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RESUMO

A Cartilagem articular tem baixa capacidade de regeneracdo e quando acometida
por lesbes pode sofrer danos permanentes, podendo progredir para doencas como a
osteoartrite (OA). Tratamentos atuais para essas lesdes sao paliativos. O uso de
células-tronco (CTs) com suas caracteristicas de proliferagdo e diferenciacao,
aliadas ou nao aos scaffolds para indugdo de condrogénese e recuperagdo das
lesbes vem sendo estudado. Neste estudo comparou-se a condrogénese promovida
por CTs de liquido amniético humano (LAh) com a condrogénese promovida por CTs
de tecido adiposo humano (TAh) cultivadas em scaffolds de quitosana/xantana (QX)
estimuladas por TGF-B3. As amostras de LAh foram cedidas por mulheres no
segundo semestre de gestacdo, que por razdes obstétricas, foram submetidas a
amniocentese. As amostras de TAh foram obtidas de pacientes submetidos a
cirurgia de lipoaspiracao pela cirurgia plastica. Para as CTs de LAh houve a selecéo
de células positivas para CD117 (ckits) e as CTs de ambas as fontes seguiram as
mesmas etapas de expansao celular, com caracterizacdo celular seguindo os
critérios de adesdo, marcadores especificos na citometria de fluxo e diferenciacao
celular em trés linhagens mesenquimais: adipogénese, condrogénse e osteogénese.
As CTs foram colocadas nos scaffolds QX e cultivadas sob estimulo de TGF-3 por
21 dias. Para comprovar e avaliar a condrogénese, foram realizadas microscopia
eletrébnica de varredura (MEV), histologia, imunohistoquimica e imunofluorescéncia.
As CTs de ambas as fontes apresentaram rapida e alta capacidade de expanséao e
cultura aderente com morfologia fibroblastdide, positividade para marcadores de
linhagem mesenquimal, pluripoténcia, potencial condrogénico e negatividade para
marcadores hematopoiéticos. Verificou-se ainda diferenciagcdo nas linhagens
mesenquimais adipogénica, condrogénica e osteogénica. A condrogénese foi
confirmada pelas colora¢des histolégicas pela Hematoxilina e Eosina, Alcian Blue,
Picrossirius Red e Tricrémio de Masson indicando producao de matriz, presenca de
colagenos e proteoglicanos. Na analise imunohistoquimica observou-se marcacao
positiva para colageno Il e para agrecano, assim como na imunofluorescéncia. Na
MEV verificou-se- intensa rede de fibras de coladgeno no scaffold. As células de

ambas as fontes se mostraram eficazes na indugao de condrogénese.

Palavras-chave: Medicina Regenerativa, Células-tronco, Liquido Amniético, Tecido
Adiposo, Condrogénese.



ABSTRACT

Joint cartilage has low regeneration capacity and when affected by injuries can suffer
permanent damage, and can progress to diseases such as osteoarthritis (OA).
Current treatments for these lesions are palliative. Use of stem cells (SC), allied or
not to scaffolds for chondrogenesis induction and recovery of the lesions has been
studied. In this study we compared human amniotic fluid stem cells (hAFSC) induced
chondrogenesis with human adipose tissue stem cells (hATSC) induced
chondrogenesis in chitosan/xanthan (CX) scaffolds stimulated by TGF-B3. Human
amniotic fluid (hAF) samples were obtained by women in the second trimester of
gestation who, for obstetric reasons, underwent amniocentesis. Samples of human
adipose tissue (hAT) were obtained from liposuction by plastic surgery. For hAFSC
CD117+ cells (c-kits) were isolated and SC from both sources followed the same
steps of cell expansion and cell characterization. SC were seeded on the CX
scaffolds and cultured under TGF-B3 stimulation for 21 days. Chondrogenesis was
confrmed by scanning electron microscopy (SEM), histology and
immunohistochemistry. SC from both sources showed high expansion capacity,
adherent culture, fibroblasts-like forming colonies, positivity markers of mesenchymal
lineage, pluripotency, chondrogenic potential and negativity for hematopoietic
markers and there was differentiation in the mesenchymal lines. The chondrogenesis
was confirmed by histological stains with matrix production, presence of collagens
and proteoglycans. Immunohistochemistry showed positive marking for collagen II,
such as immunofluorescence, and aggrecan. In the SEM it was observed an intense
fiber network in the scaffold. Cells from both sources proved to be effective in

inducing chondrogenesis.

Keywords: Regenerative Medicine, Stem Cells, Amniotic Fluid, Adipose Tissue,

Chondrogenesis.
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1. INTRODUCAO

As lesdes condrais se tornaram alvo de preocupacao nos ultimos tempos por
afetar grande parcela da populagdo mundial. Segundo dados da Previdéncia Social
do Brasil, essas lesdes representam de 30 a 40% das consultas nos ambulatérios de
reumatologia, 7,5% dos afastamentos no trabalho, sdo responsaveis por 10,5% dos
auxilios doenca e ocupa o0 4° lugar no ranking de doencas que determinam a
aposentadoria, com 6,2%.

As lesbes condrais predominam em mulheres, afetando areas especificas,
preferencialmente méaos e joelhos, e em homens, afetando a articulagao coxofemoral
(1).

Ocorrem com maior frequéncia ap6s o 60 anos, com 30 a 60% dos pacientes
apresentando dores crbénica, mas também acometem de forma aguda pacientes
jovens, como atletas (2, 3). Essas lesées podem ser decorrentes de muitos fatores,
sendo o0s principais deles: fatores genéticos, alteragdes metabdlicas, elevada
producdo de enzimas proteoliticas deteriorando o tecido cartilaginoso (4, 5) e
defeitos nas articulagcdes, com apresentagdes clinicas importantes e especificas
como o aparecimento de ndédulos nos dedos das maos, chamados nédulos de
Heberden, na articulacdo da ponta dos dedos (6), ou Bouchard, na articulacdo do
meio dos dedos; fatores traumaticos, comumente associados a exercicios fisicos de
alta intensidade e excesso de carga, o que pode ocasionar a lesdo condral e
articular de forma aguda, em um unico episodio, € movimentos de pequena
magnitude, porém repetitivos, ocasionando as lesées de forma crdnica (7).

Essas lesdes despertam interesse ndo apenas pela incidéncia com que
acomete a populacdo e os danos socio-econdmicos (8, 9), mas também por
comprometer um tecido com baixo potencial de autorreparacado, a cartilagem hialina
ou cartilagem articular, presente em todo o corpo humano nas articulagcbes com a
principal funcdo de promover amortecimento, absorvendo o impacto desde
movimentos sutis @ movimentos bruscos, impedindo o atrito entre 0s 0ssos longos,
permitindo a mobilidade.

A cartilagem hialina é formada durante a embriogénese in vivo, no processo
da condrogénese, ou na indugdo in vitro, sendo necessario que ocorra a
condensacao de células-tronco mesenquimais de linhagem mesodermal. Dessa

condensacao inicial ocorre a producédo de glicoproteinas especificas denominadas
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N-caderinas, que atuam como moléculas de adesdo (10). A partir dessa
condensacao, ha a expressdao do fator de transcricaio SOX9 que é o principal
regulador para expressdao de agrecano e colagenos Il, IX e Xl, fatores que
determinam a diferenciacdo dessas células-tronco em condrdcitos, formando a
cartilagem hialina (7). Esses condrécitos se distribuem organizadamente em lacunas
e de acordo com o nivel de maturagédo celular migram para a superficie, sofrendo
uma atrofia com diminuigdo de tamanho, aumentando a quantidade de matriz
extracelular entre eles. Esse tecido formado caracteriza-se por sua hipocelularidade,
auséncia de vascularizacdo e nervos, o que dificulta a chegada de nutrientes e
outras células até o local; tais caracteristicas diminuem sua capacidade de
regeneracao, tornando-o susceptivel a danos irreversiveis, os quais podem evoluir
para lesbes maiores, com surgimento de doencgas articulares como a osteoartrite
(OA).

Para as lesbes condrais de origem secundarias, como as advindas de
traumas e desgaste natural, ndo existem tratamentos efetivos. Sugere-se a pratica
de exercicios moderados, perda de peso e medicamentos para alivio da dor. Em
casos avangados das lesdes articulares ocasionadas principalmente quando essas
evoluem para a OA é a artroplastia (3), que consiste na completa remocao do tecido
articular lesionado, substituindo-se parte da articulacao por préteses compostas por
metal (aco inoxidavel ou liga de cromo-cobalto), polietiieno ou céramica, por
exemplo. Embora sejam eficazes, estas proteses também podem gerar
complicagdes musculoesqueléticas e biomecénicas, com limitacdo progressiva dos
movimentos, além de outros riscos menos frequentes como: trombose venosa,
luxagdo do componente femoral, infec¢do, lesdo neuroldgica e desgaste pelo uso.
As préteses tém como principal objetivo o alivio da dor e em 90% dos casos o0s
resultados sdo bons, mesmo quando ha perda de mobilidade, os pacientes optam
por ndo fazer uma segunda cirurgia (11).

Tratamentos alternativos para pequenas lesdées na cartilagem articular vém
sendo estudados, no entanto , todos eles apresentam complicacdes em suas
aplicacoes. Entre as técnicas adotadas, em razdo da sua facilidade e simplicidade,
esta a microfratura, onde o 0sso do local lesionado é penetrado até atingir a medula
0ssea, cujas células condroprogenitoras ali presentes migram para a superficie
articular lesionada a fim de promover a regeneracao (12). Acredita-se ainda que isto
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também contribuiria para estimular a expressdao de citocinas necessarias a
reparagao dessa cartilagem. Contudo, os resultados mostraram o surgimento de
tecido fibroso ou fibrocartilagem, o que ocorreria em razao da quantidade insuficiente
de condroprogenitores no local, resultando por fim na degeneracao do tecido
reparado .

