5.5.4. Picrosirius Hematoxilina
A coloragéo de Picrosirius Hematoxilina foi realizada com o objetivo de observar os
tipos de colagenos produzidos ap6s a inducdo a diferenciacdo condrogénica, sendo o
colageno tipo | de birrefringéncia laranja- amarelado a laranja e vermelha e o colageno IlI
de birrefringéncia verde ou verde-amarela, observados em microscopio Optico por meio de
luz polarizada. A partir da comparacao entre 0s grupos, pode-se observar a deposi¢ao dos
colagenos tipo | e 111 em todos os grupos que foram induzidos a diferencia¢do condrogénica,

porém com maior intensidade nos grupos CTM-MO e CTM-TCU (Fig. 23).

68



Controle Diferenciagao Condrogénica

CTM-MO

CTDA

CTM-TCU

DPSC

Figura 23. Amostras de CTM coradas com Picrosirius Hematoxilina apés a diferenciacdo condrogénica. As
setas indicam as fibras colagenas, onde o colageno tipo | tém tom laranja- amarelado/vermelha e o colédgeno
Il ttm tom verde ou verde-amarela Imagens representativas de cada grupo do estudo. Controles e
diferenciagdo condrogénica. Todas as imagens m aumento de 400x. CTM-MO: CTM derivadas da Medula
Ossea. CTDA: CTM derivadas de Tecido Adiposo; CTM-TCU: CTM derivadas do Tecido do Cordio
Umbilical; DPSC: CTM derivadas da Polpa de Dente Permanente. (CTM: Célula Estromal Mesenquimal).
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A coloracdo de Picrosirius Hematoxilina ndo € comumente utilizada para a
comprovagdo da deposi¢do coladgena na inducdo a diferenciacdo condrogénica, porém,
segundo Lopez e colaboradores 1?2 ¢ considerada uma técnica padrdo para avaliagdo de
colageno em tecidos, além de a mais direta e facil para detec¢do dos tipos de colageno. Essa
coloragdo é passivel de quantificacdo, e descrita como vantajosa, ndo apenas clinicamente,
mas também por ser estdvel, bastante sensivel e confiavel, conforme Courtoy e
colaboradores 23,

Além disso, quando realizada em conjunto com a coloracdo de Tricromio de Masson,
como apresentado neste estudo, podemos ter maior acuracia nos resultados comparando as
areas de deposicao de colageno, uma vez que a coloracdo de Masson apresenta a deposicao
de colageno total, e Picrosirius apresenta os colagenos especificos I e I11.

Ap0s a quantificacdo dos colagenos, pudemos observar que, quanto ao colageno tipo
I, existe uma maior deposicao no grupo CTM-MO. Foi constatada também uma diferenca
significativa entre os grupos, CTM-MO x CTDA (p=0,0022), CTM-MO x DPSC
(p=0,0029), CTM-MO x CTM-TCU (p=0,0010), CTM-TCU x CTDA (p<0,0001) e CTM-
TCU x DPSC (p<0,0001). Né&o foi observada diferenca significativa entre os grupos DPSC

x CTDA (p < 0,1020) (Gréfico 2).
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Gréfico 2. Quantificacdo da deposi¢do de coldgeno tipo I. Resultados expressos em média + desvio padréo.
A diferenca significativa esta entre os grupos: CTM-MO x CTDA (**p=0,0022), CTM-MO x DPSC
(**p=0,0029), CTM-MO x CTM-TCU (***p=0,0010), CTM-TCU x CTDA (****p<0,0001) e CTM-TCU x
DPSC (****p<0,0001). Nao houve diferenca significativa entre os grupos DPSC x CTDA (p <0,1020). CTM-
MO: Células estromais mesenquimais derivadas da Medula Ossea. CTDA: Células estromais mesenquimais
derivadas de Tecido Adiposo; DPSC: Células estromais mesenquimais derivadas de Polpa de Dente; CTM-
TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Corddo Umbilical; DPSC: Células estromais
mesenquimais derivadas de Polpa de Dente.

