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RESUMO

DA SILVA, Isis Cértes Teixeira. Engenharia de cartilagem a partir de esferoides de
células-tronco/estromais de tecido adiposo humano. Duque de Caxias, 2017.
Dissertacao (Mestrado em Biomedicina Translacional) — Programa de Pés-Graduagao
em Biomedicina Translacional, Universidade do Grande Rio, Duque de Caxias, 2017.

O presente estudo propde desenvolver uma metodologia para produgao de
esferoides de células-tronco/estromais de tecido adiposo humano (ASC), a partir da
automontagem de células em sistema livre de arcabougo passivel de escalomento,
induzidos para via condrogénica. As ASC foram obtidas de amostras de lipoaspirado.
Para producao dos esferoides as ASC foram semeadas na superficie ndo aderente da
agarose micromoldada e apdés 24 horas os esferoides ja apresentaram completa
compactacao. Os esferoides foram mantidos in vitro durante 21 dias em meio de cultura
normal ou em meio de indugéo condrogénica, contendo TGF- B3 (fator de crescimento
transformante) e dexametasona. A avaliacdo da viabilidade celular revelou que as
células dos esferoides de ASC e os esferoides de ASC induzidos para via condrogénica
apresentaram cerca de 90% de viabilidade. A analise da esfericidade dos esferoides
apo6s 21 dias de cultivo mostrou uma variagao relativamente baixa entre os didmetros
maior e menor. Os esferdides de ASC induzidos apresentaram maior secrecao de
fatores da familia TGF-f3, envolvidos na via de diferenciagao condrogénica. A secregéao
de interleucinas, IL-6 e IL-8, foi similar para ambas as condigdes, com decaimento ao
longo dos 21 dias de cultivo. Os esferoides de ASC induzidos apresentaram aumento
progressivo dos master genes de diferenciagdo condrogénica - Sox5, Sox6 e Sox9. A
analise de imunohistoquimica revelou a presenca de N-caderina, colageno Il e VI,
agrecana e sulfato de condroitina e vimentina. Para formagdo de um construido para
entrega de células, os sferoides de ASC induzidos foram associados as nanofibras de
policaprolactona (PCL). O implante do construido na regidao subcuténea de
camundongos revelou que os esferoides de ASC induzidos permaneceram retidos no
mesmo local apds 28 dias e com resposta inflamatéria moderada. As analises para
confirmar o fenodtipo condrocitico dos esferoides implantados ainda serao realizadas.
Portanto, concluimos que foi possivel produzir esferoides de ASC com alta viabilidade
celular, com homegeneidade no tamanho e esfericidade estaveis ao longo de 21 dias e
a diferenciagao condrogénica foi confirmada ao longo da cinética de indugdo. Com base
nos resultados, os esferoides de ASC apresentaram-se promissores para aplicagao no

campo da engenharia de tecidos.

Palavras-chaves: Tecido adiposo, condrogénese, esferoides, cartilagem, célula-tronco.



ABSTRACT

DA SILVA, Isis Cortes Teixeira. Cartilage engineering from spheroids of human
adipose-derived stromal/stem cells. Duque de Caxias, 2017. Dissertagcao (Mestrado
em Biomedicina Translacional) — Programa de Pods-Graduagédo em Biomedicina
Translacional, Universidade do Grande Rio, Duque de Caxias, 2017.

The present study proposes to develop a methodology for the production of
spheroids from human adipose-derived stromal/stem cells (ASC), from of the self-
assembly of cells in scaffolf-free system that is amenable to scaling, induced to the
chondrogenic pathway. ASCs were obtained from liposuction samples. For the
production of spheroids of the ASCs were seeded on the nonadherent surface of the
micromolded agarose and after 24 hours the spheroids already presented complete
compaction. The spheroids were maintained in vitro for 21 days in normal culture
medium or in chondrogenic induction medium containing TGF-3 (transforming growth
factor) and dexamethasone. The evaluation of cell viability revealed that the cells from
ASC spheroid and induced ASC spheroids to the chondrogenic pathway presented about
90% viability. The analysis of the sphericity of the spheroids after 21 days of cultivation
showed a relatively low variation between the largest and smallest diameter. The induced
ASC spheroids presented higher secretion of TGF-B family factors, involved in the
chondrogenic differentiation pathway. The secretion of interleukins, IL-6 and IL-8, was
similar for both conditions, with decay throughout the 21 days of culture. The induced
ASC spheroids showed progressive increase of master genes of chondrogenic
differentiation - Sox5, Sox6 and Sox9. Immunohistochemical analysis revealed the
presence of N-cadherin, collagen Il and VI, aggrecan and chondroitin sulfate and
vimentin. For formation of a construct for cell delivery, the induced ASC spheroids were
associated with polycaprolactone (PCL) nanofibers. The implant of the built in
subcutaneous region of mice revealed that the induced ASC spheroids remained
retained in the same place after 28 days and with moderate inflammatory response. As
analyzes to confirm the chondrocyte phenotype of the implanted spheroids will still be
performed.. Therefore, we conclude that it was possible to produce ASC spheroids with
high cell viability, with homogeneity in size and sphericity stable over 21 days, and
chondrogenic differentiation was confirmed throughout the induction kinetics. Based on
the results, the ASC spheroids were promising for application in the field of tissue

engineering.

Keyworks: Adipose tissue, chondrogenesis, spheroids, cartilage, stem cell.
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1. INTRODUGAO

A cartilagem articular em individuos adultos possui um limitado potencial de
regeneragcdo e seus defeitos frequentemente progridem para osteoartrite. A
osteoartrite trata-se de uma enfermidade multifatorial, que afeta diversas estruturas
no ambiente articular (Litwic et al., 2013; Martel-Pelletier, et al., 2016). Desta forma,
tem sido cada vez mais requerido alternativas que visem regenerar tecidos
danificados de maneira funcional. A engenharia de tecidos tem sido um campo de
grande interesse, visto que apresenta potencial para melhorar a terapia da cartilagem
articular, uma vez que visa reparar, regenerar e/ou melhorar a funcionalidade da
cartilagem articular lesada (Liu et al., 2017).

Os condrécitos configuram a principal fonte de células utilizada em engenharia
de cartilagem, sendo normalmente isoladas do tecido de cartilagem articular. Essas
células tém sido amplamente utilizadas para tratamento de defeitos na cartilagem
(Phulle et al., 2016). No entanto, os condrdcitos sao derivados de uma fonte de células
em comum, as células-tronco mesenquimais (MSC, do inglés Mesenchymal Stem
Cell) (Caplan et al., 1991), e diferente dos condrdcitos adulto, as MSC podem ser
facilmente obtidas e encontradas em diversos tecidos no organismo adulto (Kobolak
et a., 2016).

Neste contexto, as MSC tém sido consideradas como uma importante
ferramenta no campo da engenharia de tecidos e medicina regenerativa,
principalmente, devido seu potencial em se diferenciar em multiplas linhagens (Zuk et
al.,, 2002). Além disso, as MSC tém sido descritas como capazes de secretar
moléculas com agao bioativa que estdo envolvidas, principalmente, em processos de
reparo tecidual (Gnecchi et al., 2008). Tais moléculas estdo presentes em diversas
etapas biolégicas fundamentais para aplicagdo em protocolos no campo de
regeneracgao tecidual, incluindo proliferagdo celular, diferenciacdo, sinalizagao,

adesao (Tran e Damaser, 2014).

1.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As MSC podem ser isoladas de uma variedade de tecidos, como medula dssea
(Pittenger et al., 1999), membrana sinovial (De Bari et al., 2001a), periosteo (Nakahara

et al., 1991; De Bari et al., 2001), osso (Sottile et al., 2002), musculo (Mastrogiacomo
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et al., 2005), tecido adiposo (Zuk et al., 2001; Baptista et al., 2009), corddo umbilical
humano (Sarugaser et al., 2004). As MSC tornaram-se uma potencial fonte de células
para estratégias terapéuticas, principalmente devido a sua capacidade intrinseca de
se auto renovar em um estado indiferenciado, ou seja, sdo capazes de gerar cépias
idénticas de si mesmas através da divisdo mitética, que pode ocorrer durante toda
vida do organismo adulto. Além disso, sdo capazes de se diferenciar em um ou mais
tipos de células especializadas no organismo adulto dependendo do seu potencial de
diferenciacao (Kolf et al., 2007) (Figura 1A).

No entanto, € fundamental considerar que as MSC de diferentes tecidos néo
sao necessariamente idénticas e podem apresentar diferencas funcionais distintas
(Strioga et al., 2012; Wegmeyer et al., 2013), ou seja, as caracteristicas celulares das
MSC vao depender do seu tecido de origem. Desta forma, diferentes fontes de MSC
requerem protocolos especificos para se diferenciarem em determinados tipos
celulares.

Além das diferentes caracteristicas das MSC observadas entre as diversas
fontes de tecidos, estudos indicam que as MSC da mesma fonte de tecido também
representam uma mistura heterogénea de células-tronco multipotentes, visto que essa
diferenca também pode ocorrer dentro da populagcdo de MSC (Muraglia et al., 2000;
Bianco et al., 2001; Baksh et al., 2004). Essa heterogeneidade de MSC esta
principalmente relacionada com a presenga de células em diferentes estagios de
diferenciacao. Portanto, as MSC da mesma fonte de tecido possuem diferentes
potenciais para diferenciarem em multiplas linhagens, podendo se diferenciar em até
quatro tipos celulares distintos (Baksh et al., 2004) (Figura 1B).

Desta forma, as MSC sao definidas como sendo uma populacéo heterogénea
de células multipotentes capazes de se diferenciarem em diferentes tipos celulares de
linhagens mesodermais, tais como adipécitos, ostedcitos, fibroblastos e condrdcitos
tanto in vitro como in vivo (Zvaifler et al., 2000; Campagnoli et al., 2001; Erices et al.,
2000) (Figura 1A).
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Figura 1. Diferenciagao de MSC. As MSC sao capazes de se diferenciar em distintos tipos
de células da linhagem mesodermal e além disso possuem o potencial de se auto renovarem
e quando expostas a um determinado ambiente essas células sao estimuladas a se
comprometerem com uma determinada via de diferenciacao (A). Modelo proposto, alternativo
ao modelo de diferenciagdo das MSC, que relata que a MSC apresenta uma populacao
heterogénea de células com diferentes potenciais de diferenciagao (B) (Baksh et al., 2004).

/

Proliferagao

Estudos tém mostrado que MSC derivadas do tecido adiposo configuram uma
atrativa fonte de células para engenharia de cartilagem in vitro e in vivo (Zuk et al.,
2001; Zuk et al., 2002; Gimble et al., 2003; Im, 2005; Jin et al., 2007; Zhu et al., 2008).
Porém, apesar das MSC de tecido adiposo ja ter sido utilizada em varios ensaios
clinicos (Gir et al., 2012; Feisst et al., 2015), poucos utilizam a abordagem da

engenharia de tecidos.

1.1.2 Tecido adiposo branco subcutaneo como fonte de MSC

O tecido adiposo branco (TAB) subcutaneo é derivado do mesénquima e
apresenta um suporte estromal que pode ser facilmente isolado para manipulagao in
vitro. O TAB é composto por adipécitos maduros uniloculares e por uma fracao
estromal-vascular (SVF, do inglés Stromal-Vascular Fraction) (Trayhurn et al., 2007).
Essas duas grandes fragdes podem ser fisicamente separadas apods centrifugacao do
tecido digerido com colagenase, visto que a fragcdo dos adipdcitos fica flutuante
(Rodbell et al., 1964) e as células da SVF se sedimentam (Cousin et al., 2006).

A SVF do TAB subcutédneo € composta por uma mistura heterogénea de
células, como progenitoras endoteliais, fibroblastos, células sanguineas, macrofagos,
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pré-adipocitos e MSC (Peterson et al., 2005; Corselli et al., 2010; Gimble et al., 2011).
Portanto, a SVF pode ser separada em dois compartimentos distintos, um estromal e
um hematopoético (Cousin et al, 2006; Baptista et al, 2007).