Outra técnica utilizada € a mosaicoplastia que consiste em retirar fragmentos
de cartilagem saudavel do proprio paciente de locais que ndo sofram com impacto, e
implantar em locais lesionados, a fim de induzir a regeneracgao tecidual (13).

O transplante aut6logo de condrécitos também tem sido utilizado. Sdo obtidos
através de bidpsia do préprio paciente, mantidos em cultura celular até a expanséao e
depois re-injetados na cartilagem defeituosa (14). Esta técnica esta descrita na
literatura dividida em geragdes. A primeira geracdo consistia em recobrir 0 local da
lesdo com uma camada de peridsteo retirada da tibia do paciente anteriormente,
suturar para delimitar a lesao e injetar os condrocitos autélogos. O maior problema
dessa técnica foi a hipertrofia no local, com deformacdes e extravasamento de
liquidos, além da perda do fenétipo condrogénico das células cultivadas in vitro,
dano do tecido saudavel e inducédo e desenvolvimento da osteoartrite. Com o intuito
de solucionar esses aspectos negativos da técnica, surgiu a segunda geracao de
transplante autélogo, substituindo a camada de peridsteo por uma membrana de
colageno, comercializado como Chondro-guide (15), resolvendo a hipertrofia, mas
ainda havia o extravasamento de liquido. Na terceira geracdo da técnica, surgiu a
MACI, aprovada e comercializada, sendo uma membrana de colageno na qual os
condrdcitos autélogos eram cultivados e assim implantados juntamente sob a lesao
seguido de fixacdo com cola de fibrina, sendo esse o padrédo ouro até o momento.

Todas as técnicas descritas até aqui ndo sdo capazes de regenerar o tecido
cartilaginoso, o que ocorre é uma cicatrizacao acelerada, dando origem a um tecido
denominado fibrocartilagem. Partindo desse principio, atualmente com a medicina
regenerativa unindo as diversas dreas de conhecimento como terapia celular,
biotecnologia e engenharia de tecidos, surge uma possivel “quarta geragao” de
transplantes autélogos, ainda nao oficialmente reconhecida pela literatura, com a
intencdo de regenerar efetivamente o tecido lesionado, por meio da aplicagdo de um
tecido especializado produzido in vitro, com células indiferenciadas (células-tronco

de medula O6ssea, células-tronco mesenquimais, células-tronco induzidas) ou
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condrdcitos autblogos, diferentes condi¢cdes de cultivos e fatores de crescimento
(plasma rico em plaquetas, familias dos TGFs, IGFs e BMPs), além dos suportes de
diferentes composi¢des (naturais ou sintéticos).

Neste cenario € que o0 uso de células-tronco (CTs) desponta como promissor.
As caracteristicas das células-tronco mesenquimais destacam-se e despertam
interesse para possiveis aplicacdes na medicina regenerativa focadas no tratamento
de lesdes condrais e articulares.

As CTs podem ser pluripotentes, provenientes de embrido, com alto potencial
de diferenciacédo, capazes de se diferenciar em todo e qualquer tipo celular que
compbe o organismo humano, além da alta capacidade de expansao e proliferacao
sem a perda de suas caracteristicas. A manipulacdo do embrido e o uso dessas
células ainda gera controvérsias que envolvem questionamentos éticos (16) e,
portanto, 0 mais comum € o uso de células-tronco adultas. As células-tronco adultas,
somaticas, multi e unipotentes tém capacidade de diferenciacdo limitada, séo
provenientes de diferentes tecidos e também sdo capazes de dar origem a outros
tipos celulares, mas com um menor potencial de diferenciacéo e proliferagdo. Entre
as fontes de obtencéo de CTs adultas, a medula éssea destaca-se em aplicacdes de
terapia celular e medicina regenerativa. Presente principalmente no interior de 0ossos
longos, € um 0Orgdo hematopoiético que contém células-tronco adultas
hematopoiéticas que dao origem as células sanguineas, além de conter em sua
minoria células-tronco mesenquimais, capazes de se diferenciar em midcitos,
ostedcitos, hepatocitos, condrécitos, adipdcitos, entre outros (17).

Outra fonte de obtencéo de CTs adultas é o tecido adiposo humano (TAh), no
passado visto apenas como um tecido de depdsito, atualmente sabe-se que é um
tecido conjuntivo de conexdo, formado principalmente por adipdcitos, mas que
contém certa complexibilidade, com presenca de inervacao, vascularizacao, células
regenerativas como as células endoteliais responsaveis pela reparacdo dos vasos
sanguineos, células-tronco mesenquimais, além da participagdo na resposta imune
por meio de macréfagos e leucdcitos locais (18). As CTs presentes no TAh sao
capazes de ser isoladas e diferenciadas em outras linhagens celulares, mas com
potencial de diferenciacao reduzido quando comparado as CTs embrionarias.
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Ainda se tratando de células-tronco adultas, existem as células-tronco
induzidas, denominadas induced pluripotent stem cells (iPS ou iPSCs), que sao
células somaticas epitelial reprogramadas em laboratério com material viral para que
retornem ao estagio embrionario (19).

Em estudos de condrogénese observou-se que as CTs provenientes de
liquido amni6tico humano (LAh) apresentam caracteristicas ideais pela facilidade de
obtengéo, expansao, isolamento, manutencao e diferenciacao (20, 21) . Sabe-se
que o liquido amnidtico humano, presente durante a gravidez suportando o
desenvolvimento do feto, é rico em diferentes tipos celulares e que alguns desses
podem se diferenciar em outras linhagens. Estudos recentes demonstraram a
proximidade dessas células-tronco de LAh, provindas do desenvolvimento
embrionario, com o perfil das células-tronco embrionarias, especificamente pela
presenca de uma populacdo que contém em sua membrana o antigeno c-Kit
(CD117), indicando pluripoténcia, o que permite a realizacdo de separacao
imunomagnética para a exclusdo de células sem este antigeno, resultando em
culturas homogéneas, aderentes e com caracteristicas morfolégicas estaveis. Como
ja descrito, células CD117* podem ser diferenciadas em adip6citos, osteécitos,
miocitos, células epiteliais, neurais e hepatdcitos, possibilitando classificar o LAh
como fonte confiavel de obtencdo das CTs para fins terapéuticos (22, 23), tratando-
se de células-tronco mais jovens, semelhantemente as embriondrias, com baixa
capacidade de indugéo tumoral e resposta imunolégica .

A medicina regenerativa busca empregar esses tipos celulares em cultura
para dar origem aos tecidos que compdéem o organismo humano, possibilitando
tratamento a muitas doengas sem perspectiva de cura. Entretanto ainda persistem
restricdes técnicas, éticas e legais quanto ao uso dessas células e polémicas que
perpetuam a manipulacdo laboratorial, a origem e obtencdo, clonagem e
dediferenciagéo celular (24).

Para minimizar alguns dos questionamentos levantados sobre a manipulagéao
dessas células e tornar o seu uso confiavel e viavel, se tratando de células tronco
mesenquimais, foram estabelecidos alguns critérios minimos para caracteriza-las e
classifica-las, descritos pelo consenso proposto pela International Society for Cellular
Therapy. O primeiro critério de identificagcdo é a propriedade dessas células de

aderéncia aos frascos de cultura (poliestireno) quando mantidas em condigdes
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padrao de cultura. O segundo critério é a forte expressao dos marcadores CD105,
CD73, CD90 e CD177 e expressao baixa ou ausente de CD45, CD34, CD14 ou
CD11b, CD79a ou CD19 e HLA classe Il, podendo ser observado pela citometria de
fluxo. Por dltimo, as células devem apresentar a capacidade de se diferenciar in vitro
em osteoblastos, adip6citos e condroblastos, detectada por meio de coloracdes
especificas, o Vermelho de Alizarina, Oil Red O e Azul de Alcian, respectivamente
(25).

Em estudos ja realizados por esse grupo, os quais compararam a influéncia e
eficacia de estimulos para diferenciacao celular especialmente em condrdcitos, o
Transforming Growth Factor-83 (TGF-B3) mostrou efeito na compactacdo e
condensacao celular, proporcionano condi¢des essenciais para dar inicio a
condrogénese (7), além da expressdo de marcadores especificos de cartilagem
articular, como SOX9, colageno tipo Il e agrecano, caracteristicas que tornaram o
TGF- B3 a melhor escolha para estimular e potencializar a diferenciacao
condrogénica esperada (21, 26).