Quanto ao colageno 111 foi possivel observar uma maior deposi¢édo nos grupos DPSC
e CTDA. Foi observado uma diferenca significativa entre os grupos, CTM-MO x DPSC
(p=0,0029), CTM-MO x CTDA (p=0,0044), CTM-TCU x CTM-MO (p=0,0010), CTM-
TCU x DPSC (p<0,0001) e CTM-TCU x CTDA (p=0,0001). Nao foi observada diferenca

significativa entre os grupos DPSC x CTDA (p < 0,0515) (Gréfico 3).
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Gréfico 3. Quantificacdo da deposicao de coldgeno tipo I11. Resultados expressos em média + desvio padréo.
A diferenca significativa esta entre os grupos: CTM-MO x DPSC (p=0,0029), CTM-MO x CTDA (p=0,0044),
CTM-TCU x CTM-MO (p=0,0010), CTM-TCU x DPSC (p<0,0001) e CTM-TCU x CTDA (p=0,0001). Ndo
foi observada diferenca significativa entre os grupos DPSC x CTDA (p < 0,0515). CTM-MO: Células
estromais mesenquimais derivadas da Medula Ossea. CTDA: Células estromais mesenquimais derivadas de
Tecido Adiposo; CTM-TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Corddo Umbilical;
DPSC: Células estromais mesenquimais derivadas de Polpa de Dente.

Os tipos de colageno estdo associados a estruturacdo e a maturacdo do tecido
cartilaginoso, e profundamente associado com a capacidade de renovacdo. O colageno tipo
| é considerado um colageno maduro, presente em tecidos ja formados e estaveis; o colageno
tipo 111 € um colageno mais imaturo, presente em tecidos com alta capacidade de renovagédo
124.

A coloracdo de Picrosirius ndo é utilizada para a comprovacgdo da diferenciacdo
condrogénica, e ndao ha dados da realizacdo da quantificacdo em cortes histoldgicos.
Usualmente esses tipos de coladgenos sdo analisados por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR — do inglés, polymerase chain reaction), como mostram diversos
estudos’® 99125126 (g resultados deste estudo tém demonstrado que a producéo desses tipos
colagenos, I e 11, apos a inducdo a condrogénese podem ser utilizados para a definicdo do

sucesso da inducdo desta via, uma vez que sdo altamente encontrados no tecido
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cartilaginoso, por fazerem parte da estruturagéo e suporte de outros tecidos. Os resultados
obtidos, neste estudo, demonstraram que a CTM-MO apresentou maior deposi¢do de
colageno I, quando comparada com as outras fontes, 0 que a torna mais vantajosa para um
transplante em lesdes condrais por conseguir formar um colageno mais estavel para

estruturagdo do novo tecido que sera formado.

5.5.5. Comparacdo das Coloragdes Histoldgicas
Quando comparadas todas as coloragdes foi possivel observar que a coloracao de Azul
de Toluidina, utilizada como padrdo para a caracterizagdo de CTM na inducdo a
diferenciacdo condrogénica, ndo € a mais informativa. As outras coloragdes realizadas
foram mais efetivas para demostrar qualitativamente a condrogénese a partir da coloracao
de Tricrbmio de Mallory pois foi possivel observar lacunas ao redor de células
diferenciadas; e de modo quantitativo a partir das coloragcdes em Tricrdmio de Masson e

Picrosirius Hematoxilina, observando a deposicdo colagena.
A avaliacdo da inducdo a diferenciacdo condrogénica por coloragdes histoldgicas,
utilizando todos os protocolos deste estudo, permite uma maior precisdo na analise dos
resultados (Fig. 24). A utilizacdo de um método qualitativo e um quantitativo traz uma