A selecdo das MSC e das demais células da SVF, ocorre por aderéncia ao
plastico. As células aderentes da SVF do tecido adiposo subcutaneo, durante muito
tempo, foram denominadas como sendo MSC. No entanto, como relatado
anteriormente, as MSC possuem caracteristicas intrinsecas que sao determinadas
pelo seu local de origem. Desta forma, a Federagao Internacional de Terapéutica de
Tecido Adiposo (IFATS, do inglés International Federation for Adipose Therapeutics)
e a Sociedade internacional para Terapia Celular (ISCT, do inglés International Society
for Cellular Therapy) estabeleceram uma nomenclatura para as células aderentes da
SVF de tecido adiposo, a qual passou a ser denominada como ASC (Adipose-Derived
Stromal/Stem Cells, Células-Tronco/Estromais Derivadas de Tecido Adiposo) (Bourin
et al, 2013). Portanto, ficou determinado que toda populagédo de células estromais
isoladas da SVF do tecido adiposo que fossem aderentes ao plastico seriam
nomeadas como ASC.

O TAB subcutaneo € capaz de se expandir ao longo da vida adulta. Essa
dindmica observada no TAB é mediada pela presenca de células vasculares e nao-
vasculares, como as ASC, que detém a capacidade de se diferenciar e conduzir o
aumento do tecido (Strem et al, 2005).

Estudos tém documentado que 1 grama de TAB pode render cerca de 2x10°
células, sendo 10% referente as ASC (Aust et al., 2004; Oedayrajsingh-Varma et al.,
2006; Zhu et al., 2008; Baptista et al., 2009). Por outro lado, aspirados da medula
ossea rendem, em média, 6 x 10° células nucleadas/mL e obtém-se apenas 0,001 a
0,01% de MSC (Pittenger et al., 1999). Além disso, foi encontrado 10 vezes mais
unidades formadoras de col6nias (CFU-F, do inglés colony-forming unit-fibroblasts,)
de ASC quando comparado com MSC de medula 6ssea (Zhu et al., 2012). Outro
beneficio das ASC é a potencial fonte de células tronco/estromal autélogas que pode
ser facilmente obtida a partir de depdsitos de tecido adiposo subcutaneo, através, por
exemplo, de procedimentos de lipoaspiragdo, que € uma técnica minimamente
invasiva (Zuk et al., 2001). Desta forma, as ASC tém sido proposta como uma

alternativa a utilizacao das MSC de medula dssea para aplicagdes clinicas.



Além disso, a ISCT e IFATS estabeleceram alguns critérios para a
caracterizagdo das ASC. Os critérios propostos sao: (1) aderéncia a plastico, (2)
expressar um padrao de perfil imunofenotipico e (3) multipotencialidade para as
linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica (Bourin et al., 2013).

As ASC, assim como as MSC, também representam uma populacao celular
heterogénea (Zuk et al., 2002; Baer e Geiger, 2012, Baer et al., 2014). Noer e
colaboradores (2006) e Schellenberg e colaboradores (2011) mostraram essa
heterogeneidade dentro da populagdo de ASC. Desta forma, ndo existe um marcador
de superficie unico para ASC. Porém, ja foi relatado que estas células compartilham
alguns marcadores de superficie das MSC. O perfil de marcacéo estabelecido pela
ISCT e IFATS inclui marcadores primarios positivos (com mais de 80%) - CD90 (Thy-
1), CD105 (endoglina), CD73 (ecto-5-nucleotidase), CD44 (receptor de acido
hialurénico), CD29 (B1-integrina), CD13 (aminopeptidase-N), CD146 (molécula de
adesao celular do melanoma) — marcadores secundarios positivos - CD10
(neprilisina), CD26 (dipeptidil peptidase-4), CD48d (a4-integrina), CD49e (a5-
integrina), CD36 (Translocase de acido graxo) - € marcadores primarios negativos
(menos que 2%) - CD31 (Molécula de adesao de células endoteliais de plaquetas),
CD45 (leucécito relacionado ao antigeno-antigeno D) e marcadores secundarios
negativos - CD3 (co-receptor de célula T), CD11b (a6-integrina), CD49F (aM-
integrina) e CD106 (proteina de adesao celular vascular 1 (VCAM-1). Ja a expressao
do CD34 é compartilhada com progenitores endoteliais e sua presenga na populagéo
de ASC vai depender do cultivo celular (Bourin et al., 2013).

Apesar do estabelecimento de um padrédo para os marcadores de superficie,
pode ocorrer variagdes principalmente devido ao método de cultivo, ao numero de
passagem, bem como a padronizagao do isolamento. Estudos mostraram que a
expressdo de CD34 apresenta marcacgéo positiva durante as primeiras passagens,
seguido de um decaimento da expressao ao longo das passagens (Baptista, 2008;
Baer et al., 2014, Tsuiji, et al., 2014). Além disso, foi relatado que o perfil de marcagao
também pode apresentar variagao no cultivo 2D quando comparado com o cultivo 3D
ou o encontrado in vivo (Gimble et al., 2011).

Diversos estudos tém demonstrado a plasticidade das ASC, que apresenta
potencial de diferenciagao para as linhagens adipogénica, osteogénica, condrogénica
e miogénica (Zuk et al., 2001; Mizuno et al., 2002; Zuk et al., 2002; Gimble e Guilak,
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2003A; Gimble e Guilak, 2003B; Jack et al., 2005; Strem et al., Fraser et al., 2006;
Rodriguez et al., 2006; Lee et al., 2006; Baptista et al., 2009; Baptista et al., 2013). No
entanto, o uso clinico de ASC como produto engenheirado requer extensa

caracterizagao tanto in vitro como in vivo para assegurar a sua multipotencialidade.

1.2 DIFERENCIACAO CONDROGENICA

A condrogénese € uma etapa primordial do desenvolvimento esquelético no
periodo embrionario. Nesse processo as células mesenquimais se condensam
(Thorogood e Hinchliffe, 1975), formando aglomerados de células, que é propiciado
através da expressao de moléculas de adesao (Hall e Miyake, 2000), como a N-
caderina (DeLise et al., 2000, Youssef et al., 2011). Esse processo é seguido da
diferenciacao e maturacao das células, onde as células mesenquimais localizadas no
centro da condensacéo celular se diferenciam em condrdcitos e as células da periferia
formam o pericondrio (Caplan and Pechak, 1987). A proliferacdo dos condrdcitos e
intensa produgao de matriz leva ao aumento da cartilagem. Os condrécitos localizados
no centro do molde da cartilagem param de proliferar, sofrem hipertrofia e passam
entdo a secretar colageno do tipo X (Poole, 1991).

Condrécitos hipertroficos estdo envolvidos principalmente com a produgao de
matriz mineralizada e com a secrec¢ao de fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF, do inglés Vascular Endothelial Growth Factor), que atua de maneira a atrair
vasos sanguineos (Ferrara et al., 2003). A secrecéo do VEGF desencadeia a invaséo
de capilares sanguineos, que induz a apoptose dos condrécitos hipertroficos. A
invasao vascular também propicia uma porta de entrada para osteoprogenitores, que
se diferenciam em osteoblastos e estabelecem o centro de ossificagdo primaria com
o intuito de gerar o osso trabecular (Maes et al., 2010). Por fim, a matriz cartilaginosa
gerada pelos condrdcitos passa a ser utilizada como molde para os osteoblastos e
para 0s vasos sanguineos que invadiram o molde de cartilagem com o intuito de

estabelecer uma matriz 0ssea a partir deste arcabougo (Cancedda, 1995) (Figura 2).
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Figura 2. Diferenciagcao temporal da condrogénese. Células mesenquimais se agregam e
sofrem condensagao (A). As células condensadas diferenciam-se em condrécitos (B). Os
condrécitos localizados no centro da condensacao param a proliferagdo e assumem um
fendtipo hipertréfico (C). As células adjacentes aos condroécitos hipertroficos tornam-se
osteoblastos, formando um colar de osso (co). Condrdcitos hipertréficos atraem os vasos
sanguineos, produzem matriz mineralizada e posteriormente entram em apoptose (D).
Osteoblastos acompanham a invasao vascular e formam a camada esponjosa primaria (ep)
(E). O osso é alongado pela proliferagdo dos condrocitos. Os osteoblastos atuam como
precursores do osso trabecular (F). Na extremidade do osso, o centro de ossificagéo
secundaria (cos) € formado devido a hipertrofia dos condrocitos, invasao vascular e atividade
osteoblastica. A placa de crescimento localizada abaixo do centro secundario de ossificagcao
forma colunas ordenadas de condrécitos em intensa atividade de proliferagdo (col). Medula
hematopoética (hm) (G) (Henry M. Kronenberg, 2003).

Interessantemente, os condrécitos da cartilagem articular mantém seu fenétipo

e nao se diferenciam em condrécitos hipertroficos, exceto em condi¢des patologicas
(Kawaguchi et al., 2008; Brondello et al., 2010; Steck et al., 2009; Chen et al., 2013).
Assim, enquanto os condrécitos que compdem a placa de crescimento da ossificagao
endocondral apresentam-se completamente dinamicos e transitorios, os condroécitos
da cartilagem articular parecem apresentar um caminho de diferenciagdo mais
conservador. Tem sido sugerido a possibilidade da existéncia de subpopulacao de
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células progenitoras com diferentes origens e destino de desenvolvimento (Dy et al.,
2012; Kan et al., 2013).

As células condroprogenitoras podem apresentar origens distintas devido sua
localizacdo embrionaria. As células da crista neural podem se diferenciar em
progenitores osteocondral e posteriormente em células condroprogenitoras que darao
origem a cartilagem craniofacial como a cartilagem condilar mandibular (hialina,
fibrocartilagem), cartilagem do septo nasal (hialina) e da orelha externa (elastica). Os
precursores paraxial mesordemal dardo origem as células do esclerétomo e
posteriormente se diferenciam em células condroprogenitoras que originardo a
cartilagem axial, como cartilagem no disco invertebral (fibrocartilagem) e a cartilagem
costal (hialina). Precursores do mesoderma lateral dardo origem as células
mesenquimais e posteriormente as células condroprogenitoras que sera responsavel
pela formagéo da cartilagem apendicular, como cartilagem articular (hialina), menisco
(fibrocartilagem) e tend&o (fibrocartlagem) (Naumann et al., 2002; Revisado por
Somoza et al., 2013).

Logo, € possivel notar que a cartilagem hialina pode ser proveniente de
diferentes origens, sendo sua especificagdo funcional determinada pela sua
localizag&o. Além disso, é sugerido que a cartilagem hialina pode ser influenciada por
sinais fisiologicos, fisicos e mecanicos especificos de diferentes locais. Desta forma,
os fatores ambientais parecem influenciar a determinagdo da cartilagem. Assim, a
classificagdo da cartilagem pode ser determinada por diferengas moleculares e
estruturais (Naumann et al., 2002). Entretanto, detalhes a respeito do controle e
formacgao da cartilagem ainda ndo sdo bem compreendidos. A capacidade das MSC
de seguir na via de diferenciacédo da ossificagcdo endocondral foi confirmada por
diversos autores (Mackie et al., 2007; Ghosh et al., 2009; Wuelling et al., 2010; Long
et al., 2013). Porém, existem muitas duvidas em relag&o a diferenciagdo das MSC em
condroprogenitores. Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de entender
quais mecanismos e fatores sao requeridos para diferenciagcdo das MSC nos diversos

tipos de cartilagem (Figura 3).
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Figura 3. Diferenciagdao de MSC para a via condrogénica. A diferenciacdo condrogénica
da cartilagem transitéria da ossificagdo endocondral apresenta uma sequéncia de eventos ja
bem compreendida. No entanto, conhecimentos a respeito do ambiente requerido para
diferenciagdo de condrdcitos auricular, articular e fibrocondrécitos ainda estdo sendo
estudados (Somoza et al., 2013).

ossificacdo endocondral — cartilagem transitoria

1.2.1 Diferenciagao condrogénica da cartilagem articular

O primeiro indicio da formacgao das articulacdes € o aparecimento de células
mesenquimais compactadas e achatadas nos locais de jungdes. A localizagdo dessas
células foi denominada como interzona, uma vez que elas interrompiam a cartilagem
primaria em regides de jungdes, gerando um intervalo entre as articulagdes. A
interzona origina a camada articular dos ossos longo no organismo adulto e foi
demonstrado que a remogao dessas células localizadas nas extremidades de jungéo
resultou na desestabilizac&o das articulagdes ao longo do tempo (Holder et al., 1977).
Os condrdocitos que se desenvolvem a partir da condensacdo mesenquimal e
participam da ossificacdo endocondral, sdo denominados como transitérios. Como

abordado anteriormente, ainda ndo se sabe se essas células da interzona, que
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originam a cartilagem articular, sdo derivadas de pré-condrocitos locais, ou se ha uma
migracédo de células mesenquimais para o local da articulagdo, ou ainda, se ocorre
uma combinagao das duas populag¢des de células (Pacifici et al., 2000, Archer et al.,
2003).