Além do interesse por diferentes fontes de CTs e condigdes de cultivo celular,
também vem crescendo a busca por matrizes, denominadas scaffolfds que
serviriam como suporte para as CTs num eventual uso clinico, o que impediria ou
diminuiria a dispersao das células ao longo dos tecidos e assim o numero de células
gue alcangaria a regido lesionada seria muito maior (27). Em relag&o a aplicagédo de
células inoculadas em scaffolds na regeneracao especificamente da cartilagem,
para manter os condrdcitos diferenciados fixos na lesdo, a fim de que regenerem o
tecido gradualmente e recuperem as fungcbes do tecido original ao serem
implantados (28), é necesséario que o scaffold tenha uma composicao que permita
ser reabsorvido pelo organismo (biodegradabilidade) sem causar reacdes
imunolégicas (biocompativeis) e nao interfira na viabilidade e diferenciagdo das
células, sendo portanto ideal que apresente a capacidade de mimetizar o ambiente
do tecido. Ja existem suportes de diferentes materiais no mercado, como aqueles
compostos por ceramica, metais e material biolégico (29). No entanto, diversos
outros biomateriais tém sido estudados com vistas ao seu uso como scaffolds,
principalmente aqueles com polissacarideos naturais como a agarose, o alginato,
quitosana e xantana, 0s quais apresentam caracteristicas adequadas a
diferenciacao celular, em particular a condrogénese. Especificamente, a quitosana e
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xantana apresentam as caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade,
além de baixa toxicidade. A quitosana € um polissacarideo de origem natural,
presente nas paredes celulares de fungos e também em carapaca de crustaceos
como camarao, caranguejos e lagostas. Possui propriedade antimicrobiana, além de
acao analgésica tépica, o que consolidou seu uso na composi¢cao de biomateriais
(30). A goma xantana, também um polissacarideo natural, proveniente da bactéria
Xanthomonas campestris sp, € utilizada pela industria alimenticia, farmacéutica,
cosmeética, entre outras, ndo apenas por sua baixa toxicidade, mas também devido
sua estabilidade e facilidade de manipulacdo, sendo aprovado pela FDA em
quantidades ilimitadas, principalmente na industria alimenticia como agente
espessante (31). Sua aplicacdo em pesquisa clinica em lesbes articulares
demonstrou reducdo da evolugdo dessas lesdes, além da inibicdo significativa da
apoptose de condrocitos em casos de osteoartrite, além de diminuicao da dor (32,
33).

Um dos resultados promissores da combinagdo da quitosana e xantana foi a
capacidade de liberacdo controlada de farmacos destinados a terapia de lesdes de
pele (31, 34). A combinacdo desses dois polissacarideos demonstrou grande
potencial para utilizagdo da membrana formada como scaffolds (35).

Especialmente para aplicagdo em estudos de lesdes da cartilagem articular e
diferenciacao condrogénica, os scaffolds de quitosana e xantana desenvolvidos pelo
Laboratério de Engenharia de Biorreagdes e Coldides da Faculdade de Engenharia
Quimica da UNICAMP, apresentaram caracteristicas promissoras para a aplicacao e
inducdo da condrogénese. Apresentaram em sua superficie fissuras, indicando
interconectividade entre os poros, mostrou-se ideal para utilizagdo em lesbes
cartilaginosas parciais, baixa citotoxicidade, capaz de permitir adesao, proliferagéo e
diferenciacao celular (36).

Diante das informacbes obtidas por meio da literatura, obtém-se algumas
respostas para os questionamentos levantados até o momento, mas ainda nao
existem tratamentos efetivos para as lesdes condrais e doengas articulares, fazendo-
se necessario uma busca e aplicacao de diferentes modelos para a regeneracao
desse tecido. A medicina regenerativa e seus pilares, terapia celular, biotecnologia e

engenharia de tecidos, ndo s6 prometem, mas possibilitam o desenvolvimento
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desses tratamentos. Nao ha até o momento na literatura nenhum estudo que tenha
comparado a condrogénese a partir de CTs do LAh com aquela de CTs obtidas do
tecido adiposo humano, levando em consideragdo o nivel de maturacao celular
encontrado em ambas as fontes, além da aplicacdo em scaffolds de quitosana e
xantana sob estimulo de TGF-B3, visando a aplicacao in vivo em estudos futuros a
fim de promover a regeneracgao tecidual e reducao dos sintomas decorrentes das

lesdes, razéo pela qual decidiu-se realizar o corrente estudo.
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Comparar a condrogénese de células-tronco (CT) do liquido amnidtico
humano (LAh) com as de tecido adiposo humano (TAh) em scaffold de
quitosana e xantana (QX) para classificar qual a melhor fonte de obtencéo de

CTs para aplicagao em tratamentos de lesées na cartilagem.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Avaliar o potencial do TGF-B3 como estimulo para a condrogénese das
CT de LAh e TAh;

2.2.2. Analisar a influéncia do scaffold de quitosana e xantana no processo de
diferenciacao das células-tronco (CTs) obtidas de ambas as fontes, na
presenca de TGF- 33.
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3. MATERIAL E METODOS
(CAAE:41685315.5.0000.5404)

3.1. COLETA DAS AMOSTRAS DE LiQUIDO AMNIOTICO HUMANO E
EXPANSAO

As amostras de LAh foram obtidas por meio de pacientes mulheres no 2°
trimestre de gestacao submetidas ao exame de amniocentese sob indicacado médica
formal, segundo o protocolo do servico de Medicina Fetal do CAISM/UNICAMP.
Essas pacientes apds serem orientadas sobre o presente estudo, sendo esse
aprovado pelo comité de ética com registro N® CAAE: 31984414.6.0000.5404 desta
faculdade, concordaram e assinaram o Termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). O exame de amniocentese foi realizado sob visdo ecografica conforme a
seguinte técnica: antissepsia com PVPI alcodlico, colocagdo de campo fenestrado,
botdo anestésico em pele e subcutdneo com lidocaina 2% sem vasoconstritor,
puncao abdominal até cavidade amniética com agulha de puncéo raquidea 20G. De
cada paciente que participou desse estudo foram coletados 10 ml de liquido
amnioético, encaminhados imediatamente em seringa estéril para o Laboratério de
Biologia Molecular de Cartilagem (LABIMOCA) da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM) da UNICAMP para processamento. As amostras foram centrifugadas a 300G
por 10 minutos a 4°C, descartou-se o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em
5ml de meio de expansao celular alpha-mem (GIBCO), suplementado com 20% de
FBS (Fetal Bovine Serum, GIBCO) e 1% de P/S (Penicillin-Streptomycin-Glutamine,
GIBCO) e transferido para frasco de cultura de 25cm? mantido em incubadora a
37°C com atmosfera umida e 5% de CO: Foram estabelecidos seis dias para a
primeira troca do meio de cultura, descartando as células e residuos sobrenadantes
e mantendo em cultura as células aderentes. O meio de cultura foi trocado de 3 a 4
dias e as células foram observadas diariamente em microscopio O6ptico para
visualizar a formacdo de colénias celulares com morfologia alongada e
fibroblastéide, caracteristicas especificas de células tronco. Outro critério analisado
atentamente foi em relacdo a confluéncia celular, que ndo deveria passar de
aproximadamente 70% da superficie do frasco de cultura, atentando-se para que as
células ndo ocupassem todo o espaco do mesmo, uma vez que a condensacao

celular € o primeiro e importante fator para diferenciagdo e a confluéncia total
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poderia simular esse processo, levando as células a se diferenciarem em outra
linhagem celular indesejada, como por exemplo os fibroblastos. Entdo antes de
atingir esse limite as células foram retiradas do frasco utilizando solu¢ao de Tripsina-
EDTA 0,25% (GIBCO) e transferidas para um frasco maior, mantidas sob as
mesmas condigbes de cultivo. A transferéncia das células de um frasco menor para

um frasco maior ou mais frascos denominou-se “passagem”.

3.1.1. Isolamento das células-tronco de LAH positivas para CD117

Seguindo protocolo de De Coppi (22), apds as células de primeira passagem
atingirem 70% de confluéncia realizou-se a técnica de imunoseparacdo com
particulas magnéticas das células positivas para CD117 (c-kit) utilizando o kit CD117
Microbead kit — human (MACS-Miltenyi Biotec®), de acordo com o protocolo do
fabricante. As células foram retiradas do frasco com solugdo de Tripsina-EDTA
0,25% (GIBCO), neutralizadas com FBS (GIBCO), lavadas com PBS (Phosphate
Buffered Saline, pH7,4) 1x e centrifugadas a 300 G por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com PBS e centrifugado
novamente a 300 G por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente
aspirado e o pellet ressuspendido em 300uL de tampéo de separagcdo (PBS 1x
pH7,2, BSA 0,5% e EDTA 2mM) a 4°C . Foram adicionados os reagentes contidos
no kit, 100uL de FcR Blocking Reagent e 100uL de CD117 Microbeads. Essa
suspensao foi gentiimente homogeneizada e incubada durante 15 minutos em
refrigerador (2-8°C) para a marcacao do anticorpo especifico. Apos incubacao, foram
acrescentados 2mL de tampao de separagdo seguido de centrifugacdo a 300G por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi gentilmente aspirado, completamente
descartado e o pellet contendo as células foi ressuspendido em 500uL de tampéo de
separacao e transferido para uma coluna LS MidiMACS acoplada a um aparato
magnético (Figura 1). A suspensdo que passou pela coluna magnetizada foi
coletada em um tubo identificado como negativo e descartada posteriormente. Apés,
a coluna foi desacoplada do aparato magnético e encaixada em um novo tubo
identificado como positivo, foram feitas trés lavagens de 3mL com o tampéao de
separacado com o intuito de desprender as células positivas para CD117 até entéao
retidas na coluna por magnetismo. A suspensao de células positivas foi centrifugada
a 300G por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido
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em 5mL de meio de expansao alpha-mem (GIBCO), suplementado com 20% de
FBS (GIBCO) e 1% de P/S (GIBCO), transferido para um frasco de cultura de 25cm?2
e mantido em incubadora a 37°C com atmosfera umida e 5% de CO2. O meio de
cultura foi trocado a cada 4 dias e quando a confluéncia das células atingiu 70%
foram realizadas novas passagens em uma proporcdo de 1:3 (o pellet celular
resultante de um frasco de cultura com 70% de confluéncia era ressuspendido e
transferido de modo que formasse 3 frascos novos, por exemplo: ressuspendido em
3ml, transferindo 1ml para cada frasco, completando o volume para 20ml), para
expansao celular até a 42 passagem e aplicacdo nos experimentos de
condrogénese.