acurdcia dos resultados, pois desta maneira os resultados se complementam.
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Figura 24. Imagens representativas de cada grupo, das diferenciacdes condrogénicas, com as diferentes coloragbes utilizadas no estudo. Todas as imagens em aumento de
400x. CTM-MO: Células estromais mesenquimais derivadas da Medula Ossea. CTDA: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido Adiposo; CTM-TCU: Células
estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Cordao Umbilical; DPSC: Células estromais mesenquimais derivadas de Polpa de Dente.
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Podemos observar também, que, mesmo quando obtido a formacdo de lacunas ao
redor das células diferenciadas, e uma possivel deposicdo de proteoglicanos demostrada
pela coloracdo de Azul de Toluidina, isso ndo indica uma diferenciagdo condrogénica
efetiva. A partir da utilizacdo de outras técnicas para embasamento de resultado pudemos
entdo observar qual fonte realmente demonstrou um maior potencial condrogénico quando

comparando com as demais.

5.6. IMUNOHISTOQUIMICA
Para a comprovacédo da diferenciacdo condrogénica, tambeém foi realizada a técnica
de imunohistoquimica com os antigenos para: colageno tipo Il, o coldgeno mais abundante
na cartilagem hialina, considerado também o mais importante na estruturacdo da matriz
extracelular; e a proteina Agrecano, uma proteina de participa na estrutura de resisténcia &
compressOes das articulagdes.
Em nenhum dos grupos observamos a deposi¢do de colageno tipo 11, nem a presenca
da proteina Agrecano, em todas as fontes do estudo (Fig. 25 e 26 respectivamente). Nessa
técnica de coloracdo é caracteristico observarmos a reacao da ligacéo antigeno e anticorpo

em tons de castanho.
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Figura 25. Imagens representativas de cada grupo, das diferenciagcbes condrogénicas na técnica de
imunohistoquimica, com os antigenos Colageno tipo 1. Todas as imagens em aumento de 400x. CTM-MO:
Células estromais mesenquimais derivadas da Medula Ossea. CTDA: Células estromais mesenquimais
derivadas de Tecido Adiposo; CTM-TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Cord&o
Umbilical; DPSC: Células estromais mesenquimais derivadas de Polpa de Dente. Controle positivo —
Apéndice 2.
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Figura 26. Imagens representativas de cada grupo, das diferenciacbes condrogénicas na técnica de
imunohistoquimica, com os antigenos Agrecano. Todas as imagens em aumento de 400x. CTM-MO: Células
estromais mesenquimais derivadas da Medula Ossea. CTDA: Células estromais mesenquimais derivadas de
Tecido Adiposo; CTM-TCU: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Corddo Umbilical;
DPSC: Células estromais mesenquimais derivadas de Polpa de Dente. Controle positivo — Apéndice 2.
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A técnica de imunohistoquimica é altamente utilizada devido a especificidade que se
pode obter a partir dos anticorpos, sendo assim possivel analisar estruturas e proteinas alvo
de maneira mais rapida. Diversos estudos utilizam o marcador de colageno tipo Il para a
comprovacgdo da condrogénese, em todas as fontes celulares aqui utilizadas (CTM-MO,
CTM-TCU, CTDA e DPSC) 58 127-129,

A auséncia da deposic¢do castanha nas amostras, neste estudo, gerou a hipétese de que
pode ter havido um problema na realizacdo da técnica, uma vez que o colageno tipo Il é

altamente estudado e esperado na inducéo a diferenciacdo condrogénica.

5.7. AVALIACAO DE Sox9 SOLUVEL

Foi avaliada a presenca de Sox9 solivel no sobrenadante das amostras. O Sox9
participa diretamente na inducdo da diferenciacdo dos condrocitos maduros e na formacao
da matriz da cartilagem, atuando na condrogénese. Avaliando os valores absolutos da
absorbancia, ndo pudemos observar diferenca estatistica entre as amostras, nas analises
entre controle (micromassas cultivadas com meio de cultivo + 15% SBF) e diferenciacao
(micromassas cultivadas com meio especifico para diferenciacdo condrogénica) e nas
analises entre as diferenciacBes (micromassas cultivadas com meio especifico para

diferenciacdo condrogénica) (Gréafico 4).
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Grafico 4. Expresséo de Sox9 no sobrenadante das amostras diferenciadas e néo diferenciadas a linhagem
condrogénica. Valores expressos em média e desvio padrdo referentes a densidade 6ptica (D.O.). CTM-MO:
Célula-tronco mesenquimal derivada da medula dssea. CTM-MO: Células estromais mesenquimais derivadas
da Medula Ossea. CTDA: Células estromais mesenquimais derivadas de Tecido Adiposo; CTM-TCU: Células
estromais mesenquimais derivadas de Tecido de Corddo Umbilical; DPSC: Células estromais mesenquimais
derivadas de Polpa de Dente.