Em resumo, o desenvolvimento da cartilagem articular tem inicio com a
condensagao mesenquimal, apresentando uma distribuigdo de células homogénea
(Figura 4A) (Holder et al., 1977; Mitrovic et al., 1978; Hinchliffe er al., 1980; DeLise et
al., 2000). Porém, pouco tempo depois torna-se ocupada por um compartimento
intermediario denso com a presencga de células achatadas e bastante compactadas
entre si, sendo este o local da futura articulagdo, e dois outros compartimentos
paralelos um ao outro com as células mais espacadas. A interzona é composta por
células mesenquimais que se organizam através de jungdes do tipo gap (Archer et al.,
2003). No entanto, as células presentes na condensagdo mesenquimal adjacente a
regidao da interzona séo estimuladas a se diferenciarem em condrocitos e a produzirem
matriz cartilaginosa a qualposteriormente utilizada como arcabougo para o esqueleto
(Figura 4B). Posteriormente, os condrdcitos da interzona se organizam em cada
extremidade epifisaria (Figura 4C), e comegam a moldar o local da articulag&o a partir
de processos morfogenéticos (Figura 4D), originando os condrdcitos articulares, bem
como outros componentes da articulagdo, incluindo a capsula sinovial (Figura 4D)
(Pacifici et al., 2000; Pacifici et al., 2006; Decker et al., 2016).

Estudo realizado recentemente relatou que esses compartimentos sao
compostos por células com diferentes fenétipos e destinos e a analise do perfil
transcripcional revelou que as células da articulagdo do joelho de embrido de
camundongos apresentam genes associados com a formagao da articulagdo nas
células que compunham o compartimento intermediario. Enquanto que genes
associados a maturagao da cartilagem, assim como genes relacionados a hipertrofia
foram altamente expressos pelas células situadas nos compartimentos adjacentes
(Jenner et al., 2014). Portanto, ficou evidente que as células do compartimento
intermediario deram origem a cartilagem articular, provavelmente representando as
células da interzona, em contrapartida as células do compartimento externo foram

destinas a ossificacdo endocondral.
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Figura 4. Etapas das principais etapas do desenvolvimento da cartilagem articular.
Condensacao mesenquimal (A). Diferenciacdo das células mesenquimais em um elemento
cartilaginoso initerrupto e empilhamento das células com uma morfologia mais achatada no
local da interzona (B). Formacgao da interzona (C). Diferenciagao interzonal em uma camada
intermediaria e duas camadas condrogénicas. A interzona e o seu tecido cartilaginoso
epifisario adjacente moldam a articulagdo em uma configuragao tridimensional requerida a
partir de um processo morfogenético (D). Desenvolvimento dos condrécitos com todos os
componentes requeridos para uma articulagdo madura, tais como a cartilagem articular e
capsula (E). Pacifici et al., 2006.

A cartilagem articular madura apresenta-se organizada em zonas, que é
dividida em uma camada superficial, uma camada intermediaria e uma camada
profunda. Essas distingdes entre as zonas sao avaliadas em termo de organizagao e
tamanho celular, orientagdo das fibras de colageno, forma e fungdo da célula, bem
como a composi¢ao da matriz extracelular (Buckwalter et al., 1998; Hasler et al., 1999;
Mankin et al., 2000). A zona superficial da cartilagem madura consiste em células com
tamanho pequeno com morfologia alongada inseridas dentro de uma fina camada de
matriz extracelular composta principalmente por colageno do tipo Il. Onde as fibras
apresentam-se paralelas a superficie articular e apresenta baixo conteudo de
proteoglicanos, essa composigao garante a elevada rigidez e capacidade de distribuir
a carga recebida sobre a superficie e, portanto, proteger as camadas mais profundas.

A zona intermediaria € composta por condrdcitos grandes com morfologia
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arredondada e, na maioria das vezes, apresentam-se organizados em colunas. Esses
condrocitos também produzem moléculas de matriz da cartilagem, tais como colageno
do tipo Il e agrecana. No entanto, nesta zona, as fibras de colageno apresentam-se
dispostas aleatoriamente. Essa camada tem como fungédo de garantir a resisténcia
biomecanica do tecido gragas a elevada concentragao de proteoglicanos (Hunziker et
al., 1992; Marcel et al., 1992). Os condrdcitos da zona profunda apresentam-se
maiores e dispostos perpendicularmente a superficie articular, desencadeando maior
resisténcia as forcas compressivas e estdo em contato direto com o osso subjacente
(Hunziker et al., 1997; Huber et al., 2000; Pearle et al., 2004; Onyekwelu et al., 2009;
Rebekah et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 5. Morfologia da cartilagem articular associadas a suas propriedades mecénicas.
Scott et al., 2015.
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1.3 REGULADORES TRANSCRIPCIONAIS NA DIFERENCIACAO
CONDROGENICA

Decodificar os mecanismos celulares e moleculares que direcionam a
condrogénese é um pré-requisito para decifrar as causas de varios tipos de doencgas
que acometem os seres humanos e gerar conhecimento para desenvolvimento de
tratamentos. Uma dessas doencas € a condrodisplasia que é desencadeada por
malformacao esquelética e pode ser letal no periodo perinatal ou resultar em nanismo
(Bonafe et al, 2015). Em contrapartida, a osteoartrite & caracterizada pela
degeneracgao progressiva da cartilagem articular (Allen et al., 2015).

Como abordado anteriormente, embora a cartilagem das placas de crescimento
apresentarem-se em constante alteracdo durante o crescimento fetal e pds-natal a
cartilagem articular apresenta remodelagédo bastante limitada no organismo adulto.
Isso ocorre pois os destinos de diferenciacdo dos condrocitos sédo influenciados por
muitos fatores regulatérios. Todos os tipos de células co-expressam milhares de
genes ubiquos e centenas de genes especificos de uma determinada via de
diferenciagdo. Muitos estudos sao realizados com o intuito de compreender esses
programas de transcrigdo que dirigem a especificidade de cada tipo celular. Ha trés
décadas atras a expressao do fator de transcricdo MyoD mostrou-se suficiente para
diferenciar células-tronco mesenquimais em mioblastos (Lassar et al., 1986). A partir
desta decoberta surgiu o pensamento de que o comprometimento de uma célula para
determinada via diferenciagéo é dirigido por um fator de transcricdo mestre (master
transcription factors) que garante que a célula seja direcionada para se diferenciar em
um tipo celular especifico. Posteriormente, a presenga do Runx2 (Runt-related
transcription factor 2) foi identificada como sendo o fator transcrigdo mestre para
diferenciacado osteogénica (Komori et al., 1997; Takeda et al., 2001; Yoshida et al.,
2004).

O fator de transcricdo mestre da condrogénese veio a luz com a decoberta de
mutacdes heterozigotas dentro e ao redor do locus genético do Sox9 que causam a
sindrome da malformagao do esqueleto humano, que € denominada como Displasia
Campomélica. A decoberta da doenga foi um marco para mostrar que a expressao de

Sox9 (SRY-(sex determining region Y)-box9) é fundamental para formagao adequada

14



da cartilagem e de outras estruras e desencadeou muitos estudos mostrando sua
importancia na condrogénese (Foster et al.; Wagner et al., 1994).

Embides quiméricos de camundongos derivados de uma mistura de células-
tronco pluripotente Sox9+/+ e Sox9-/- revelou que as quimeras mutadas
negativamente para Sox9 apresentaram-se incapazes de diferenciagao para linhagem
condrogénica. A falha na diferenciacdo condrogénica ocorreu pois a auséncia de Sox9
impossibilitou a condensagado pré-cartilaginosa, desencadeando o deslocamento
dessas células para a periferia da condensag¢ao ou morte celular. Além disso, resultou
em cartilagem mineralizada e zonas de condrocitos hipertroficos. Enquanto que as
células Sox9+/+ apresentaram o processo normal de condensacgéo (Bi et al., 1999;
Akiyama et al., 2002). Curiosamente, apesar do Sox9 ser altamente expresso em toda
placa de crescimento fetal, durante o periodo pds-natal, o Sox9 nao é expresso em
condrocitos hipertroficos, sendo expresso apenas em condrdcitos proliferativos
(Wright, Hargrave et al. 1995; Ng, Wheatley et al. 1997).

Henry e colaboradores mostraram que quando o Sox9 € inativado em
condrdcitos articulares de camundongos adultos Sox97/fAcanCreER ocorre uma
grande perda de proteoglicanos especificos deste tecido cartilaginoso, no entanto,
parece nao afetar a rede de colageno (Henry et al., 2012). A partir dessas evidéncias,
acredita-se que o Sox9 € fundamental para garantir a estabilidade normal da
cartilagem no organismo adulto. E que o drastico decaimento do Sox9 pode contribuir
expressivamente para instabilidade dos condrécitos.

Existem outros reguladores transcripcionais que participam de maneira a
controlar a diferenciagdo condrogénica, como o Bapx1/Nkx3.2 (bagpipe homeobox
homolog 1/NK3 homeobox 2). Interessantemente, a Bapx1/Nkx3.2 atua juntamente
com o Sox9 e sdo capazes de induzir a expressdo um do outro, com papel
fundamental de sustentar a diferenciacédo condrogénica. O Bapx1/Nkx3.2 atua como
um repressor transcricional do principal fator de transcricdo responsavel por
desencadear a hipertrofia de condrdcitos, o Runx2 (fator de transcri¢ado relacionado
ao runt 2). O Bapx1/Nkx3.2 €& um gene expresso durante a diferenciacao
condrégenica, mas é perdido quando os condrdcitos tornam-se hipertroficos (Church
et al., 2005; Provot et al., 2006; Yamashita et al., 2009).

A determinacdo do destino dos condrdcitos, assim como a sua manutencao

também é regulada pelo fator extrinseco Wnt (wingless-type MMTYV integration site
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family)/B-catenina. A sinalizagao via Wnt/Bcatenina é capaz de desencadear a inibigao
da diferenciacdo de condrécitos e também a expressdo do Sox9 (Guo et al., 2004,
Hartamann et al., 2001). A expressao do ligante Wnt &€ observada em torno da
condensagao mesenquimal na condrogénese. No entanto, sua atividade é regulada
negativamente na diferenciacdo condrogénica devido a alta expressdo de Sox9 (Day
et al., 2005). Uma vez que o Sox9 interage com a [B-catenina e promove sua
fosforilagdo e degradagao, prevenindo, portanto, a diferenciagdo osteoblastica ou
hipertréfica dos condrécitos (Ryu et al., 2002; Akiyama et al., 2004; Day et al., 2005;
Akiyama et al., 2008; Topol et al., 2009). Portanto, um dos mecanismos desencadeado
pela expressao de Sox9 para manutencao e diferenciacdo dos condroécitos € a inibigao
da atividade da sinalizagado anticondrogénica causada pela Wnt/Bcatenina. O Sox9
também é capaz de dirigir a repressado de genes que sado expressos em condrécitos
hipertréficos, tais como o colageno do tipo X e VEGFA (Hattori et al., 2010; Leung et
al., 2011).

Durante a diferenciagdo condrogénica o Sox9 dirige a transcrigdo Sox5 e Sox6,
que sao eficientes fatores de transcricdo envolvidos principalmente no estimulo a
expressao de importantes componentes de matriz extracelular, tais como colageno do
tipo Il e agrecana (Lefebvre et al., 1997; Lefebvre et al., 1998; Lefebvre et al., 2001;
Akiyama et al., 2002; Han et al., 2008). O Sox5 e Sox6 apresentam uma estrutura
bastante semelhante e sdo co-expressos juntamente com o Sox9 em condrécitos.
Diferentemente do Sox9, o Sox5 e Sox6 apresentam fungdes bastante similares na
célula (Smits et al., 2001; Dy et al., 2010).

Homo/heterodimeros de Sox5 e Sox6 se ligam fortemente préximo ao Sox9
agindo como intensificadores especificos da cartilagem. O Sox5 e Sox6 ligam-se
preferencialmente a pares de motivos de Sox orientados na mesma direcéo,
potencializando a transativagao atraves do fortalecimento da ligacdo de Sox9 a locais
especificos (Liu et al. 2015). Portanto, as trés proteinas Sox s&o referidas por muitos
autores como trio Sox mestre da condrogénese.