A

Faprco'

Figura 1 (A) Sistema utilizado para separagdo imunmagnética, MidiMACS™ Starting Kit (LS), Miltenyi
Biotec; (B) solucdo de CT de LAH passando pela coluna de separacéo.

3.2. COLETA DAS AMOSTRAS DE TECIDO ADIPOSO HUMANO E
EXPANSAO CELULAR

As amostras de tecido adiposo humano foram obtidas por meio de pacientes
submetidos ao procedimento de lipoaspiracao realizados no Hospital das Clinicas da
UNICAMP. Apds devida explicacdo e orientacdo sobre o presente estudo, os
pacientes concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Ap6s o procedimento cirurgico as amostras de lipoaspirado foram
encaminhadas ao LABIMOCA e processadas segundo protocolo de Zuk (37), que
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consistiu em transferir a amostra para um recipiente estéril e submeté-la a lavagens
com PBS 1x resultando em duas fases, a fase superior contendo gordura e a fase
inferior contendo o PBS, excesso de sangue e outros residuos a serem descartados
(Figura 2).

Figura 2 Recepgao da amostra no laboratério em seringa estéril (A); amostra distribuida em tubos
submetida a seguidas lavagens (B) até que a solugao de lavagem, na parte inferior do tubo, se
tornasse incolor e transparente, garantindo que o excesso de sangue foi descartado (C).

Apds repetidas lavagens a fase gordurosa foi submetida a etapa de digestao
enzimatica sob agado de uma solugao 0,075% de colagenase tipo Il (Sigma-Aldrich,
ST. Louis, MO) em PBS 1X e mantida em banho-maria a 37°C por 30 minutos sob
agitacao suave a cada 5 minutos. Apos essa etapa duas fases se formaram, sendo a
fase inferior aspirada gentilmente e transferida, dividindo seu volume em dois tubos
falcon. O volume dos tubos foi completado com meio DMEM de baixa glicose
(GiBCO, Grand Island, NY, EUA), suplementado com 10% de FBS (GIBCO) para a
inativacao da colagenase e 1% de P/S (GIBCO). Apds 5 minutos de descanso em
temperatura ambiente e 10 minutos de centrifugacdo a 300G, descartou-se o
sobrenadante ressuspendendo-se o pellet em meio DMEM de baixa glicose
(GIBCO), suplementado com 10% de FBS (GIBCO) e 1% P/S (GIBCO) e
transferindo-o para um frasco de cultura de 75cm?, completando o volume do meio
até 20ml. O frasco de cultura foi mantido em incubadora a 37°C com 5% de CO2 e
atmosfera Umida durante dois dias para que as primeiras células aderissem,
descartando-se as células ndo aderentes na troca do meio de cultura. As células
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foram expandidas até atingirem 70% de confluéncia, momento em que foram
retiradas dos frascos pela acdo da solucdo 0,25% de tripsina-EDTA (GIBCO),
neutralizadas com FBS (GIBCO), lavadas com PBS 1X, centrifugadas a 300G por 10
minutos, recolocadas em novos frascos sob as mesmas condicdes de cultura.
Seguiu-se com a expansao celular em uma proporcao de 1:3, sendo realizadas trés
passagens para atingir o numero ideal de células para a aplicacdo nos

experimentos.

3.3. CARACTERIZACAO DAS CELULAS TRONCO DE LiQUIDO
AMNIOTICO HUMANO E TECIDO ADIPOSO HUMANO

3.3.1. Aderéncia celular
As culturas celulares de ambas as fontes foram observadas diariamente em
microscdpio Optico para analisar os aspectos morfoldgicos das células, atentando-se
para formacdo de colénias de células de formato alongado, fibroblastéides,

caracteristica de células-tronco em cultura.

3.3.2. Citometria de fluxo

Uma parte das células de LAh e de TAh, ao atingir a quarta passagem de
expansao celular, antes da aplicacdo nos experimentos de condrogénese, foi
submetida a analise imunofenotipica por meio da técnica de citometria de fluxo, com
marcacao de anticorpos especificos, sendo CD90-FITC, CD105-FITC, CD73-PERCP
Cy 5.5, HLA-DR-PERCP Cy5.5, CD45-PE Cy7, CD34- PERCP Cy5.5, CD19-PE
Cy7, CD166-PE, CD151-PE, CD49c-PE, CD117-PE Cy7 e SSEA4-FITC (Biolegend,
San Diego, CA),cuja positividade ou negatividade caracterizariam as células como
células tronco mesenquimais. As células de ambas as fontes foram retiradas dos
frascos sob acao de Tripsina-EDTA (GIBCO), submetidas a lavagens com Wash B,
solucdo de lavagem, distribuidas em tubos eppendorf de 1,5ml contendo
aproximadamente 10° células por tubo e incubadas com os anticorpos durante 20
minutos sob refrigeracdo e auséncia de luz.

Apbs a incubacdo, adicionou-se 120uL de Wash B e as células foram
centrifugadas a 300G por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o pellet
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ressuspendido em 150ul de Formaldeido 2% e em seguida a leitura das amostras foi
realizada em citdmetro de fluxo (BD FACSCanto™) e os resultados analisados em
software (BD FACSDiva software™).

3.3.3. Diferenciacao nas trés linhagens mesenquimais: adipogénese,
condrogénese e osteogénese
A diferenciacdo das CT de ambas as fontes em células das trés linhagens
mesenquimais foi realizada por meio dos kits comerciais StemPro® Adipogenesis
Differentiation Kit (Gibco™), StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco™)
e StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit (Gibco™). Os experimentos foram
realizados de acordo com as indicag6es do fabricante. Quando as células atingiram
a quarta passagem foram retiradas dos frascos de cultura sob acédo de Tripsina-
EDTA e ressemeadas em placas de cultura de 6 pocos, sendo 2 pog¢os para cada
linhagem a ser diferenciada. Foram utilizadas 14x10° células por poco para os
experimentos de diferenciacdo adipogénica, da mesma forma para os experimentos
de diferenciagcdo condrogénica e 8x10° células por poco para os experimentos de
diferenciacdo osteogénica. Inicialmente as células foram mantidas com meio de
crescimento celular alpha-mem (GIBCO) em incubadora a 37°C com 5% de CO:2 e
atmosfera uUmida. Apds aderéncia e 70% de confluéncia celular o meio de
crescimento era substituido pelos meios contidos nos kits de diferenciacdo e
suplementados com os estimulos especificos para cada linhagem, sob as mesmas
condicoes de cultivo. A troca de meio ocorreu a cada quatro dias e apds 21 dias as
células foram lavadas com PBS 1X, fixadas com paraformaldeido a 4% por 30
minutos e coradas com coloragdes especificas para analise da diferenciacdo nas
trés linhagens, Oil Red O para diferenciacdo adipogénica, Alcian Blue para
diferenciacao condrogéncia e Vermelho de Alizarina para diferenciacao osteogénica.
3.4. CARACTERIZACAO DO SCAFFOLD DE QUITOSANA E XANTANA

3.4.1. Caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e toxicidade
Os suportes utilizados neste trabalho foram produzidos e caracterizados
fisico-quimicamente pela equipe da Prof? Dra. Angela Maria Moraes, da Faculdade
de Engenharia Quimica da UNICAMP, conforme procedimento descrito por Westin

(36). As amostras produzidas de suportes poliméricos de quitosana, xantana
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complexados na presenca de pluronic (F-68) (QXP) foram medidas quanto a sua
espessura com micrdmetro digital (Mitutoyo, modelo MDC-25S, Japao), sendo
realizadas 10 replicatas em amostras com dimensdes de 6¢cm x 1cm de diferentes
lotes. A estrutura e morfologia foram analisadas macroscopicamente (camera
fotografica) e microscopicamente (microscépio eletrénico de varredura modelo LEO
440 da marca Leica operando a 10 kV e 50 pA). Para as analises de microscopia
eletrébnica de varredura (MEV), os suportes foram recortados em amostras de
dimensdes 1x1cm e colocados em dessecador por 24 horas. As amostras foram
recobertas com uma camada ultrafina de ouro (92 A) em um mini sputter coater (SC
7620, VG Microtech).

A citotoxicidade indireta do suporte de QX em relacdo as CT de LAh e TAh foi
baseada nos resultados obtidos por Zuliani (38) através do ensaio colorimétrico de
MTT realizado. Foram preparados extratos dos suportes a uma proporcao de
0,05¢g/ml imersos em meio de cultura em diferentes tempos: durante 1 dia, 2 dias e 7
dias com trocas diarias do meio de cultura em incubadora a 37°C e 5% de CO2. Para
controle do ensaio foi utilizado meio de cultura como controle negativo e extrato de
fragmentos de latex como controle positivo de morte celular. Para o experimento
foram preparadas aliquotas de 100ul de uma suspensao contendo 10%células/ml de
meio a-MEM suplementado com 20% de FBS e 1% de P/S que foram inoculadas em
placas de 96 pocos com fundo chato e mantidas em incubadora a 37 ‘C e 5% de
CO2z para que as células pudessem aderir ao plastico e formar uma monocamada
celular. Apds 24 horas o meio sobrenadante foi totalmente removido e substituido
por 100 ul dos extratos preparados, bem como os respectivos meios dos grupos de
controle positivo e negativo. A placa foi incubada sob a mesma condi¢ao por mais 24
horas entéo, os extratos foram removidos e apds lavagem com solugao tampéo PBS
foram adicionados 100ul de meio a-MEM sem vermelho de fenol, 10ul de MTT a
5mg/mL em PBS. Apéds quatro horas de incubacao a 37°C foram adicionados a cada
poco 100uL de solugdo de dodecilsulfato de sédio (SDS) a 100g/L dissolvido em
uma solucéo de dimetil sulféxido (DMSO) contendo 0,6% de acido acético. A placa
foi gentilmente homogeneizada e incubada a 37°C por mais uma hora. Decorrido
este periodo, as amostras foram levadas para medida de absorbancia a 550nm em
espectrofotdometro ELISA (Thermo Scientific, Multiskan FC, Finlandia) e os dados
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analisados em planilha Excel para avaliagdo do grau de citotoxicidade do material
sobre as células.