N&o héa estudos de quantificacdo de Sox9 soluvel, sendo suas anélises realizadas quase
exclusivamente por PCR 139133 Nossa hip6tese para os resultados observados € que, esse
fator de transcricdo possa ser observado em outros estagios da diferenciacdo condrogénica,
como por exemplo nos estagios iniciais, por ser um indutor de maturacdo de condrocitos e
de sintetizacdo de matriz extracelular. Outra hipotese é que 0 Sox9 nédo esteja presente de

maneira sollvel, mas apenas presente no agregado celular.
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6. CONCLUSAO

e Foi possivel cultivar as CTM derivadas das quatro fontes do estudo, (TCU, MO, TA,
DP) e todas apresentaram caracteristicas de acordo com o estabelecido pela ISCT, quanto a
expressao dos marcadores de membrana e aderéncia ao plastico.

e Todas as fontes foram induzidas a diferenciacdo condrogénica, a partir da técnica de
cultivo de agregado de alta densidade (micromassa).

e A partir das analises de marcadores condroprogenitores, Sox9 soluvel e
imunohistoquimica, ndo foi possivel concluir qual fonte é a mais eficiente para a
diferenciacdo condrogénica. Porém apds as analises das quantificacbes da deposicdo
colagena, a medula 6ssea foi a fonte que apresentou maior quantidade de colageno total,
qguando comparada com as outras fontes, além de maior quantidade de colageno tipo I,
considerado um colageno maduro.

e Foram realizadas quatro técnicas de coloracdes histoldgicas, incluindo o protocolo
de coloracdo de Azul de Toluidina, o mais utilizado para a comprovagédo da inducdo de
CTM a diferenciacdo condrogénica. Nas coloracGes de Azul de Toluidina e Tricrémio de
Mallory foi possivel observar as lacunas ao redor dos condrdcitos jovens e colageno, porém
sem possibilidade de quantificacdo. Ja nas colora¢des de Tricrdmio de Masson e Picrosirius
Hematoxilina pudemos observar a deposicdo colagena, total e especifica (colagenos tipo |
e Ill) sendo possivel realizar a quantificacdo. Para avaliar a diferenciacdo de CTM na
linhagem condrogénica, essas coloragfes podem ser complementares pela possibilidade de
comprovar a presenca de colagenos especificos (Picrosirius Hematoxilina) e colageno total
(Tricrdmio de Masson).

e A partir das analises de todos os resultados das técnicas realizadas, concluimos que

a MO mostrou ser a fonte com maior potencial para a condrogénese.

80



7. CONSIDERACOES FINAIS, PERSPECTIVAS E CONTRIBUICAO ORIGINAL

PARA A CIENCIA

7.1. CONSIDERACOES FINAIS

Durante a realizacdo do projeto, pudemos avaliar diferentes métodos para a
comprovacdo da inducdo a diferenciacdo condrogénica. Esta via de diferenciacdo é
importante dentro da medicina regenerativa pois esta intimamente ligada ao bem-estar da
populagdo, saber como realizar tratamentos efetivos quanto a cartilagem é essencial, assim
a pesquisa de base torna-se ainda mais necesséria.

Utilizando o método de citometria de fluxo, pudemos observar que os resultados nao
apresentaram diferencas significativas, uma vez que ainda ndo possuimos marcadores
especificos para a condrogénese. Além disso, as CTM expressam uma alta diversidade de
marcadores, deixando o processo da analise e escolha dos marcadores mais dificil. Tivemos
também dificuldade para a realizacdo da técnica de imunofenotipagem, uma vez que as
micromassas deveriam ser desfeitas para que pudéssemos marcar as células, o que deixava
a viabilidade muito baixa, e 0s eventos mais reduzidos.