Yang e colaboradores realizaram, recentemente, a transfeccdo de um
retrovirus expressando Sox9 em ASC. A partir deste estudo foi observado o aumento
na produgao de colageno do tipo Il e de proteglicanos (Yang et al., 2011b). A co-
transfeccdo de ASC com o trio Sox induziu a diferenciacdo em células com o fenétipo

condrocitico, tanto in vitro como in vivo (Yang et al., 2011a). Mostrando, portanto, que
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o Sox9 é um fator requerido para garantir a eficiéncia da diferenciagdo condrogénica
a partir de ASC.

1.4 FATORES DE CRESCIMENTO E REGULADORES PARACRINOS NA
DIFERENCIACAO CONDROGENICA

Os fatores de crescimento sao mediadores soluveis prescindiveis para
desencadear processos celulares. As diferentes morfologias e fungdes da cartilagem
ao longo da vida s&o suportadas pelas diferengas na proliferacao e diferenciagao de
condrocitos, fortemente controladas por muitas citocinas e suas vias de sinalizagao
intracelular. Desta forma, o direcionamento das MSC para via condrogénica é
controlada por mecanismos de sinalizacdo. Diversos hormdnios participam deste
processo, como hormdnio de crescimento, glicocorticoide e insulina. Importantes
mediadores soluveis incluem a superfamilia do fator de crescimento transformante-
beta (TGF-B), proteina morfogénica do osso (BMP), Wnts, Indian Hedgehog e fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) (Gao et al., 2013; Pan et al, 2009) (Figura 6).

Etapas da Marcadores de Marcadores Fatores de
diferenciagao Matriz regulatorios crescimento e
extracelular diferenciacdo
Células mesenquimais  co1a1 Sox9, Runx2 @ Shh, TGF-B
condrogénica
3 5 o Ncam1, Tne Sox9, Sox5, Sox6 % TGF-$
Pré-condrdcitos Wnt-3A. Wnt7A
%@ FGF-2,4,8,10
Condrdécito inicial Col2a1, Acan, Crtl Sox$, Sox5, Sox6 O ﬁ BMP-247
IGF-1
Condrdcito colunar Col2a1, Acan, Crti1  Sox9, Sox5, Sox6 CoOCO(®)  FGF-2 FGFR2
Comp, Crtm @@@ BMP-24.7,14
Condrdcito pré- Col2a1, Acan, Crti1 Pthrt, Ihh
hipertréfico Comp, Crtm FGF-18,FGFR-3
BMP-2,7
Condrdcito Col10a1 Runx2, Runx3
hipertroéfico VEGF
FGF-2 FGF-R1
2. s Wnt14/p-catenin
Condrécito Mmp13, Spp1 Runx2, c-Maf
terminal

Figura 6. Fases de diferenciagao condrogénica. Representagdo esquematica dos estagios
da diferenciacdo dos condrocitos e dos fatores transcricido e fatores de crescimento
envolvidos nesta via. Modificado de Lefebvre e Smits (2005).
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A superfamilia TGF-B tem como principal fungdo manter a homeostase da
cartilagem e prevenir a diferenciac&o inapropriada dos condrdcitos. As isoformas de
TGF-B (TGF-p1, TGF-B2 e TGF-B3) sdo capazes de direcionar a diferenciagdo de
MSC para a via condrogénica (Chimal-Monroy et al., 1996; Chimal-Monroy et al., 1997;
Ferguson et al., 2004; Ferguson et al., 2000; Lorda-Diez et al., 2009). A superfamilia
TGF-B tem sido relacionada como uma das principais proteinas envolvidas na
inicializacado da diferenciagao condrogénica, participando desde os primeiros estagios
de direcionamento das MSC em condrécitos. As trés isoformas do TGF- 3 sinalizam
principalmente através do receptor Smad (R-Smad, Receptor regulated Smad)
fosforilados, que por sua vez se combinam a fatores co-transcricripcionais e regulam
a expressao de genes especificos (Feng et al., 1998; Lagna et al., 1996). Além de
direcionar as MSC para linhagem condrogénica, a indugdo com TGF-B inibe a
miogénese, bem como a adipogénese (Kingsley, 1994).

O TGF-f estimula a produgéao de matriz extracelular pelas MSC (Moses et al.,
1996). Sendo considerado um potente indutor da sintese de colageno do tipo Il e de
proteoglicano (Vinatier et al., 2009). Em contrapartida, mantém a expressédo de
colageno tipo | bastante reduzida, revelando, portanto, a tendéncia do TGF-B em
manter o fendtipo da cartilagem hialina de condrdcitos derivados de MSC (Roman-
Blas et al., 2007). Aléem disso, tem sido reportado que o TGF-3 induz a expresséo de
Sox9 (Kawakami et al., 2006) e que o tratamento com TGF- aumenta a viabilidade
de condrécitos diferenciados de MSC de maneira proeminente (Bian et al., 2011)

(Figura 7).
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Figura 7. Esquema proposto de como o TGF-83 atua na condrogénese. TGF-§ ativa o
receptor TBR-I (TGF-f type | receptor) e forma um complexo receptor-ligante, juntamente com
o TRR-II. A ativacdo do TBR-I fosforila a Smad2 e Smad3 intracelular, que por sua vez se
ligam a co-ativadores CBP/p300 a fim de formar um complexo. Esse complexo é transferido
para 0 nucleo e se associa com o Sox9 na regido intensificadora do colageno I,
desencadeando a regulacdo genica. Tang et al., 2009.

O TGF-B1 tem mostrado ser um fator indutor da condensacdo de MSC nos
estagios iniciais da condrogénese em estudos realizados in vitro. Essa indugéo é
desencadeada pela regulagao positiva de N-caderina e fibronectina (Song et al., 2007;
Tuli et al., 2003). Portanto, o TGF-31 inicia o processo de diferenciagdo condrogénica
de MSC (Tuli et al., 2003). Sendo capaz de induzir a expressao de genes importantes
no inicio da diferenciagéo, tais como colageno do tipo Il e agrecana (Zhang et al.,
2004). O TGF-B2 e TGF-B3 parecem ser ainda mais eficazes na condensagao de
MSC, gerando maiores niveis de glicosaminoglicanos (Barry et al., 2001).

Em contrapartida, na cartilagem pds-natal o TGF- atua de maneira a inibir a
diferenciagao hipertréfica de condroécitos. Nessa fase, o TGFB31 age principalmente
como inibidor de diferenciacdo dos condrécitos em estagio inicial de hipertrofia em
explantes sinoviais de bovinos (Shintani et al., 2013). O tratamento com TGF-31
resulta na inibicao de colageno do tipo X, VEGF, MMP13 e ostecalcina (Zhang et al.,
2004). Ja o TGF-B3 inibe a diferenciagdo terminal de condrécitos diferenciados de
MSC (Mueller et al., 2010; Muller e Tuan, 2008). Assim, a superfamilia de TGF-§3 atua
de maneira a induzir a diferenciagado condrogénica desde a condensacéo de MSC até
a diferenciacdo condrogénica, e além disso, reprime a diferenciagao hipertréfica dos

condrécitos (Figura 8).
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Figura 8. Presenca do TGF-8 na cartilagem articular desde o inicio da diferenciagao.
Durante o desenvolvimento da cartilagem o TGF-B promove a condensacao das células
mesenquimais e induz a diferenciacao dos condrécitos. O TGF- mantém os condrécitos em
um estado quiescente, com o intuito de prevenir a proliferagao das céulas e inibir a hipertrofia.
Em contrapartida, o TGF- antagoniza a sinalizagao de BMP para prevenir a calcificagao e
expressao de colageno X e MMP13. Wang et al., 2014.

A capacidade de diferenciagao condrogénica de ASC, in vitro, utilizando fatores
de crescimento da familia TGF- ja foi demostrada por diversos autores (Merceron et
al., 2011; Lin et al., 2005; Ye et al., 2009; Liu et al., 2010; Jung et al., 2009; Mehlhorn
et al., 2009; Jin et al., 2007; Yoon et al., 2012; Erickson et al., 2002). Porém, diversos
estudos tém utilizado outros fatores para compor o meio condrogénico com o intuito
de garantir uma diferenciagéo eficaz, tais como acido ascorbico (Lin et al., 2005; Ye
et al., 2009; Liu et al., 2010; Yoon et al., 2012; Jung et al., 2010), dexametasona
(Erickson et al., 2002; Jung et al., 2010; Merceron et al., 2011; Liu et al., 2010; Jung
et al., 2009) e ITS (insulina, transferrina e selénio) (Mehlhorn et al., 2009; Erickson et
al., 2002; Jung et al., 2010). O glicorticdide dexametasona desempenha um
importante papel no direcionamento da diferenciacdo de MSC em condrdcitos,
principalmente por induzir a expressao de Sox9 (Locker et al., 2004). Além disso, a
dexametasona inibe a proliferacdo dos condrécitos da placa de crescimento pela
inibicdo do horménio do crescimento, impedindo, portanto, a hipertrofia dos
condrécitos (Jux, Leiber et al. 1998).

Lin e colaboradores identificaram uma populagao dentro da SVF do tecido

adiposo que expressam simultaneamente PPRA-y (Peroxisome proliferator-activated
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receptor gama) (gene mestre de diferenciagdo adipogénica) e Runx2. Este estudo
revelou que quando essa populacao de células era diferenciada em adipdcitos o
PPAR-y deslocava-se do citoplasma para o nucleo, enquanto que o Runx2
permanecia no citoplasma. Em contrapartida, o inverso ocorria quando essa
populacdo de células era estimulada para via osteogénica, o Runx2 se deslocou do
citoplasma para o nucleo, enquanto que o PPAR-y permaneceu no citoplasma (Lin et
al.,, 2008). Havendo, portanto, uma interessante relagdo entre os genes, sendo
confirmado por outros autores (Enomotoet et al., Heim et al., 2004; 2004, Backesjo et
al., 2006). Desta forma, quando as ASC perdem seu potencial em se diferenciar para
via adipogénica, e sob estimulos necessarios, sdo capazes de se diferenciar tanto
para via condrogénica, como osteogénica. Uma vez que, apesar do Runx2 ser o
principal gene relacionado com a hipertrofia dos condrécitos e ser o gene mestre da
diferenciacgao osteoblastica, estudos mostram que o Runx2 participa da diferenciacao
inicial da condrogénese, mais precisamente na etapa da condensagdo mesenquimal
(Stricker et al., 2002; Flores et al., 2006) (Figura 6).

No entanto, diversos eventos moleculares estdo envolvidos nessas etapas de
diferenciacado. Desta forma, muitos estudos ainda precisam ser realizados para
entender melhor os mecanismos, bem como os fatores indutores envolvidos nesses
processos de comprometimento com a via condrogénica.

Diversas citocinas proé-inflamatérias tém sido associadas com doencgas
inflamatdrias e degenerativas da articulagdo. A presencga de interleucina (IL)-6 e 8 foi
encontrada em niveis aumentados em fluidos sinoviais e soros de pacientes com
osteoartrite e artrite reumatoide (Kaneko et al., 2000). No entanto, outros autores
demonstram seu envolvimento em mecanismos de regeneragdo através do
recrutamento de MSC enddgena para o local do tecido lesionado. Estudos mostraram
que diversas citocinas sao capazes de desencadear o recrutamento de MSC e induzir
a regeneracéo celular (Sukegawa et al., 2012; Lee et al., 2012). Park e colaboradores
demonstraram que a IL-8 é capaz de reforgar a regeneragao da cartilagem através do
recrutamento de MSC de medula éssea para o local da lesao (Park et al., 2015).

Apesar da IL-6 ser amplamente associada como uma citocina com
propriedades pro-inflamatoria (Smolen et al., 2013), atualmente ja se sabe que a IL-6
também pode exercer uma atividade anti-inflamatdria em certas patologias. Estudo

revelou que, na lesdo pulmonar, a IL-6 enddégena desempenha um papel anti-
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inflamataorio crucial tanto nas respostas agudas locais como em nivel sistémico, onde
atua de maneira a controlar o nivel de citocinas pro-inflamatorias (Xing et al., 1998).
A IL-6 também apresenta atividade anti-inflamatéria em determinadas doencas, tal
como a artrite reumatoide (Smolen et al., 2013).

Portanto, a luz de novos conhecimentos, sabe-se que a atuacéo da IL-6 nao se
restringe somente ao sistema imunoldgico, mas atua também em outros eventos, tais
como, proliferacdo e diferenciagdo de células hematopoiéticas, tumorogenese,
diferenciagao de células neurais (Naka et al., 2002). Portanto, a fung¢ao pré- ou anti-
inflamatdria da IL-6 esta intrinsecamente associada ao ambiente que esta inserido,
bem como o tipo celular e o 6rgao de atuagéao.