3.5. CONDROGENESE DAS CELULAS TRONCO DE LiQUIDO
AMNIOTICO HUMANO E TECIDO ADIPOSO HUMANO

3.5.1. Aplicacao das CT de LAh e TAh no scaffold de quitosana e
xantana

Para utilizacdo do scaffold em cultura, o material foi recortado em
circunferéncias de 1,5cm, as quais foram encaixadas em placas de 24 pocos,
embaladas e encaminhadas a uma empresa especializada em esterilizacao por
oxido de etileno. Antes da aplicacao das células no suporte, o0 mesmo foi submetido
a lavagens com meio de cultura DMEM de alta glicose, as quais eram realizadas de
acordo com mudanga de cor do meio de cultura, devido presenca do vermelho de
fenol, indicando a mudancga de pH de neutro para acido. Nos trés primeiros dias as
trocas ocorreram sempre que a cor do meio mudava de vermelho intenso para
amarelo rapidamente, apds os trés primeiros dias, a cor do meio variava de
vermelho para laranja, sendo necessario apenas trés trocas diarias, até que a cor do
meio se mantivesse estavel, indicando pH estavel. Sendo sete dias o tempo
estabelecido como suficiente para neutralizar o pH e impedir que a acidez
interferisse no cultivo celular. A cada troca de meio, o pH foi medido com pHmetro.
Essa acidez encontrada no scaffold foi devido ao acido acético utilizado para
dissolugcdo da quitosana, soluvel apenas em meios acidos, em etapa inicial do
processo de desenvolvimento do material. Ap6s expansao celular, as CT de LAh e
TAh em quarta passagem foram inoculadas nos suportes em uma concentracao
estabelecida entre 1 a 2 x 10° células em 0,5ml de meio através de perfurages
feitas com o auxilio de uma seringa estérii de 1ml. O meio utilizado para
diferenciacao foi constituido de DMEM de alta glicose (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium, life sciences), suplementado com acido ascérbico (50ug/ml — Sigma
Aldrich), Prolina (40ug/ml - Sigma Alderich); insulin-transferrin-selenium (ITS+1 - 1%
- Sigma Aldrich), dexametasona (0,1uM- Sigma Aldrich) e 10 ng/ml TGF-B3 (R&D

Systems). As placas foram mantidas em incubadora de CO2 5%, 37°C e atmosfera
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umida. A diferenciacdo das CT de ambas as fontes foi realizada da mesma maneira.
As células foram estimuladas durante 21 dias com trocas de meio a cada 3 ou 4
dias. Durante este periodo os meios de cultura foram armazenados a -80°C para

posterior precipitagéo de proteinas.

Apos os 21 dias de cultivo das CT de LAh e TAh nos scaffolds, as amostras
foram retiradas da incubadora para andlise e confirmacdo da diferenciacdo
condrogénica por diferentes técnicas

3.5.2. Microscopia de varredura (MEV)

Decorrido o periodo de inoculagédo de 7 e 21 dias, as células aderidas nos
suportes de QX foram fixadas para anélise por MEV segundo protocolo descrito por
Bellini (2012). O processo de fixagdo consistiu da imersdo das amostras em andlise
em duas diferentes solucdes fixadoras, seguida pela desidratagcdo das mesmas.
Primeiramente foi adicionado 1mL da primeira solugdo fixadora constituida de
paraformaldeido a 4% (v/v) e glutaraldeido a 2% (m/v) em tampao cacodilato a
0,2mol/L armazenado em geladeira e a pH 7,2, em cada poco. Apds o periodo de
incubagédo de uma hora a 4,0°C, as amostras foram lavadas com 1mL de tampéao
cacodilato a 0,2mol/L gelado por 15 minutos por trés vezes a cada lavagem. A
segunda fixacdo ocorreu adicionando-se, em cada amostra, 1mL de solucdo de
tetroxido de ésmio a 1% (m/v) em tampao cacodilato a 0,2mol/L. As amostras
permaneceram imersas neste fixador por cerca de 15 minutos a 4,0°C, sendo
posteriormente lavadas por 3 vezes com tampéao cacodilato a 0,2 M a cerca de 4,0°C
por 10 minutos a cada lavagem. Para a desidratacdo, as amostras foram imersas em
1 mL de solucdes de etanol em agua (v/v) a 50 e 70%, durante 15 minutos e por
uma noite, respectivamente. Em seguida, deu-se continuidade ao processo de
desidratagcdo com as solugcdes de etanol em agua (v/v) a 90, 100, 100 e 100%, por
15 minutos em cada solugédo. Apés a desidratacdo em solugao alcodlica, o etanol
contido nos materiais foi substituido por COz2 liquido e posteriormente as amostras
foram secas em ponto critico (critical point dryer CPD 030, Balzers). Apds secas, as
amostras foram metalizadas (sputter SCD 050, Balzers) através da deposicado de
uma fina camada de ouro (92A) e as morfologias das superficies das membranas
foram avaliadas em microscopio eletrénico de varredura (MEV) (modelo JSM 5800
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LV, JEOL) no Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia —
UNICAMP.

3.5.3. Histologia

Apo6s 21 dias de cultivo, as amostras foram fixadas em solugdo de
formalina tamponada a 10% em PBS durante pelo menos 24h a temperatura
ambiente. ApGs este periodo foi feito seu processamento através de uma sequéncia
de banhos em alcool, xilol e parafina para que entdo o material pudesse ser
colocado em moldes para confecgcdo dos blocos em parafina. O material foi
seccionado em micrétomo (Leica DM2500) com espessura do corte padronizada em
5um e colocado sobre laminas de vidro. Posteriormente os cortes foram fixados em
estufa a 60°C, desparafinados e hidratados. Foram realizadas diferentes técnicas
histoldgicas (39)com os seguintes objetivos: para a andlise da morfologia do tecido
formado foi realizada a coloragdo por Hematoxilina (Sigma) e Eosina (Sigma) (HE),
enquanto para a visualizagdo da formag&o das fibras coldgenas foram realizadas
coloragdes especificas para tecido cartilaginoso como o Tricrémio de Masson (TM) e
o Picrossirius Red (PR), e para a visualizagdo de proteoglicanos seguimos o
protocolo de coloracdo com Alcian Blue (AB), visto que sado ambos principais
constituintes da matriz cartilaginosa. Os cortes foram visualizados e fotografados em
microscépio éptico (Leica DM2500) com camera digital acoplada e analisados em
software especifico (Leica Application Suite LAS Version 4.6.2).

3.5.4. Imunohistoquimica

A analise de Imunohistoquimica foi realizada no material obtido dos
experimentos com a utilizacdo de anticorpo especificos para colageno tipo Il, o
componente protéico mais abundante na cartilagem hialina e para agrecano, seu
principal componente n&o colagénico . Os cortes seccionados em micrétomo (Leica)
com espessura padronizada de 5um foram colocados em laminas de vidro
silanizadas e foram pré-tratados conforme protocolo do produto Trilogy (Cell
Marque®) para desparafinizacao, reidratacdo e recuperag¢ado antigénica. Em seguida,
realizou-se o bloqueio da peroxidase endbégena e a incubacao overnight em camara
umida na geladeira com anticorpo policlonal, feito em coelho, anti-Colageno tipo Il
(bs-0709R -BIOSS®), ou com anticorpo para agrecano (bs-11655R-BIOSS®).
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Posteriormente, os cortes foram tratados com suportes para deteccdao e amplificacao
de antigenos com o kit HiDef Detection™ HRP Polymer System (Cell Marque®),
revelados com DAB , contra corados com Hematoxilina de Harris, desidratados e
montados para andlise microscépica. Foi feita uma lamina de controle negativo da
reagao sem a utilizagdo do anticorpo.

3.5.5. Imunofluorescéncia

Para andlise de imunofluorescéncia o material parafinizado foi seccionado e
fixado da mesma maneira descrita anteriormente, e utilizado marcagcdo para
colageno Il. As laminas foram desparafinizadas por banhos de xilol e élcoois,
lavadas com PBS (6x pH 6,8) para exposicdo maxima dos epitopos, seguido por 20
minutos de agitacdo em Glicina 0,1M, lavagens com PBS Tween, 40 minutos em
BSA (10g/L) e incubacdo com anticorpo para colageno Il (bs-0709R -BIOSS®)
overnight em camara umida.

Para o segundo dia, foi realizada a incubagcdo com anticorpo secundario
conjugado Alexa 647 por 1 hora em temperatura ambiente, cdmara escura e umida.
Apl6s lavagens, foi realizado bloqueio com BSA por 20 minutos, seguido de
incubagdo com marcador DAPI e montagem das laminas, sendo essas armazenas a

4°C, sem exposicao a luz, até a leitura em microscoépio confocal.
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4. RESULTADOS

41. COLETA DAS AMOSTRAS DE LiQUIDO AMNIOTICO HUMANO E
EXPANSAO

Foram coletadas 25 amostras de LAh, sendo19 efetivamente utilizadas,
utilizando alteragdo de cariétipo, cuja andlise foi realizada pelo departamento de
genética do CAISM, e contaminacao microbioldégica como critérios de exclusao.
Apds a amniocentese, imediatamente o LAh foi encaminhado ao laboratério para
processamento (Figura 3. A) e cultivo. Ap6s seis dias em cultura foi possivel
observar as primeiras células aderidas aos frascos de cultura, outros tipos celulares
ndo aderentes e artefatos (Figura 3. B).