As coloragcGes histoldgicas mostraram que a considerada como padrdo (Azul de
Toluidina) ndo € a mais informativa dentre as coloracBes especificas utilizadas
cotidianamente para andlise do tecido cartilaginoso. As coloracdes em Tricrdomio de
Masson/Mallory e Picrosirius Hematoxilina mostram a diversidade de componentes
existente no tecido cartilaginoso, fazendo com que se obtenha maior precisdo e acuracia na
comprovacao da via de diferenciacdo condrogénica. Tivemos problemas com a realizacdo
da técnica histoldgica, fazendo com que houvesse a necessidade da padronizacéo no cultivo,
quanto a quantidade de células utilizadas para fazer o agregado de alta densidade, para que
as micromassas apresentassem um tamanho suficiente para realizar umas técnicas de

coloracdo adequadamente.
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A técnica para analise do Sox9 soluvel, proteina escolhida por desempenhar o papel
de sinalizagcdo para diferenciacdo durante condrogénese, ndo apresentou resultados
suficientes para a avaliar o potencial de diferenciacdo condrogénica das fontes de CTM. Sua
expressdo diminuida na andlise dos sobrenadantes dos cultivos geraram dois cenarios: sua
expresséo foi retida devido aos fatores de crescimento contidos no meio de diferenciagao
utilizado; ou essa proteina ndo é sollvel, sendo sua expressdo atuante apenas no
tecido/célula. A falta de estudos utilizando esse Kit, e de analises por espectrofotometria do
Sox9, dificultam a comparag@o com outros resultados.

Durante todo o processo da realizagdo dessa pesquisa, ficou clara a variabilidade das
amostras de um mesmo grupo, o que dificultou a anélise estatistica, principalmente no
protocolo da citometria de fluxo, trazendo a necessidade de futuramente aumentar o n

amostral das fontes utilizadas.

7.2. PERSPECTIVAS

Este projeto gerou novas perguntas para este tema que tem sido altamente explorado.
A busca por uma fonte de CTM que seja compativel com os tipos de tratamentos disponiveis
e que ainda estdo sendo testados é importante. Futuramente sera necessario comprovar a
efetividade das CTM derivadas da medula 6ssea com outras técnicas, porém ainda deve-se
levar em consideracdo o método que essa fonte é obtida. Avaliar por outras técnicas as
fontes, TCU e polpa dentaria, utilizadas neste estudo, também é importante pois essas fontes
tém coleta menos invasiva e apresentaram bons resultados para a diferenciacdo

condrogénica.

7.3. CONTRIBUICAO ORIGINAL PARA A CIENCIA

A partir desse estudo pudemos concluir:
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e A coloracdo de Azul de Toluidina, utilizada atualmente como a padréo para a
diferenciacdo condrogénica, ndo é a mais informativa. Outras coloragdes podem
demonstrar resultados de maior qualidade e veracidade, como Tricromio de Masson
e Picrosirius Hematoxilina. Essas duas coloragdes podem ser utilizadas como
complementares, uma vez que se pode observar o colédgeno total e colagenos
especificos.

e As células de CTM-MO obtiveram um melhor desempenho a partir das avaliagfes

das técnicas utilizadas nesse estudo.
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Apéndice |

Tabela 1. Valores de p das analises de citometria de fluxo dos marcadores de membrana utilizados no estudo.
CTM-MO: Célula estromal mesenquimal derivada da Medula Ossea; CTDA: Célula Estromal mesenquimal
derivada do Tecido Adiposo; CM-TCU: Célula estromal mesenquimal derivada do Tecido de Cordado
Umbilical; DPSC: Célula estromal mesenquimal derivada da Polpa de Dente.