A IL-6 produzida pelas MSC age como um fator autocrino/paracrino atuando de
maneira a exercer efeitos proliferativos e antiapopitéticos (Pricola et al., 2009). Além
disso, ja tem sido relatado a influéncia da IL-6 na condrogénese, uma vez que foi
observado que a IL-6 estimula a expressdo de proteinas de matriz do tecido
cartilaginoso (Namba et al., 2009). A adi¢cao de IL-6 em meio condrogénico para
diferenciacdo de MSC revelou aumento na expressao de colageno Il, agrecana e
colageno do tipo X. Interessantemente, as ASC s&o capazes de produzir
constantemente grandes quantidades de IL-6 e IL-8 em condigdes normais, sem a
presenca de nenhum fator estimulador (Banas et al., 2008; Silva et al., 2015). Desta
maneira, a producao de IL-6 por ASC pode aumentar a eficiéncia da diferenciacao
condrogénica.

Muitos estudos buscam compreender melhor quais fatores soluveis podem
estar envolvidos com a diferenciagado condogénica a partir de MSC e em que momento

da diferenciagcao condrogénica estdo envolvidos.

1.5 CARTILAGEM ARTICULAR: COMPOSIGCAO

As superficies de deslizamento da articulacdo sinovial sdo revestidas pela
cartilagem articular, um tipo especializado de cartilagem hialina, que assegura a
eficiéncia mecanica do movimento. Nas condi¢des fisioldgicas a cartilagem articular
proporciona uma superficie lisa e de baixo atrito entre as superficies deslizantes, e é
capaz de suportar forcas intensas e repetitivas, reduzindo assim forgas diretas sobre
0 0sso subcondral (Buckwalter et al., 1990b). Tipicamente, a cartilagem articular é

desprovida de vasos sanguineos, assim esse tecido se desenvolve em um ambiente
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de hipdxia, e essa baixa tensdo de oxigénio mantem-se reduzida por toda a vida.
Desta forma, os condrocitos recebem tanto oxigénio, como nutrigdo por difuséo a partir
do fluido sinovial através do osso subcondral adjacente e da matriz extracelular
(Schenk, 1986).

Os condrécitos sdo bastante especializados e constituem apenas 1-5% do
volume da cartilagem articular, sendo responsaveis pela sintese e manutengao da
matriz extracelular (Chen, 1999). As propriedades biolégicas e mecanicas, na qual a
cartilagem articular é designada, dependem da interagdo entre os condrdcitos e a
matriz extracelular (MEC) que mantém o tecido.

A matriz extracelular determina as propriedades especificas da cartilagem
hialina articular. A composigao fluida, em uma cartilagem normal, representa cerca de
80% do peso total (Mow, 1992). O peso remanescente € composto principalmente por
colagenos (12-21%), proteoglicanos (6-10%) e outras glicoproteinas (2-3,5%)
(Moreira-Teixeira, 2011).

O colageno é a macromolécula estrutural mais abundante da MEC e representa
certa de 60% do peso seco da cartilagem. Sendo o colageno do tipo Il o tipo
predominante, apresentando cerca de 95% de todo colageno da MEC. Na cartilagem
articular, o colageno do tipo |l forma uma rede de colageno com fibras e fibrilas
entrelagcadas a agregados de proteoglicanos. Adicionalmente, o colageno do tipo IX e
Xl ajudam a manter a forma e a estabilizar essa rede de colageno do tipo Il (Fassler
et al., 1994; Li et al., 1995; Nakata et al., 1993; Vikkula et al., 1995). Os colagenos do
tipo VI, Xl, Xll também estao presentes na MEC da cartilagem articular, no entanto,
contribuem em menor proporgao (Eyre, 2002).

Os proteoglicanos sédo essenciais para o funcionamento normal da cartilagem
articular. Sendo esta composta por uma variedade de proteoglicano como agrecana,
decorina, biglicana e fibromodulina. Dentre estes, a agrecana representa o principal e
mais abundante proteoglicano (Knudson et al., 2001). A agrecana é caracterizado por
formar um complexo macromolecular pela sua capacidade de interagir com a
hialurona via glicosaminoglicanos de ligacdo (GAGs), como sulfato de condroitina e
queratina (Buckwalter et al.,1990b). Tais caracteristicas sdo fundamentais para

garantir a eficiéncia da cartilagem articular.
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1.6 DEFEITOS NA CARTILAGEM E TRATAMENTOS PARA DANOS DA
CARTILAGEM

Estudo realizado em 993 paciente, sendo 612 homens e 381 mulheres, com
idade mediana de 35 anos, submetidos a 1005 artroscopias de joelhos por um periodo
de 6 meses e avaliado de acordo com a International Cartilage Repair Society (ICRS)
revelou patologia na cartilagem articular em 66%, 11% apresentaram lesdo em toda a
espessura da cartilagem do joelho e 20% apresentaram lesdo focal na cartilagem
(Aroen et al., 2004).

Outro estudo revelou que em 31.000 procedimentos de artroscopia 63%
estavam relacionadas com defeitos na cartilagem (Curl et al., 1997). Apesar da grande
incidéncia, ainda ndo existem tratamentos eficazes para tratamento da cartilagem
articular. Lesdes na cartilagem articular sdo comumente observadas durante o fim da
fase adulta, na quarta década de vida. Tanto pequenos traumas repetitivos, como
ferimentos graves podem levar ao aparecimento da osteoartrite (Buckwalter et al.,
1990a). Desta forma, nas ultimas décadas, tém-se investigado maneiras para reparar
ou regenerar a superficie articular apds injuria ou degeneragao da cartilagem a fim de
restaurar ou reestabelecer a fungdo normal do tecido e a integridade estrutural.

Em 1994, comegou a busca para tratamento de defeitos de cartilagem
utilizando condrocitos autélogos, onde os pioneiros foram Peterson e Brittberg. O
meétodo utilizado por Peterson e Brittberg consistiu no transplante de condrécitos
autélogos sob uma aba de peridsteo. Apesar da oficializagao da técnica de transplante
autélogo, aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA), sua taxa de
confiabilidade ainda é muito variavel. O baixo sucesso da técnica pode ser explicado,
em parte, pela diminuigdo da qualidade e do numero de condroécitos associados ao
envelhecimento.

Durante os anos 2000, a utilizagao de arcaboucos associados a condrdcitos,
desencadeou a segunda geracdo de transplantes autdlogo de condrocitos
(Steinwachs e Kreuz, 2007).

A terceira geragao de transplantes autélogos de condrdcitos € baseada no uso
dessa mesma fonte celular para geracdo de esferoides teciduais, denominado
condroesferas. Os esferoides teciduais apresentam diversas vantagens, como a
possibilidade de estabelecer interagdes com as células vizinhas através de moléculas

de adeséo, a partir de um mecanismo denominado como auto-arranjo. Assim, 0 Uso
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de esferoides associados a arcabougos configura a transicdo entre a segunda e
terceira geragao. Atualmente, a principal proposta de produto terapéutico da empresa
alema co.don® AG tem sido as condroesferas. Essa empresa atua, principalmente,
nas areas de engenharia de tecidos e de medicina regenerativa e teve o estudo de
reparo de lesdes na cartilagem articular iniciado em 2010 e atualmente encontra-se
na fase Il (NCT 01222559, clinicaltrials.gov) e o pedido para autorizagdo para
utilizacdo das condroesferas comercialmente no mercado da Unido Europeia foi

recentemente submetido.

1.7 CULTIVO TRIDIMENSIONAL DE CARTILAGEM EM SISTEMA LIVRE DE
ARCABOUCO

No organismo humano, a maioria das células crescem em um ambiente
tridimensional, onde o arranjo espacial das células, incluindo matriz extracelular,
impacta diretamente a forma como estes componentes interagem uns com os outros
e com seu microambiente. Por sua vez, esse microambiente torna-se propicio para
que seja desencadeado processos como proliferagdo, diferenciagdo e varios outros
eventos celulares (Breslin et al., 2013).

Desta forma, estratégia em sistema livre de arcabougo para produgéo de tecido
tridimensional tem ganhado importancia nos ultimos anos. Principalmente devido a
habilidade de algumas células em se agregarem e formarem um microtecido
tridimensional (Moscona A e Moscona H, 1952; SVORONOS et al., 2014. Sendo
assim, tais alternativas como bioprodu¢ao de estruturas tridimensionais na auséncia
de uma superficie de fixacdo ou de um arcabouco tem sido cada vez mais estudada
para aplicagdo em engenharia de tecidos. Determinados tipos celulares, na auséncia
de uma superficie de fixacdo, sdo capazes de estabelecer interacées com as células
vizinhas através de moléculas de adesao, a partir de um processo denominado como
auto-montagem (Duguay et al., 2003; Tejavibulya et al., 2011). Onde ao final deste
processo ocorre a formacdo de uma estrutura tridimensional denominada de
esferoide.

O processo de auto-montagem €& impulsionado por moléculas de adesao
superficial, tais como caderina e conexons, que atuam juntamente com a forga de

constracdo que € mediada pelo citoesqueleto. Esses eventos mimetizam as etapas
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da embriogénese, morfogénese e organogénese (Foty et al., 1996; Dean et al., 2008;
Youssef et al., 2011; Bao et al, 2011). Nesse processo a interagao célula-célula é
intensificada, aumentando, portanto, a comunicacao celular e maximizando a funcao
celuar (Ofel et al., 2008; Desroches et al., 2012).

No entanto, uma real desvantagem das técnicas atuais para geracédo de
esferoides reside no fato de serem técnicas nao-escalonaveis, ou seja, ndo ha a
possibilidade de producdao de centenas de esferdides. Mais recentemente foi
demonstrado que células podem ser semeadas em superficies ndo aderentes de
dispositivos microfabricados (micromoldes). Essa técnica abre portas para novas
aplicagdes dos cultivos de esferdides, tais como a formagao de enxertos complexos
de tecidos a partir da fusdo de centenas de esferdides, pois diferente das demais
técnicas permite o escalonamento e a robotizacido da etapa da semeadura das células
ao dispositivo microfabricado. A fusao de centenas de esferdides sob a superficie de
arcaboucos tridimensionais permite, por sua vez, a formagao de enxertos complexos

de microtecidos autdgenos (Beachleyet al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

O custo social da saude no Brasil devera enfrentar, nas préximas décadas, um
crescimento populacional onde a evolugao do perfil demografico podera desencadear
um aumento progressivo da idade meédia das populagées humana. Levando em
consideragcdo a esse aumento de expectativa de vida na populagcdo mundial e
brasileira, a incidéncia de patologias relacionadas com a senilidade tem aumentado
expressivamente. Devido ao aparecimento de doencas relacionadas com o
envelhecimento, gera-se a necessidade de garantir cada vez mais a qualidade da vida
a um custo e carga social aceitaveis (Miranda et al., 2016).

Existem patologias que estdo, principalmente, atreladas a este aumento
populacional, como o desequilibrio entre degradagao-reparagdo da cartilagem
articular ap6s uma lesao ou processo de degeneragdo. Uma vez que o potencial de
reparo da cartilagem articular madura € limitado. Essa limitagao ocorre principalmente
devido ao baixo numero de células presente neste tecido, assim como a limitada
capacidade que os condrdcitos tém de migrar, proliferar e de produzir matriz
cartilaginosa para revestimento da area lesionada. Com o envelhecimento a
capacidade de reparo da cartilagem articular é ainda mais limitada devido a diminuigéo
de componentes de matriz deste tecido (Vrahas et al., 2004, Lotz et al., 2013). Essa
limitada capacidade de reparo da cartilagem articular € relatada desde 1743, onde o
anatomista William Hunder fez a seguinte observacéao: “Desde Hipdcrates a atualidade
€ universalmente aceito que a cartilagem ulcerada € um problema e que, uma vez
destruida, ndo se regenera” (Hunter et al., 1743).”

Defeitos na cartilagem articular frequentemente levam ao desenvolvimento de
doencas degenerativas, que na auséncia de tratamento, progridem para osteoartrite.
A osteoartrite afeta diretamente a qualidade de vida, uma vez que, desencadeia perda
da mobilidade e leva a limitagdo de execucdo das atividades cotidianas. Por este
motivo, a osteoartrite tem sido descrita como uma das patologias que mais
desencadeia o afastamento do trabalhador do seu exercicio profissional. Além disso,
resulta em altos custos para tratamento e tem sido abordado como a forma mais
prevalente de doengas musculoesqueléticas do mundo (Who, 2002; Felson, 2004).