Figura 3 Recepgao e processamento das amostras para obtengdo das CT do LAh (A); Indicadas
pelas setas, CT de LAh aderidas na superficie plastica da garrafa de cultura apds seis dias de
cultivo e ao redor, outros tipos celulares ndo aderentes e artefatos presentes no LAh (B).
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4.1.1. Isolamento das células-tronco de LAH positivas para CD117
Na primeira passagem, apenas as CT provenientes do LAh foram submetidas
a separacao imunomagnética selecionando especificamente as células CD117 (c-kit)
positivas. Os achados podem ser observados na Figura 4. Em A as CT de LAh
antes da separacdo e em B as CT CD117+ separadas aderidas ao plastico.

A B

\ st
Ll \

15 um 15 um

Figura 4 CT de LAh em confluéncia antes da separacdo imunomagnética (A) e apds separacao
imunomagnética, CTs CD117+ aderidas ao frasco de cultura (B).

42. COLETA DAS AMOSTRAS DE TECIDO ADIPOSO HUMANO E
EXPANSAO CELULAR

Foram coletadas 15 amostras e 9 efetivamente utilizadas, utilizando como
critério de exclusao contaminacao microbiolégica. Apds a coleta, o lipoaspirado foi
encaminhado imediatamente ao laboratorio para processamento e com dois dias em
cultura foi possivel observar ndo sé a adesdo, mas também o crescimento e

aglomeracao celular, indicados por setas na Figura 5.
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Figura 5 Indicado pelas setas, células-tronco de tecido adiposo humano aderidas em cultura apés
dois dias de cultivo em meio a outros tipos celulares ndo aderentes e artefatos do lipoaspirado.

4.3. CARACTERIZAGAO DAS CELULAS TRONCO DE LiQUIDO
AMNIOTICO HUMANO E TECIDO ADIPOSO HUMANO

4.3.1. Aderéncia ao plastico
Em relacao ao critério de aderéncia ao plastico, observa-se na Figura 6 as células-
tronco de LAh (A) e de TAh (B), ambas em quarta passagem em cultura, aderidas

ao plastico, apresentando morfologia fibroblastoide.

Figura 6 CT de LAh (A) e TAh (B) em cultura, aderidas ao plastico apresentando morfologia
fibroblastaide.
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4.3.2. Citometria de Fluxo
Nas CTs de ambas as fontes houve a expressdo de marcadores que
expressam positividade para CD73, CD90, CD105, marcadores de CT
mesenquimais, positividade para CD49c e CD151, indicando potencial
condrogénico, negatividade para CD19, CD34, CD45 e HLA-DR, que indicam
linhagem hematopoiética e apenas nas CTs de LAh, positividade para CD117,
SSEA-4 e CD166, marcadores que indicam pluripoténcia, que podem ser

observados pelos histogramas abaixo.
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Figura 7 Positividade para CD90 (A),CD73 (B) e CD 105 (C) de linhagem mesenquimal, negatividade
para CD34 (D), HLA-DR (E), CD19 (F) e CD45 (G) de linhagem hematopoiética, positividade para
CD49c (H) e CD151 (l) de potencial condrogénico, bem como para os marcadores de pluripoténcia
CD166 (J), SSEA-4 (K) e CD117(L).
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Figura 8 Positividade para CD90 (A), CD73 (B) e CD105 (C) de linhagem mesnquimal, negatividade
para CD34 (D), CD45 (E), CD19 (F) e HLA-DR (G) de linhagem hematopoiética, bem como
positividade para CD151(H) e CD49c (l), marcadores que demonstram potencial condrogénico.. Nao
foram testados marcadores de pluripoténcia (SSEA4, CD166 e CD117) por tratarem-se de CT

adultas.
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4.3.3. Diferenciacao em linhagens mesenquimais
As CT de ambas as fontes foram capazes de se diferenciar em células das
trés linhagens mesenquimais. Observa-se na Figura 9, respectivamente,em Ae B a
adipogénese das CT de LAh e TAh, observando-se formagdo de vesiculas de
gordura em tons alaranjados, corados por Oil Red O; em C e D, condrogénese,
corada com Alcian Blue evidenciando em azul a presenca de glicosaminoglicanos
(GAGs) e proteoglicanos que compdem a matriz formada; em E e F, osteogénese

em vermelho e/ou laranja intenso devido a coloragdo do Vermelho de Alizarina.

LAH TA

ADIPOGENESE

CONDROGENESE

OSTEOGENESE

Figura 9 Verticalmente, LAh e TAh, respectivamente, em A e B diferenciacdo em linhagem
adipogénica, com formagao de vesiculas de gordura coradas em tons alaranjados pela coloracéo de
Oil Red O; em C e D diferenciagdo condrogénica, com a matriz de glicosaminogicanos e
proteoglicanos corada em azul pela coloragdo de Alcian Blue; em E e F diferenciacdo osteogénica,
com matriz de célcio formada corada em tons de vermelho e/ou laranja intenso pela coloragéo de
Vermelho de Alizarina.
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4.4. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS, ESTRUTURAIS E
TOXICIDADE DO SCAFFOLD

Os suportes utilizados apresentaram as seguintes caracteristicas fisicas:
flexiveis, opacos, com a superficie ondulada, porosos e de espessura entre de 887 a
969um. Nas imagens de MEV foi possivel visualizar o suporte em corte transversal
para observacao detalhada dos poros, da sua estrutura porosa e da sua superficie
(Figura 10).
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Figura 10 Microscopia éptica do scaffold, evidenciando sua estrutura porosa (A); superficie do
scaffold vista pela técnica de miscroscopia eletronica de varredura em aumento de 100x (B); vista
transversal do scaffold por microscopia eletrénica de varredura em aumento de 100x, podendo-se
observar estrutura lamelar com poros interligados (C).

Com os resultados de MTT observou-se inicialmente elevado indice de morte
celular. Com apenas um dia de lavagem dos scaffolds a porcentagem de morte
celular foi de aproximadamente 27% das células do LAh (Figura 11A) e 43 %
daquelas do TAh (Figura 11B). Com dois dias de lavagem esta porcentagem
reduziu para ambas as fontes. Em relagdo as células do LAh, notou-se que apés
sete dias de lavagem, ja ndo ocorriam mais perdas. Ja em relagdo ao observado
com as células do TAh, mesmo ap6s o sétimo dia de lavagens, embora tenha
apresentado menor perda de células, ainda havia cerca de 31% de morte celular.
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Figura 11 Citotoxicidade do scaffold em relagao as células-tronco de LAh (A) e TAh (B).
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(Figura retirada do trabalho de Zuliani” (38) “Micromass cultures are effective for

differentiation of human amniotic fluid stem cells into chondrocytes.)
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45. CONDROGENESE DAS CELULAS TRONCO DE LiQUIDO
AMNIOTICO HUMANO E TECIDO ADIPOSO HUMANO

4.5.1. Aplicacao das CT de LAh e TAh no scaffold de quitosana e
xantana
Apos 21 dias da implantagdo das CT nos scaffolds observou-se
macroscopicamente a formacgao de agregado celular por todo scaffold (Figura 12).

Figura 12 Células-tronco aplicadas no scaffold e indicado pelas setas aglomerado celular formado
apos 21 dias de cultura em meio condrogénico.
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4.5.2. Microscopia de varredura (MEV)
Nos resultados de MEV observou-se a interacao das CTs de ambas as fontes
com o scaffold de QX (Figura 13). Além da viabilidade, houve crescimento celular e
producdo de matriz, que foi comprovada pelas coloragdes histolégicas conforme

mostradas adiante.

A

18kU - SBuUm

Figura 13 Microscopia de varredura em um aumento de 400x da condrogénese de CT de LAh (A,Be) e
de CT de TAh (D, E e F). Em A e D, respectivamente observa-se diferenciagcdo condrogénica apds 7 dias
sob estimulo de TGF-B3; em B e E , apés 21 dias sob estimulo de TGF- 33; em C e F refere-se ao achado
apés 21 dias de diferenciacao sem estimulo de TGF-33.
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4.5.3. Histologia

Os resultados de histologia para confirmag¢do da condrogénese baseiam-se
na afinidade das coloragbes utilizadas com os principais constituintes da matriz
cartilaginosa: A Figura 14, refere-se aos grupos sem estimulo e a Figura 15, refere-
se aos grupos sob estimulo de TGF-B3. Na Figura 16 sdo apresentados os cortes
histoldgicos do scaffold cultivado sem células, sob as mesmas condi¢des de cultura
para um controle das colorac¢des. Nas figuras 14,15 e 16 pela Hematoxilina e Eosina
(HE) observou-se estruturalmente, os nucleos celulares integros corados em roxo e
a matriz formada em rosa (A e E); O Alcian Blue (AB) que tem afinidade com os
glicosaminoglicanos, corou em azul as estruturas que os contém, ou seja a matriz
formada e em rosa os nucleos celulares; Picrossirius Red (PR) e Tricrémio de
Masson (TM), com afinidade especificamente pelo colageno, coraram a matriz

formada respectivamente em tons de amarelo palido a vermelho intenso e azul.
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Figura 14 Condrogénese de CT de LAh e TAh apéds 21 dias sem estimulo de TGF-B3, em aumento de
100x. Observa-se nas imagens o inicio de uma condensagao celular rente ao scaffold e uma discreta
producao de matriz, comprovada por HE em A e E que cora em roxo p nudcleo celular e rosa a mztriz;
AB em B e F com pouca producao de GAGs corados em azul e em rosa o nucleo celular, PR e TM de
LAh (C e D) mostram uma pequena producdo de colageno em vermelho e azul, respectivamente,
enquanto PR e TM de TAh (G e H) mostram apenas o inicio da condensacgéao celular, sem produgéo de
matriz.
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Figura 15 Condrogénese de CT de LAh e TAh ap6s 21 dias de cultura sob estimulo de TGF-f3, em
aumento de 100x. Em HE (A e E) observa-se uma condensagado celular bem estruturada com
nucleos corados de roxo e intensa producdo de matriz corada em rosa; AB (B e F) matriz rica em
GAGs corada em azul e nucleo celular em rosa; PR (C e e G) e TM (D e H) indicando a presenca de
colageno variando a cor da matriz entre amarelo palido e vermelho intenso e azul, respectivamente.
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Figura 16 Cortes histolégicos do scaffold sem células apds 21 dias em cultura em aumento de
20x, corados com HE (A), AB (B), PR (C) e TM (D).