Grupos - Diferenciacéao

Valores de p

CD105 CD44 CD49c CD151 Condroitina Sox9
CTDA x DPSC <0,10 <0,40 >0,99 =>0,99 <0,70 <0,70
CTDA x CTM-TCU <0,20 <0,40 <0,20 <0,10 >0,99 <0,70
CTDA x CTM-MO <0,70 <0,70 >0,99 <0,40 >0,99 <0,70
CTM-TCU x CTM-MO <0,10 <0,10 <0,20 <0,10 <0,70 <0,70
CTM-TCU x DPSC <0,10 >0,99 >0,99 <0,20 >0,99 <0,70
CTM-MO x DPSC <0,20 <0,20 <0,70 <0,20 <0,40 <0,80
Célula condroprogenitora x
CTM-TCU <0,10 <0,70 <0,70 <0,40 >0,99 <0,70
Célula condroprogenitora x
CTM-MO <0,40 <0,10 <0,20 <0,10 <0,20 <0,70
Ce'“'acongrgggge”'torax <020 <070 <040 <020  >099  <0,70
Célula Con‘érggfge”'torax <040 <020 <020 <0,10  >099  >0,99
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Apéndice 2

Controle positivo — Colageno tipo Il
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Figura 27. Imagens representativas dos controles positivos da técnica de imunohistoquimica realizada para
os marcadores de colageno tipo 2 e Agrecano. Aumento de 400x.
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Anexo 1

Apresentacdo dos resultados parciais no XVII Congresso ABTCel-Gen (2022).
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CHONDROCGENIC POTENTIAL OF DIFFERENT SOURCES OF
MESENCHYMAL STROMAL CELLS EVALUATED BY COLLAGEN
DEPOSITION

N. E. Francisco®, A. C. Senegaglia’, P R. 5. Brofman’, L Fracarg!
'Core for Cell Technology, School of Medicine, Pontificia Universidade
Catdlica do Perand, Curitiba, Parand, Brazil

Introdoction: Mesenchymal stromal cells (MSC) are adult,
multipotent cells that maintain their ability to self-renew and
differentiate into several cell lineages. They are essential for the
maintenance of tissues and organs and can be found in several
sources, such as umbilical cord tissue (UCTSC), adipose tissue
(ADSC), and dental pulp (DPSC). The capacity for chondrogenic
differentiation in vitro of these MSC sources has been studied due
to its possible chinical use. ldentifying which MSC source is most
suitable for each type of therapy is essential. In order to use MSC in
the treatment of joint injuries, this study compared the chondrogenic
potential of three different sources of MSC (UCTSC, ADSC, and DPSC).

Methods: This study was approved by the Local Research Ethics
Committee (5.080.289). MSC from three sources were isolated
and cultivated in a high cell density pellet, treated with TGF-b3 in
hMSC Chondrogenic Differentiation medium {Lonza). After 21 days,
samples were fixed in formalin 10%, and embedded in paraffin.
The histological sections were stained with Toludine Blue (TB) to
identify proteoglycans and gaps; Masson's Trichrome (MAS) and
Malory’s Trichrome (MAL) to identify collagen deposition, and
Picrosirius Red (PSR) to identify the deposits and collagen types (1
and [I1). PSR and MAS stainings were quantified with ImageProPlus
5.1 and analyzed on GraphPad Prism 9.0.

Results: In the TB staining, quahtatively, it was possible to observe
the gaps around the young chondrocytes, but the deposition of
proteoglycans was not observed in all groups. After quantification
in the MAS staming, when all groups were compared, there was a
statistically significant difference [p<0.0001) between DPSC vs.
ADSC and UCTSC ws. ADSC. There was no significant difference
between the DPSC vs. UCTSC (p<D.289). For PSR staining, when
comparing all groups, there was a statistically significant difference
[p=0.0001) between the DPSC vs. UCTSC and ADSC ws. UCTSC. Mo
significant difference was observed between the DPSC ws. ATSC
(p=00102). About collagen II, statistically sigmficant difference
[p=0.0001 ) was observed between the DPSC vs. UCTSC and ATSC vs.
UCTSC. Mo significant difference was found between the DPSC vs.
ADSC (p=0.051).