Estima-se que cerca de 15% da populagdo mundial é afetada pela osteoartrite,

0 que gera um impacto socioeconbémico para a sociedade, assim como para o
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individuo (Buckwalter et al., 2004). Nos Estados Unidos os gastos com tratamento
para osteoartrite € em torno de 60 bilhdes de dolares por ano (Buckwalter et al., 2004;
Felson, 1995; Brown et al., 2006). No entanto, ainda ndo existem métodos eficazes
para prevenir o aparecimento da osteoartrite, nem ao menos para abrandar sua
progressao ou estimular a regeneragao da cartilagem articular lesionada. Além disso,
os tratamentos sintomaticos proporcionam um limitado beneficio e alto custo, além de
nao resultar em cura efetiva (Losina et al., 2016).

Neste contexto, existe uma crescente busca por alternativas capazes de gerar
a estabilizagdo ou até mesmo a reversdo do quadro de lesdo da cartilagem articular.
Assim, a medicina regenerativa tem ganhado merecido destaque por oferecer
alternativas terapéuticas sofisticadas e multifatoriais, visando regenerar de maneira
funcional o tecido lesado ou totalmente perdido. Em detalhes, estas intervencdes
buscam criar condi¢cdes ideais para o reparo e a substituicdo de tecidos lesados,
fornecendo os elementos celulares requeridos, fatores de proliferacdo e de
diferenciagao celular, assim como as estruturas supramoleculares (arcabougos) que
providenciam a organizagao espacial plenamente funcional de novos tecidos gerados
(Colombo et al., 2016).

Sendo assim, a proposta do presente projeto é a geragédo de esferoides, em
sistemas livre de arcaboucgo, biofabricados a partir de agarose micromoldada n&o
aderente.

Para elaboracgao do construido de macrotecido, os esferdides foram semeados
em nanofibras de policaprolactona (PCL) com o intuito de promover a adesao da
centena de esferdides as matrizes de nanofibras, permitindo a sua completa fuséo e
formacao de tecido de cartilagem in vitro.

A estratégia adatoda neste trabalho tem como objetivo criar tecido de
cartilagem no formato e tamanho necessario para o tratamento de lesdes articulares.
A metodologia proposta neste estudo agrega as vantagens de uma técnica que é
passivel de escalonamento a partir de dispositivos micromoldados. A proposta aqui
apresentada reside em utilizar uma fonte de células-tronco de tecido adiposo humano.
Vale ressaltar que as células-tronco de tecido adiposo configuram como uma fonte de
células autologa clinicamente relevante, devido ao facil acesso ao tecido adiposo no
momento de coleta e a abundancia da amostra. Além de apresentarem significativo

potencial de proliferagdo in vitro. E, ainda, devido sua natureza indiferenciada
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possuem capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares da linhagem
mesordemal como adipogénica, condrogénica e osteogénica (Zuk et al., 2002;

Baptista, 2009), através de mecanismos de diferenciagao celular.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia para produgdo de esferoides de células-
tronco/estromais de tecido adiposo humano (ASC), a partir da automontagem de
células em sistema livre de arcaboucgo passivel de escalomento, induzidos para via

condrogénica

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizacdo da formacaode esferoides de células-tronco de lipoaspirado
humano em agarose micromoldada, com alta viabilidade celular e
homogeneidade na distribuicdo do didmetro.

¢ Investigar a capacidade de diferenciagado dos esferoides de ASC a partir da
deteccgao de moléculas de matriz extracelular, quantificagdo de genes e fatores
de crescimento relacionados a via de diferenciagdo condrogénica.

e Associacado dos esferoides de ASC induzidos as nanofibras de PCL, como
etapa inicial para a formacao de tecidos e 6rgaos de maior complexidade.

¢ Implantagcao dos esferoides de ASC induzidos associados a nanofibra de PCL

em camundongos.
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4. METODOLOGIA

4.1 PACIENTES

Os procedimentos realizados neste trabalho foram realizados conforme
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da UFRJ e estéo registrados no protocolo 145/09 (Anexo).

As amostras de lipoaspirado foram obtidas de doadores higidos e os critérios
de exclusdo considerados para este estudo foram: doenca crénica e/ou inflamatéria,
idade abaixo de 18 e acima de 65 anos, pacientes que tenham sido submetidos a
cirurgia bariatrica, presencga de Diabetes Miellitus tipo 2, pacientes obesos.

Para realizacao deste estudo utilizamos amostras de 3 doadores.

4.2 ISOLAMENTO DA SVF DE TECIDO ADIPOSO SUBCUTANEO

O isolamento da SVF do tecido adiposo foi realizado a partir do método
mecanico estabelecido pelo grupo (Baptista et al., 2009). Em resumo, o lipoaspirado
de tecido adiposo foi transferido para um tubo cénico de 50 mL contendo o0 mesmo
volume do tampdo de dissociacdo ACK (Lonza, Sdo Paulo, Brasil). O tubo foi
posteriormente agitado com o auxilio de um vortex durante um minuto, por trés vezes.
O tecido adiposo foi entdao incubado por 15 minutos a uma temperatura de 37°C em
banho maria. A suspensao obtida foi filtrada em malha de nylon com poro de 150 pm,
seguido de centrifugagéo a 900 g por 15 minutos e lavada com PBS (tampé&o fosfato
salino) a fim de separar a fragdo estromal vascular, que sedimentam, do conteudo de
adipdcitos e 6leo, que se constitui a fragao flutuante. As células sedimentadas foram
ressuspendidas em DMEM-Low glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium- Low
glucose, Meio de Eagle Modificado por Dulbecco-Baixa glicose, Sigma Chemical Co,
St. Louis, Missouri, EUA) com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB; Gibco) e a partir de
uma pequena aliquota da suspensao corada com Liquido de Turk foi realizada a
contagem das células totais obtidas da SVF e a contagem foi realizada no microscopio
optico. Posteriormente as células foram centrifugadas 900 g por 15 minutos para

serem ressuspendidas em meio utilizado para o cultivo.
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4.3 OBTENGCAO E CULTIVO DAS ASC

4.3.1 Cultivo bi-dimensional

As células da SVF sedimentada foram essuspendidas em meio de cultura
quimicamente definido para células mesenquimais humanas (MSCGM-CD™
Mesenchymal Stem Cell Medium, Chemically Defined, Lonza, Walkersville, MD EUA)
suplementado com 2% de SFB e acrescido de 100U/ml de penicilina sédica,
distribuidas em garrafas de cultura de 25 cm? (10%/cm?) e mantidas em estufa a 37°C
com 5% de COgz, para obtencgao das células-tronco/estromais. Apds aproximadamente
48 horas a fragao aderente que corresponde as ASC foi lavada duas vezes com PBS,
retirando-se assim as células ndo aderentes. As ASC foram mantidas a 37°C com 5%
de CO2 para expansao. Quando confluentes, a monocamada foi dissociada com
tripsina 0,125% (Gibco BRL, Rockville, MD, EUA) e 0,78mM de EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid, Acido Tetra acético de Etilediamina, Invitrogen, Sdo
Paulo, Brasil). Uma fragdo de células foi distribuida em uma densidade de 0,8 —
1,3x10* células/cm? para expansdo, e o restante foi criopreservado em nitrogénio

liquido para formagdo do banco mestre de células.

4.3.2 Metodologia para biofabricagao da agarose micromoldada

Para produgcdo da agarose micromolada foi utilizado o molde de silicone
(MicroTissues® 3D Dish®, Sigma) que apresenta 81 microrecessos. Antes da
producao da agore micromoldada, os moldes de silicone foram lavados com Extran
0,01% e enxaguados com agua destilada corrente. Posteriormente, foram
esterilizados por autoclavagao durante 30 minutos a temperatura de 100°C e pressao
de 120 Pa e em seguida foram colocados em estufa de secagem a 60° até a completa
secagem. A fim de produzir a agasore micromoldada, utilizamos agarose ultrapura 2%
(Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) diluida em um frasco contendo NaCl 0,9% e aquecida
em micro-ondas para completa diluicdo. Ainda aquecida, dispensamos 500ul da
agarose 2% no interior de um molde de silicone e apos 1 hora a agarose ja estava
complemente solidificada. Com o auxilio de uma pinga estéril, a agarose

micromoldada foi desenformada dentro de um pogo de uma placa de 12 pogos (Figura

32



9). Com o objetivo de n&o deixar a agarose micromoldada solta dentro do pogo, foi
adicionado 1mL de agarose na borda do pogo.

Apds completa solidificagdo da agarose, foi adicionado 2,5mL de DMEM sem
suplementos no pogo contendo a agarose micromoldada e matidos por 15 minutos em
estufa com 5% CO2 a 37°C. Este processo foi repetido por duas vezes, sendo a ultima
repeticdo realizada com meio para cultivo de esferoides (Tabela 1).

Figura 9. Etapas da producao da agarose micromoldada. Molde de silicone (A), agarose
2% no interior do molde de silicone (B), agarose micromoldada desenformada do molde de
silicone em diregdo ao pogo da placa de cultura (C), agarose micromoldada (D). Adaptado de
Microtissues natural 3D ®. [Homepage da internet] Fonte:<http://www.microtissues.com/>.

4.3.3 Cultivo tridimensional — Esferdides

Ao atingir a confluéncia, as células foram desaderidas da garrafa de cultura
utilizando solugao de tripsina, como descrito anteriormente. Apds a contagem das
células, foi separado 2x108 de célula em um tubo de 15mL. Em seguida, as células
foram lavas 2 vezes com solugdo de PBS e em seguida centrifugada a 300g.
Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 120yl em meio para cultivo de
esferoides (Tabela 1), a suspensao foi entdo homogeneizada e todo volume foi entéo
semeado no interior da agarose micromoldada e mantidas por um periodo de 1 hora
em estufa a 37°C com 5% COz2 e 20% Oz, para que as células sedimentassem no
interior dos microrecessos. Apos esse periodo, foi adicionado 2,5mL de meio de
cultivo base para esferoides. Apds 24 horas, foi realizada a troca do meio dos
esferoides do grupo induzido para via condrogénica (Tabela 1) e esses esferoides
passaram a ser mantidos em estufa de hipéxia contendo 5% COz2 e 10% de Oz a 37°C
sob atmosfera umida por 21 dias. A producdo dos esferoides foi realizada a partir de
células de amostras coletadas de 3 diferentes doadores em experimentos

independentes, a fim de termos uma triplica biolégia (n=3).
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Componente Concentragao

Acido Ascorbico 50ug/mL
Albumina humana 1,25ug/mL
PS (Penicilina/Estreptomicina) 1000mg/mL / 1000Ul/mL
ITS* (Lonza) 1x (**)
DMEM g.s.p.

Fatores de indugao condrogénica
TGF-B3 (Sigma) 10ng/mi
Dexametasona (Sigma) 108 M

Tabela 1. Composicao do meio dos esferoides de ASC e dos esferoides de ASC
induzidos para via condrogénica. (*) ITS: Insulina, Transferrina e Selénio. (**)1x em
relacdo ao estoque, cuja concentragcao do fornecedor foi de 100x; q.s.p. = quantidade
suficiente para o volume final.

4.4 MEDIDA DOS DIAMETROS DOS ESFEROIDES

Os esferoides de ASC e os esferoides de ASC induzidos foram fotografados
apos 7, 14 e 21 dias utilizando uma camera acoplada a um microscépio invertido
(Leica DFC 500), com lente objetiva 10x e em contraste de fase. As medidas dos
diametros maior e menor foram relizadas através de imagens digitais de 17 esferoides
com auxilio do programa Axio Vision (AxioVs40 V4.8.2.0), em que foram determinados
os didmetros maior e menor. Os valores dos didmetros foram representados como

média e desvio padrao.