4.5.4. Imunohistoquimica

Nas laminas com cortes histolégicos de CTs de LAh (Figura 17) diferenciadas
em condrocitos em scaffold QX ap6s 21 sob estimulo de TGF-B3, incubadas com o
anticorpo para Colageno tipo Il (A) e Agrecano (B) observando-se marcagéo positiva
para ambos pela coloragdo acastanhada do DAPI, indicando a diferenciagéo
condrogénica com grande produgao de matriz extracelualr. Os cortes histolégicos da
diferenciacao condrogénica das CTs de TAh (Figura 18) sob as mesmas condicoes
de cultivo no QX, sob estimulo de TGF-B3, também demonstrou marcagao positiva
para colageno Il (A) e agrecano (B), no entanto, evidentemente com produgéo de
matriz extracelular em menor quantidade. Importante salientar a dificuldade de
fixacdo das CTs de TAh nas laminas histolégicas e menor resisténcia as etapas do
processo da técnica, ocorrendo a perda de material. No controle negativo (Figura
19) para cada reagdo sem anticorpo, todas as estruturas foram contracoradas pela

hematoxilina, resultando em nucleos celulares destacados em roxo.



Figura 17 Imunohistoquimica da condrogénese de CTs de LAh em matriz de QX sob
estimulo de TGF-B3, com marcagdo positiva para colageno Il (A) e agrecano (B),
evidenciadas pela coloragdo acastanhada do DAPI por toda matriz extracelular
formada.

Figura 18 Imunuhistoquimica da diferenciagdo condrogénica das CTs de TAh em
scaffold QX, sob estimulo de TGF-B3, com marcagao positiva para colageno Il (A) e
agrecano (Il) pela coloracdo acastanhada do DAPI na pouca matriz extracelular
formada.
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Figura 19 Controle negativo da reagdo sem anticorpo, contracorados com hematoxilina.

4.5.5. Imunofluorescéncia

Os resultados de imunofluorescéncia expressaram positividade para marcacao
de colageno Il, evidenciando a diferenciagdo condrogénica das células-tronco de
ambas as fontes de obtencdo, LAh (Figura 20. A-D) e Tah (Figura 20. E-H),
cultivadas matriz de quitosana e xantana. Pela marcacdo dos nucleos celulares,

observa-se células integras, além de significativa producédo de matriz extra-celular
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Figura 20 Imunofluorescéncia de CTs de LAh (A-D) e TAh (E-H) diferenciadas em condrécitos,
visualizadas em microscopia confocal, com marcagao positiva para colageno |l presente na matriz
extra-celular formada evidenciada em vermelho.
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5. DISCUSSAO

Atualmente, os danos na cartilagem articular tornaram-se mais comuns e
frequentes, afetando em grande escala principalmente jovens que praticam
atividades fisicas intensas e repetitivas, bem como individuos idosos por razdes
associadas as proéprias alteracées naturais do envelhecimento e a diferentes fatores
de risco, como a obesidade, a presenca de doencas metabdlicas, alteracdes
anatébmicas, e predisposicao genética (4, 5, 40).

A baixa capacidade proliferativa e o reduzido potencial de reparagéo
caracteristico das células que compdem o tecido cartilaginoso facilitam e induzem o
desenvolvimento de doengas articulares sérias, como a osteoartrite. Nao existem
tratamentos efetivos para tais condi¢gées, apenas meios paliativos, pelos quais os
pacientes se tornam dependentes de medicamentos e perdem qualidade de vida.
Existem poucos procedimentos destinados a recuperacado dos locais lesionados e
além de escassos, podem ser invasivos e nao garantem resultados duradouros e
sem complicagdées, comumente evoluindo para necroses e, em casos mais graves,
grande perda tecidual ao redor (9, 41).

Na busca de tratamentos que contribuam para a recuperacdo das lesdes
condrais, despontaram aqueles envolvendo células-tronco, em razdo de sua
capacidade de diferenciacao em diferentes tipos celulares (41, 42), que aliada a um
suporte poderia ser utilizado como biocurativo a ser implantado cirurgicamente no
local lesionado (43), razdo pela qual nosso laboratério busca viabilizar esses
procedimentos encontrando a melhor fonte de obtengcdo celular e um material
biocompativel que n&o induza resposta inflamatéria, produzido nacionalmente e
mais acessivel economicamente (36, 38).

No presente estudo foi utilizado o liquido amniético humano e tecido adiposo
humano para obtencao de células-tronco e diferenciagdo condrogénica em scaffold
de quitosana e xantana, comparando-se varios aspectos para estabelecer qual a
fonte de obtencdo mais adequada a ser aplicada em um possivel tratamento para
lesbes condrais, considerando que as CTs de LAh sdo células mais jovens e
semelhantes as CTs embrionarias, enquanto as CTs de TAh sdo células-tronco
adultas. O LAh nos ultimos anos tem sido considerado uma opgao promissora na
obtencdo desse tipo celular. Existem aspectos positivos que estimulam sua
aplicacdo na medicina regenerativa, tais como o0 aspecto ético (44), pois
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diferentemente do uso controverso de células-tronco embrionarias, sao de facil
obtencdo por meio da amniocentese, uma vez que sao células fetais liberadas no
LAh. Além disso, a amniocentese somente € indicada quando ha necessidade para
diagnostico pré-natal (45, 46). Essas células sdo de cultivo facil e baixa
tumorigenicidade, sendo essa Uultima carateristica um dos diferenciais quando
comparado com células-tronco adultas (22).

Apbs pouco tempo da obtengdo do material e colocagdo em cultura,
observou-se, em CTs de ambas as fontes, rapida aderéncia e proliferagao celular
com formacdes fibroblastdides. A partir de um pequeno volume de amostra foi
possivel obter um grande numero de células, evidenciando a confirmacao dos
primeiros critérios de caracterizagdo de células tronco determinados pela
International Society for Cellular Therapy (25). No decorrer dos experimentos, por
meio da analise de citometria de fluxo para confirmacao da pluripoténcia das células-
tronco de LAh houve resultados divergentes do esperado. Marcadores de linhagem
hematopoiética como o} CD34, CD45, CD14
e CD19 estavam presentes em niveis superiores aos 2%, diferentemente do que o
consenso pré-estabelece . Entretanto os nossos achados foram semelhantes aos
encontrados por outros trabalhos com CTs de liquido amniético bovino (LAB) onde
também se verificou positividade para a expressao de CD34 em até 50% das células
apds sétima passagem do LAB (47). O LAh contém diversos tipos celulares
derivados do desenvolvimento do feto e por essas células expressarem diferentes
marcadores de acordo com sua linhagem e tempo de gestacdo, acredita-se que
essa peculiaridade seja responsavel pelos achados na citometria. Com isso, €
possivel supor que o critério minimo proposto pela International Society for Cellular
Therapy (25) seja valido apenas para fontes de células exclusivas de linhagem
mesenquimal, com células em estagios mais avancados de maturacdo, como
encontrados nas CT de TAh, cuja a expressdo de marcadores se assemelhou com
0s encontrados na literatura, apresentando negatidade para a linhagem
hematopoiética com expressao desses marcadores menor que 2%.

No LAh, cujas células presentes sdao mais imaturas, considerando que essa
variabilidade celular e niveis de maturacao poderia interferir de forma negativa na
diferenciacao celular, optou-se pela separacdo imunomagnética apdés a segunda
passagem da expansao celular, selecionando-se uma subpopulacdo de células
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positivas para CD117. Estas células expressam em suas superficies 0 antigeno c-kit,
marcador referéncia para células tronco pluripotentes, indiferenciadas e alta
capacidade de expansao (48) e esse esta presente em aproximadamente 1% das
células cultivadas a partir de liquido amnidtico humano obtido para diagnostico pré-
natal (22). A selecdo das células c-Kit refletiu diretamente na expressao elevada de
importantes marcadores de pluripotencialidade (48). Com uma nova anadlise de
citometria de fluxo apds essa selecao foi possivel observar elevados niveis de
SSEA-4 indicando pluripoténcia e marcadores que indicam potencial condrogénico,
pois sao responsaveis pela agregacao celular, diminuicdo significativa de células
pertencentes a outras linhagens e de diferentes estagios de maturacdo. Apds o
processo de separacdo, dando continuidade aos experimentos, as passagens
realizadas permitidas pela alta capacidade de expansdo celular ndo alterou a
morfologia das CT de LAh e de TAh, semelhante aos dados citados por Kolambkar
(49). Mesmo apds a 42 passagem, periodo estabelecido nesse trabalho para o
cultivo das CT, as células se mantiveram estaveis, com ramificagdes, apresentando
a formacgéo de coldénias semelhantes a fibroblastos, 0 que demonstra pluripoténcia,
sendo uma agregacado que antecede a diferenciacdo. Essa estabilidade permite
manter uma cultura por longos periodos sem que se diferencie em outros tipos
celulares, sem risco de desenvolvimento tumoral, sendo possivel alcancar um
namero celular de alta significancia para os experimentos de condrogénese.