Conclusion: Complementary staining protocols were used to
assess chondrogenie differentiation and compare the three sources.
When collagen deposition was evaluated, the UCTSC presented
better results in the induction of chondrogenic differentiation. We
could also observe that the TB staining used as a standard for the
MSCs characterization was not the most informative among the
others { MAS, MAL, PRS).

Keywords: Differentiation, Toluidin blue staining, Picrosirius red
staining, Masson’s trichrome staining, Mallory's trichrome staining
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Anexo 2
Apresentacdo dos resultados parciais no 111 Simposio Araucaria (2022).

AVALIAGAO DA DEPOSIGAO COLAGENA DE DIFERENTE FONTES DE CELULAS
ESTROMAIS MESENQUIMAIS APOS INDUGAQ A DIFERENCIACAD
CONDROGENICA

Mathalia Forti Francisen', Alexandra Cristina Senegaglia’, Paulo Roberto Slud Brofman?,
Leticia Fracaro®

'Pontificia Universidade Catdlica do Parand, Mlcleo de Tecnologia Celular, Curitiba,
Parana, Brasil.
E-mail; nathalia_francisco@pucpr.edu. br

Células estromais mesenquimais (CTM) sdo células adultas, multipotentes com potencial
de autorrenovacao e diferenciacdo em varias linhagens. Podem ser encontradas em fontes
como, tecido do corddo umbilical (CTM-TCU), tecido adiposa (CTDA), polpa dentaria
{DPSC) & medula dssea (CTM-MO). O potencial da condrogénese in vitro das CTM tem
sido estudado devido ao seu uso clinico, logo identificar qual fonte de CTM € mais adequada
para cada tipo de terapia & essencial. Este estudo comparou o potencial condrogénico por
deposicdo de coldgeno nas fontes de CTM citadas. Apds a aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa, as CTM foram isoladas e cultivadas em micramassa, com meio especifico e
TGF-B3. Apas 21 dias, as amostras foram fixadas e os cortes histoldgicos foram corados
com Azul de Toluidina (TB) para identificacio de proteoglicanos e lacunas; Tricrdmico de
Masson (MAS) e Tricrémico de Malory (MAL) para identificar a deposigio de colageno total
& Picrosirius Hematoxiling (PS) para identificar a deposigdo e os tipos de colageno | e Il
Ma coloragdo de TB, observou-se lacunas ao redor dos condrdcitos jovens, mas a
deposigio de protecglicanos n3o foi observada. Ma coloragdo de MAL cbservou-se a
deposigio colagena, mas a quantificacdo ndo pode ser realizada pela semelhanca de tons
entre células e fibras colagenas. A quantificagio da coloragion de MAS apresentou diferenca
estatistica na deposicdo de colageno entre DPSCxCTDA, CTM-TCUxCTDA, CTM-
MOxDPSC, CTM-MOxCTM-TCU & CTM-MOxCTDA. Para coloragao PSR, houve diferenca
estatistica na deposicio de coldgeno tipo | entre CTDAXCTM-TCU, DPSCxCTM-TCU,
CTM-TCUxCTM-MO, CTDAxCTM-MO e DPSCxCTM-MO; e colageno tipe Ill, entre
DPSCxCTM-TCU, CTDAXCTM-TCU, CTM-TCUxCTM-MO, CTDAXCTM-MO, DPSCxCTM-
MO, Mesle estudo, quando avaliada a deposigdo de coldgeno por protocolos
complementares de coloragdes, obsendamos que as CTM-MO apresentaram melhores
resultados. Pudemos cbservar também que a coloragio de TB ulilizada como padrao para
caracterizacgo das CTM ndo foi a mais informativa quando comparada com as demais.

Palavras-chave: Condrogénese; micromassa, colageno
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Anexo 3
Apresentacdo dos resultados parciais no 1° Encontro de Rotas Biotecnoldgicas (2022).
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