4.5 ANALISE FENOTIPICA E DE VIABIALIDADE DOS ESFEROIDES

Para realizar a analise fenotipica, os esferoides de ambas condigdes foram
retirados da agarose micromoldada a partir do fluxo de meio gerado pela pipeta.
Posteriormente, quando os esferoides ja estavam soltos dentro do pogo, realizamos a
sua coleta e transferimos para um tubo cbénico de 15mL. Subsequentemente, os
esferoides foram lavados uma vez em 1mL de PBS. Apds retirar todo PBS de dentro
do tubo foi adicionado 1mg/mL de colagenase tipo 1 (Sigma) e o tubo foi mantido em
4°C durante 20 minutos. Em seguida, o tubo foi colocado em banho maria a 37°C e os

esferoides foram dissociados a partir do fluxo de meio gerado com auxilio de uma
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pipeta manual. Apds dissociagao, a colagenase foi inativada utilizando meio DMEM
suplementado com 10% de SFB e a suspensao de células gerada foi centrifugada a
900g por 15 minutos. Apos, o pellet foi ressuspendido em PBS e centrifugado
novamente, com o intuito de lavar as células. Seguido da centrifugagao, foi entao
realizado o descarte de todo o PBS contido no tubo e as células foram marcadas com
0s anticorpos monoclonais para fenotipagem, bem como para ensaio de viabilidade.
A fenotipagem foi realizada também em ASC cultivas em monocamada, que foram
desaderidas da garrafa de cultura por acéo da tripsina e centrifugadas por 5 minutos
a 700g. Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em PBS, para lavagem das células,
e centrifugado novamente a fim de obter o pellet para marcagdo com os anticorpos.
Para a fenotipagem, o pellet foi incubado por 20 minutos a 4°C com anticorpos
monoclonais conjugados a fluorocromos, PE (Phycoerythrin, Ficoeritrina), PerCP
(Clordofil-Peridina), PE-Cy5 (Cyanin-5, Cinanina-5) FITC (Fluorescein Isothiocyanate,
Fluoresceina Isotiocianato) (Todos BD Biosciences, Sdo Paulo, Brasil). Foram
analizados os seguintes marcadores de superficie CD105 FITC, CD73 PE, CD34
PerCP, CD90 APC e posteriormente foram analisados por citometria de fluxo. Ja para
ensaio de viabilidade, o pellet foi marcado com o marcador de superficie CD90 APC,
para que as células pudessem ser identificadas, e também com o intercalante de DNA
fluorescente 7AAD a fim de verificar as células inviaveis. A presenga de 7AAD foi
analisada de acordo com a deteccao de sua fluorescéncia no canal FL3.0s resultados
foram adquiridos no citdbmetro de fluxo — BDFACSAria Il e analisados utilizando o
programa FCPAArray (Software versao 3.0). Posteriormente, a suspensao de células
cultivadas em monocamada e a suspensao celular cultivadas em modelo
tridimensional foram avaliadas a fim de avaliar o tamanho celular, que foi analisado
utiizando o pardmetro de espalhamento frontal de Iluz (FSC, do inglés
ForwardScatter). Para estes experimentos foi realizado um pool de 3 pacientes.

A viabilidade celular também foi analisada por uma metodologia complementar
a partir de um kit comercial de fluorescéncia (Live/Dead Cell Viability Assays,
Invitrogen) para marcacgao de calceina citoplasmatica (corante polianidnico verde) e
incorporagao de marcador nuclear (homodimero-1 de etidio, vermelho). As imagens
para posterior analise foram realizadas por microscopia confocal e microscopio de
fluorescéncia microscopio Leica DMI 6000 associado ao sofware de deconvolugao
LAS AF 3.2.
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4.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO: FIXAGCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS

Com o intuito de avaliarmos a morfologia dos esferoides de ASC induzidos para
via condrogénica realizamos uma analise histoldgica. Para isso, os esferoides foram
coletados do interior da agarose micromoldada e posteriormente lavados 2 vezes com
solugdo de PBS. Em seguida os esferoides foram fixados com paraformoldeido 4%
tamponado em PBS e mantidos durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, os esferoides foram lavados 1 vez com PBS e 2 vezes com agua destilada,
sendo posteriormente mantidos por 20 minutos em banhos seriados de alcool 70%,
uma vez, alcool 100%, 2 vezes, para desidratacdo sucessiva, seguido de 2 banhos
em xilol 100% e 3 banhos em parafina pura e em seguida foram incluidos em parafina

pura para a obtencao dos cortes.

Os fragmentos de cartilagem humana foram lavados uma vez com PBS e ent&o
fixados em formol 10% por 24 horas e, posteriormente, forma incubados em solugao
descalcificadora (formol:acido formico) por um periodo de 8 horas. Em seguida, foram
submetidos a banhos sucessivos, de30 minutos cada, em alcool 70%, uma vez, alcool
100%, duas vezes, seguido de 2 banhos em xilol 100% e dois banhos em parafina

pura e em seguida foram incluidos em parafina pura para a obtengéo dos cortes.

Os blocos de parafina com as amostras (esferoides de ASC, esferoides ASC
induzidos e cartilagem) foram cortados no micrétomo (Slee Medical — Cut 5062) a fim
de obter cortes de 5um de espessura. Os cortes foram coletados do banho maria a
40°C diretamente para as laminas de vidro tratadas com poli-L-lisina 0.01% (Sigma

Chemical, St. L ouis, MO, USA) e secos a temperatura ambiente.

4.7 COLORAGCAO HISTOLOGICA COM HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

A fim de realizar a coloragdo das amostras a partir da metodologia de HE as
laminas contendo os cortes foram mantidas em estufa a 60°C por 30 minutos.

Posteriormente, ainda mantidos na estufa, foram desparafinizados em trés banhos
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consecutivos de xilol 100% por trés minutos cada. Em seguida foram re-hidratados
em banhos decrescentes de alcool absoluto - alcool 95% e alcool 70% - por 3 minutos
cada em agua destilada por 5 minutos. Os cortes foram corados com hematoxilina por
10 minutos e lavados em agua corrente por 5 minutos eguido de banho rapido em
solugao de alcool cloridrico 1% (Vetec, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) para
diferenciagao da cor e lavados em agua destilada por 3 minutos. Posteriormente, os
cortes foram expostos a eosina alcoolica por 45 segundos, e em seguida foram
mergulhados rapidamente em agua acética 1% e lavados em agua destilada por 3
minutos. Subsequentemente, foi realizado banhos, de 2 minutos cada, em alcool 95%
e dois banhos em alcool 100% para desidratacédo rapida e, entdo, os cortes foram
clarificados em trés banhos de 3 minutos em xilol100%. As Iaminas foram montadas
com laminulas em Entellan (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os cortes foram

analisados em microscopio optico.

4.8 PERFIL DE SECRECAO DE MEDIADORES SOLUVEIS

A secrecéao de fatores de crescimento e citocinas foram monitoradas a partir do
sobrenadante da cultura dos esferoides de ASC e a partir dos esferoides de ASC
induzidos para via condrogénica. As analises foram realizadas a partir do meio de
cultivo apds 7, 14 e 21 dias. Para que fosse realizada a analise do sobrenadante do
cultivo dos esferoides, 24 horas antes da coleta foi realizado a troca do sobrenadante
para um meio de cultivo sem os fatores de indugdo condrogénica dexametasona e
TGF-B3, para um meio de cultivo de esferoides. Apds as 24 horas em meio de cultivo
de esferoides, foi realizado a coleta do sobrenadante, homogeneizado e em seguida
foi realizada a distribuicdo em microtubos e armazenados em freezer -80°C e mantidos

até o dia da analise das citocinas ou de TGF-B1, -2, -B3.

4.8.1 Quantificagao da secreg¢ao de citocinas

A dosagem das citocinas contidas no sobrendante foi realizada utilizando o kit
Cytometric Beads Array (CBA) (BD Biosciences, Sdo Paulo, Brasil) de acordo com o
manual do fabricante. A primeira etapa consistiu em reconstituir os padrées de IL-6 e
IL-8 a fim de preparar a curva padrao. Para preparo do padrao foi realizada uma
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diluicdo seriada (1:3, 1:9, 1:27, 1:81, 1:243, 1:729) apds a reconstituicdo das citocinas
padrao liofilizadas. As estapas posteriores foram as mesmas tanto para a curva
padrdo, como para as amostras do sobreanadante do cultivo dos esferoides. Para a
analise das amostras, foi adicionado 25uL do sobrenadante da cultura dos esferoides
e da curva padrdo em tubos do tipo eppendorfs. Posteriormente, uma solucdo de
beads de captura foi homogeneizada com o auxilio de um vortex por pelo menos 5
segundos e foi entdo adicionado 25uL das beads de captura nos eppendorfs contendo
as amostras e nos eppendorfs contendo a diluicdo seriada do padrdo, misturado
gentilmente e incubados por uma hora a temperatura ambiente. Posteriormente foi
adicionado 25uL da mistura dos reagentes de detec¢cdo PE em todos os tubos do tipo
eppendorfs e misturado gentilmente. Em seguida, os tubos do tipo eppendorfs foram
incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado 0,5mL
do tampao de lavagem em cada tubo do tipo eppendorfs de ensaio e centrifugados a
200g por 5 minutos. O sobrenadante dos tubos do tipo eppendorfs foram removidos
cuidadosamente e, entdo, foram adicionados 150uL do tamp&o de lavagem em cada
tubo do tipo eppendorfs. Posteriormente, a solugdo foi misturada com o auxilio do
vortex para ressuspender as beads. Os resultados foram obtidos no citbmetro de fluxo
— BDFACSAria lll e analisadas utilizando o programa BDFACSDiva.

4.8.2 Quantificagao da secreg¢ao de TGF-1, -2, -3

A dosagem dos fatores TGF-B1, -B2 e -B3 contidos no sobrenadante foi
realizada através do kit TGF-B BioPlex MAGPIX (BioRadLaboratories, Califérnia,
EUA) de acordo com o manual do fabricante. Os reagentes liofilizados foram
reconstituidos e posteriormente foi preparado a curva padrdo com as beads
magnéticas. Em cada pogo de uma placa de cultura de 96 pogos, foi adicionado as
amostras de sobrenadante e posteriormente as beads. A incubagao dos reagentes da
curva padrao e controle foi realizada mantendo a placa sob agitacao de 350 rpm a
temperatura ambiente durante 1 hora. O mesmo parametro foi empregado para os
sobrenadantes incubados com os anticorpos de deteccdo. A estreptavidina PR foi
adicionada e incubada por 30 minutos no escuro e a temperatura ambiente sob

agitacao de 350 rpm. Por fim, as esferas magnéticas foram ressuspensas em tampéo

38



de ensaio e agitadas por 30 segundos a 1200 rpm e a leitura foi realizada no BioPlex
MAGPIX (BioRad).

4.9 ENSAIO DE RESISTENCIA MECANICA DOS ESFEROIDES DE ASC E DOS
ESFEROIDES DE ASC INDUZIDOS

A resisténcia dos esferdides a compressdo foi avaliada utilizando o
equipamento Microsquisher (CellScale). Para tal analise os esferdides de ASC e os
esferdides de ASC induzidos foram recolhidos da agarose micromoldada e dispostos
em uma plataforma contendo PBS a temperature de 37°C. Uma placa posicionada
acima do esferoide exerceu ciclos de compressao que consistiu de uma forga vertical
com amplitude de 25% do didmetro dos esferdides. Cada ciclo foi composto de uma
fase de carga de 20 segundos, seguida de recuperacédo de 10 segundos. As forgas
maximas necessarias para atingir 25% da compressao dos esferdides foram
determinadas em micronewton (UN) e posteriormente foi realizado um grafico da
média com o desvio padrao. Cinco ciclos foram realizados em quadruplicata a partir
de amostras de trés pacientes. Os esferdides fusionados também forma avaliados por
essa metodologia (ver topico 5.4).

5. EXTRAGAO E ANALISE DOS mRNA POR PCR EM TEMPO REAL

Para a analise da expressdo dos mRNAs relacionados com a via de
diferenciagcdo condrogénica, avaliamos a expressdo dos master genes Sox5, Sox6,
Sox9, assim como do Runx2. A primeira etapa consistiu em extrair o RNA total dos
esferoides de cada condigdo com o QIAGEN RNeasy® mini kit (Applied Biosystems,
USA). A quantificacdo de mRNA foi realizada a partir do AgPath-ID™ one-step RT-
PCR kit (Applied Biosystems, USA) no equipamento CFX96 Touch gPCR System. Em
resumo, foi utilizado 1,5ul RNA total (15ng/ul) e amplicado em master mix composto
por 5uL de 2x RT-PCR buffer, 0,4 pyL de 25x RT-PCR enzyme mix, 0,67l de detection
enhancer e por fim a solugdo de master mix foi avolumada com agua livre de RNase

para um volume final de 10uL da mistura. Primers especificos e sondas especificas
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TagMan (Applied Biosystems, USA) foram utilizadas, Sox5 (Cddigo:
Hs00753050_s1), Sox6 (Cddigo: Hs00264525 m1)e Sox9 (Cddigo:
Hs01001343_g1) e do Runx2 (Cddigo: Hs00231692_m1). Foi realizado a triplicada
para cada amostra de RNA que foram posteriormente normalizadas com a expressao
do gene housekeeping RPL (Ribosomal protein L) (Hs99999902_m1) utilizando o
meétodo do AACt. A fim de comparar a diferenca entre a expressao das duas condigdes
realizamos a razao da expressao entre ASC dos esferoides induzidos em relacéo as
ASC dos esferoides controle, portanto, o grafico mostra o quao maior ou menor foi a
expressao das ASC dos esferoides induzidos foi em relagdo as ASC dos esferoides
controle — Fold Change (induzido vs controle). A fim de verificar a cinética de
expressao das ASC dos esferoides induzidos para via condrogénica ao longo dos 21
dias de inducéo relativizamos a expressdo das ASC dos esferoides induzidos em

relacéo a expressao de 7 dias de indugao — Fold Change induzido (vs induzido 7 dias).