Apés a 42 passagem em cultura das CTs de ambas as fontes, foi possivel
comprovar o potencial de diferenciacdo nas trés linhagens mesenquimais:
adipogénica, condrogénica e osteogénica, atendendo ao segundo critério do
consenso (25), o qual propde que para se caracterizar células tronco como
pluripotentes € necessario demonstrar o potencial de diferenciacdo nessas trés
linhagens. As CT de LAh, assim como as de TAh apresentaram producao de matriz
em grande quatidade na diferenciacdo das trés linhagens, que pbéde ser observada
pelas coloracbes especificas aplicadas, sendo vistas em diferentes tons de laranja
as vesiculas de gordura no interior das células diferenciadas em adipécitos e
coradas por Oil Red O. Na diferenciacao condrogénica a intensa producéao de matriz
foi corada em azul pela coloracdo de Alcian Blue comprovando a presenca de

proteoglicanos. Na osteogénese a matriz formada foi corada em vermelho pela
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coloracdo de Vermelho de Alizarina evidenciando presengca de calcio em
quantidades significativas.

Apés os resultados significativamente positivos de caracterizagdo e seguindo
para a aplicacdo das CTs no scaffold QX, baseado nos resultados de MTT obtidos
por Zuliani (38) observou-se uma maior sensibildiade das CT de TAh em relacdo ao
suporte e mesmo apods os 7 dias de lavagem estabelecidos houve uma perda
celular, diferente das CT de LAh, que apresentaram uma reducao de 100% de morte
celular. Partindo dessa informagdo, soube-se que mesmo padronizando a
quantidade celular inserida nos scaffolds para diferenciagdo condrogénica, a maior
porcentagem de morte celular das CT de TAh diminuiria quali e quantitativamente a
condrogénse.

Acredita-se que ao inserir as CTs nos suporte por meio de seringas de 1ml
simultaneamente formando microporos no suporte, potencializou a interacao celular
no suporte consequentemente auxiliou na condrogénese. Sabe-se que no processo
natural de condrogénese na embriogénese, as células se proliferam e condensam-
se para dar inicio a diferenciagdo celular (10, 50). Acredita-se que os poros do
suporte permitiram a interagcdo celular e aumento de passagem de nutrientes
facilitando essa proliferacdo celular como visto apés os 21 dias de -cultivo,
observando-se a olho nu agregado celular, além de proliferarem, as CTs de ambas
as fontes sofreram condensacao celular.

Os resultados obtidos na MEV assemelharam-se aos de Westin (36),
apresentando ades&o e crescimento celular, assim como producdo de fibras
colagenas, indicando a diferenciagdo em condrécitos das CTs de ambas as fontes.
As imagens confirmaram a menor afinidade das CTs de TAh com o suporte,
observando-se uma populagdo celular dispersa pelo suporte e uma formagéo de
fibras mais frouxas, comparada a uma maior condensacao celular e fibras mais
definidas observadas na MEV de LAh. Da mesma forma ocorreu com o0 grupo sem
estimulo de TGF-B3, apresentando pouca celularidade e pouca ou nenhuma
formacao das fibras, observadas no grupo estimulado. Acredita-se que as fibras
observadas seriam fibras de colageno. Em relagédo a diferenciagao celular, a técnica
de histologia apresentou resultados muito semelhantes confirmando a condrogénese
de CTs de ambas as fontes, como observadas em todas as coloracbes utilizadas,
indicando a presenca de proteoglicanos e colageno. A maior diferenca que pdde ser
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observada nos resultados dessa técnica foi em relacdo ao grupo estimulado com
TGF-B3 e o grupo sem estimulo. Na condrogénese sob estimulo de TGF- B3 foi
possivel observar alta condensacao celular e abundante producdo de matriz
extracelular, enquanto o grupo sem estimulo apresentou apenas o inicio de uma
condensacao celular e escassez ou auséncia de matriz extracelular. O TGF- B3 esta
presente na condrogénese in vivo e é um fator de crescimento determinante para
que o processo ocorra de forma eficiente (51, 52). Além de promover a condensacgéo
das células-tronco mesenquimais, esta presente apds a diferenciagdo, impedindo a
hipertrofia dos condrécitos formados. Esse dado permite comprovar a influéncia do
estimulo utilizado e inferir que a auséncia do mesmo nao impede a diferenciacao
celular, mas essa ocorre de forma tardia sendo necessario mais dias de cultura para
ocorrer uma producgéo significativa de matriz condrogénica. A diferenciacdo mesmo
sem estimulo pode ser explicada pela alta concentragcdo de células injetadas
conjuntamente, mimetizando no scaffold a condensagcdao da condrogénese que

ocorre no desenvolvimento embriogénico (53, 54).

Na imunohistoquimica, a condrogénese de CTs de ambas as fontes foi
confirmada pela positividade para colageno Il e agrecano. Os resultados observados
com as CTs de LAh mostraram uma maior condensacao celular e maior producéo de
matriz quando comparados com os de CTs do TAh. No entanto ndo é possivel
ignorar que durante a realizagdo da técnica observou-se uma menor resisténcia das
amostras provindas do TAh as etapas do processo, de modo que no final da técnica
todo o material presente na lamina, em alguns experimentos, havia se perdido,

dificultando a obtenc&o dos resultados e uma comparagao mais fidedigna.

Pela imunofluorescéncia foi confirmada a diferenciacdo condrogénica das CTs
de ambas as fontes com marcacao positiva de colageno Il, sendo visualizada
intensa producdo de matriz espalhada ao redor de aglomerados celulares. A
condrogénese a partir de LAh apresentou maior condensacado celular quando
comparadas a de TAh, células menores acreditando-se ser devido a atrofia celular
semelhantemente como ocorre na maturacdo dos condrécitos in vivo para a
formacao da cartilagem hialina (55). A matriz formada também se mostrou mais

condensada e em maior quantidade.
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Importante salientar a dificuldade das técnicas histolégicas em relagdo a
sensibilidade do material células/scafffold ao manuseio, ocasionando perda dos
cortes histologicos durante o processamento. Dificuldade essa também citada em
trabalho de diferenciacao de CTs de polpa dentaria utilizando também o suporte de
quitosana e xantana (36), descrevendo os procedimentos de -caracterizagcao
utilizados como relativamente grosseiros para a estrutra do scaffold.Destaca-se a
escassez na literatura de trabalhos com células-tronco de liquido amniético humano
que possam ser utilizados na comparagdo com os achados do corrente estudo. No
entanto, com os resultados obtidos até o momento pode-se afirmar que foi possivel
0 manuseio dessas células sem a perda de suas propriedades. Houve diferenciacao
condrogénica das CTs de LAh que mantiveram-se estaveis tanto em cultura quanto
no scaffold. Da mesma forma as CT de TAh apresentaram estabilidade em cultura e
foram capazes de promover a condrogénese, mesmo se tratando de células-tronco
adultas e, pelo menos nos estudos morfoldgicos aqui realizados, houve uma menor
interacdo com o scaffold. Inicialmente acreditou-se que este seria 0 aspecto negativo
mais relevante, entretanto ndo se pode desprezar o fato de que a fonte de CT do
TAh foi de gordura obtida de lipoaspirados de pacientes obesos e é sabido que a
obesidade € um estado de inflamacao cronica de baixo grau (56, 57) e que o tecido
adiposo secreta adipocinas, tais como leptina, adiponectina, resistina e outras, que
podem mimetizar molecularmente citocinas inflamatérias que eventualmente
interfeririam na capacidade de adesdo ao scaffold, uma vez que as CT de TAh
ficaram expostas a esses estimulos por um tempo desconhecido o que poderia té-
las modificado, entretanto esta hipdtese nao foi aqui estudada e para melhor
esclarecer essa possibilidade, mais estudos sdo necessarios para comprovar a

hipbtese.

Assim neste estudo observamos que tanto as CTs de LAh, quanto as do TAh
foram eficazes na condrogénese quando colocadas em scaffolds de quitosana e
xantana quando estimuladas com TGF-33.
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CONCLUSAO

Os estudos aqui realizados resultaram na caracterizagdo bem-sucedida das

células-tronco de LAh e TAh diferenciadas no scaffold de quitosana e xantana.

Pode-se concluir assim que:

1)

Houve diferenciagdo condrogénica das CTs de ambas as fontes de obtencao
utilizadas;

O estimulo TGF-B3 mostrou-se eficaz, potencializando a diferenciagéo celular;
O scaffold QX foi capaz de mediar a condrogénese das CTs de ambas as
fontes;

As CTs de LAh apresentaram maior afinidade ao scaffold e,
consequentemente, resultados mais promissores, visando uma aplicagao in
Vivo;

O scaffold pode ter sido um interferente para obtencdo de resultados
quantitativos significativos por meio das técnicas de analises escolhidas, devido

sua composicao.
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7. PLANEJAMENTOS FUTUROS

Para reforcar os resultados da diferenciacdo condrogénica formada pelas
células-tronco de ambas as fontes sugere-se:

¢ Quantificagédo por softwares de imagem
e A quantificagdo génica de genes especificos da cartilagem articular hialina,
como SOX-9, COL-2 e Agrecano (ACAN)

e Aplicagéo dos condrdcitos diferenciados nos scaffolds in vivo.
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