5.1 ANALISES DE IMUNOHISTOQUIMICA

Para avaliar a eficiéncia da diferenciagdo dos esferoides de ASC para via
condrogénica realizamos a analise de imunohistoquimica com anticorpos especificos
de tecido cartilaginoso. A primeira etapa esta descrita no topico 4.6, que mostra como
foi realizado o preparo das amostras. Os cortes para imunohistoquimica foram
realizados utilizado laminas silanizadas (Starfrost®) que foram desparafinizadas e
reidratacado das laminas a partir de banhos seriados de xilol, 2 vezes, por 5 minutos,
alcool 100%, 2 vezes por 3 minutos, alcool 70%, 2 vezes, por 3 minutos, alcool 50%,
por 3 minutos e um banho maria em agua destilada por 1 minuto. Apds as etapas de
desparafinizagcao e reidratagcdo, as amostras foram submetidas aos bloqueios de
proteina (BSA 0,5%, caseina 0,5% e azida de sédio 0,1%) pingando 2 gotas do
bloqueador e foi deixado por 15 minutos em contato com as amostras. Em seguida,
foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena (Peroxido de hidrogénio 0.3%),
pingando 2 gotas sobre as amostras e deixado por 10 minutos, com o intuito de evitar
marcacoes inespecificas. Apds as etapas de bloqueio, as amostras foram incubadas
com os anticorpos primarios a temperatura ambiente por 1 hora. Em especial, o anti-
colageno Il, por recomentacéo do fabricante, passaram por uma etapa adicional para

recuperacao enzimatica dos sitios antigénicos antes de serem submetidas as etapas
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de bloqueio, usando a enzima Condroitinase ABC (0.01%) por 30 minutos a 37 graus
(Sigma Chemical, St. Louis, MO,USA). As diluigdes dos anticorpos primarios foram as
seguintes: N-Caderina 1:800; Colageno tipo | 1:100; Colageno tipo Il 1:50; Colageno
tipo VI 1:100; Sulfato de Condroitina 1:100; Agrecana 1:100 e Vimentina 1:200.
Seguido da etapa de incubagédo com os anticorpos primarios, os cortes foram lavados
em tamp&o e posteriormente foi adicionado o reagente Complement (Spring), que
consiste em uma mistura de anticorpos secundarios anti-camundongos e anti-coelho,
e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Sem seguida, os cortes foram
lavados novamente em TBS e entdo foram incubados por 15 minutos a temperatura
ambiente com o reagente Conjugate (Spring), que consiste em um polimero que
promove a ligacado da estreptavidina com o anticorpo secundario. Por fim, os cortes
foram novamente lavados com TBS e incubados com cromégeno diaminobenzidina
DAB (Spring) por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
delicadamente lavadas. Os cortes foram contra-corados em hematoxilina e foram
montadas as laminulas em Entellan (Merck, RJ, Brasil). Esse experimento foi

realizado a partir de esferoides produzidos a partir de 3 pacientes.

5.2 ANALISE SEMI-QUANTITATIVA DA COLORACAO DE IMUNOHISTOQUIMICA

Apods a aquisicdo das imagens dos cortes corados por imunohistoquimica foi
realizado analises semi-quantitativas a partir do método de Ruifrok e Johnston, a
deconvolugéo de cores. Apos a deconvolugao do algoritmo a informagéo de cor foi
adquirida com cameras RGB (verde, azul e vermelho) e foi entdo calculado a
contribuicdo de cada um dos corantes aplicados em uma amostra, com base na
absorcdo RGB-corante especifico (RUIFROK; JOHNSTON, 2001). Para
deconvolugédo de cores foi utilizado um plugin do software Image J e a opgéao “H-DAB”
foi selecionada, as imagens foram separadas em: imagem da colaragdo de
hematoxilina e imagem da colaragao do DAB. Para que o software gere o resultado
de quantificacédo em unidades de intensidade em pixels o comando de analise mean
gray value foi selecionado. Apés o resultado ter sido obtido, o valor da intensidade foi
convertido para dispersdao optica (DO) usando a formula: DO = log (intensidade
maxima/média da intensidade) onde a intensidade maxima é 255 para imagens RGB.

A partir dessa metodologia € possivel atribuir um valor para a intensidade da marcagéao
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do DAB, no entanto, é fundamental ressaltar que a coloragédo por imunohistoquimica
nao € estequiométrica. Uma vez que a marcacido nao caracteriza exatamente a
quantidade de produtos da reagao antigeno-anticorpo, sendo, portanto, uma analise

semi-quantitativa.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A fim de avaliar a superficie dos esferoides realizamos a técnica de microscopia
eletrénica de varredura. Para isso, os esferoides foram recolhidos da agarose
micromolada e armazenados em microtubos e entdo lavados com tampao com
Cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 o tampao foi retirado e fixados em glutaraldeido
2,5% em tampao cacodilato de sédio 0,1M por 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, os esferoides passaram por 3 lavagens de 5 minutos com tampao
cacodilato de soédio 0,1M, pdés-fixados em tetroxido de 6smio 1% (diluido em agua
destilada) e mantidos por 20 minutos na auséncia de luz a temperatura ambiente.
Entdo os esferoides passaram novamente por 3 lavagens de 5 minutos cada com
tampao cacodilato de sédio 0,1M também ao abrigo de luz a temperatura ambiente.
Em seguida, os esferoides passaram por banhos com concentracdo de alcool
crescente de 10 minutos cada (alcool 35%, alcool 50%, alcool 70%, alcool 95% e
alcool 100%). Posteriormente aos banhos, o matérial foi secado a partir do método de
ponto critico, seguido de metalizagdo com ouro. Apoés a metalizagao, os esferoides
foram aderidos a um suporte para MEV (stub) contendo fita dupla face de carbono e
foram entdo analisados com o auxilio de um microscopio eletrénico de varredura Fei
quanta 450 (Oregon, USA).

5.4 ENSAIO DE FUSAO DOS ESFEROIDES INDUZIDOS

O ensaio de fusao foi realizado em esferoides de ASC induzidos para via
condrogénica apos 14 dias de indugdo. Para isso, os esferoides foram recolhidos da
agarose micromoldada e transferidos para uma placa de fundo plano de 96 pogos
previamente revestidos com agarose (agarose 2% - UltrapureAgarose, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA - em NaCl solugdo 0,9%), com o intuito de evidar a aderéncia dos

esferoides na superficie do pocgo. Foi entdo semeado quatro esferoides por pogco bem
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proximos um do outro e mantidos em cultivo em meio de indugédo condrogénica por 7
dias. Cada pogo foi posteriormente avaliado por microscépio de contraste de fase
(Zeiss 37081) apds 1 hora, 3 e 7 dias.

5.5 ENSAIO DE ASSOCIAGAO DOS ESFEROIDES DE ASC INDUZIDOS AS
NANOFIBRAS DE POLICAPROLACTONA (PCL)

Para biofabricacdo do contruido, os esferdides de ASC induzidos para via
condrogénica por 21 dias foram recolhidos da agarose micromoldada e semeados em
matrizes de nanofibras alinhadas que foram adquiridas através de colaboragdo com o
Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), Franga. A primeira etapa
consistiu na colagdo das nanofibras de PCL presas a insergdes estéreis (CellCrown
TM, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) com o intuito de delimitar um espago no qual as
nanofibras permanecessem esticadas, evitando seu dobramento durante o
procedimento, e também para garantir que os esferoides seriam semeados em
contato com as nanofibras (Figura 10A). Apos esta etapa, as nanofibras ja presas as
insergcdes foram colocadas em etanol 70% e mantidas a temperatura de 4°C por 24
horas a fim que o material fosse esterilizado (Figura 10B). Apds as 24 horas, as
inser¢cdes com as nanofibras foram submetidas a banhos sucessivos de PBS. No
primeiro banho o material ficou 5 minutos em PBS, apdés esse tempo foram
mergulhados em um PBS limpo por mais 30 minutos, este ultimo processo foi repetido
3 vezes. Em seguida, o material foi estabilizado em meio de cultivo de esferoides
(Figura 10C) e posteriormente os esferoides de ASC induzidos para via condrogénica
foram semeados sobre as nanofibras no interior das insercbes. Os eventos de

aderéncia e de fusao foram analisados por microscopia 6ptica.
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Figura 10. Etapas de preparo das nanofiibras
presas as inser¢cdes. Nanofibras de PCL
(material branco) presas nas insergées (material
amarelo) (A). Nanofibras presas as insergbes
dentro de um pogo de placa e cultura contendo
etanol 70% (B). Nanofibras presas as inser¢des
dentro de um pogo de placa de cultura contendo
meio de cultivo de esferoide — etapa que
antecede a semeadura das esferas (imagem do
topo da placa) (C).

5.6 IMPLANTE DOS ESFEROIDES ASSOCIADOS AS NANOFIBRAS NA REGIAO
SUBCUTANEA DE CAMUNDONGOS

Apods a avaliagao dos esferoides semeados as matrizes de nanofibras de PCL
realizamos esse material foi implantado na regido subcutanea de camundongos. Para
isso, utilizamos 60 camundongos Balb C pesando 20-25g. Os animais foram mantidos
em mini-isoladores e tiveram acesso livre a agua e ragao peletizada. Os animais foram
anestesiados com 0,2 ml de solugéo anestésica preparada com 1,0 ml de Quetamina
a 10% (Dopalen® - 100 mg/ml), 0,5 ml de xilazina a 2% (Anasedan® - 20 mg/ml) e 8,5
ml de solugdo salina estéril (KabiPac®), por via intraperitonial. Apés a auséncia de
reflexo a dor foi realizada a tricotomia e degermagdo com solugdo de clorexidina

degermante e clorexidina alcodlica 2%, seguindo-se a aposi¢cao dos campos cirdrgicos
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esterilizados previamente, para a delimitagdo e isolamento do sitio cirurgico (Figura
11A). Posteriormente foi realizada uma incisdo retilinea na regido dorsal do animal
com cerca de 10 mm de extensao em regido de pele seguida de deslocamento da
pele da fascia muscular através do uso de cabo de bisturi n°3 (Bard Parker®) Iamina
n°15C (Becton-Dickinson®) (Figura 11B) e da tesoura de ponta romba (Metzenbaun
15cm - Golgran), expondo a tela subcutanea para insergcédo dos biomateriais na regido
subcutanea com a utilizagdo de um medidor de volume padronizado (Figura 11C). Os
esferoides associados as nanofibras de PCL foram implantados (Figura 11D, E) e em
seguida foi realizada a sutura com fio de nylon 5.0 (Ethicon®, Johnson & Johnson,
Brasil) e foi feita a antissepsia com gaze e solugéo alcodlica de clorexidina 2% para
protecdo da ferida cirurgica, evitando-se possivel contaminagdo secundaria. No
periodo pés-operatério os animais foram mantidos no (LEA/UFF), separados em 7
caixas através de seus grupos e periodos experimentais, onde receberam
alimentacao e agua a vontade (Figura 11F). A medicag&o analgésica foi realizada no
dia da cirurgia e mantida por mais dois dias com Meloxicam — 5mg/kg via subcuténea
a cada 24 horas. Decorridos os periodos experimentais de 3, 14, 28 e 90 dias, cinco
animais de cada grupo receberam uma dose letal de 150 mg/Kg de pentobarbital para
coleta das amostras e tecidos circunjacentes. As amostras foram removidas com uma
margem de seguranca de aproximadamente 5 mm de cada lado da regido de
implantagcédo dos esferoides com o auxilio de um cabo de bisturi n°3 (Bard Parker®),
lamina n°15 C (Becton- Dickinson®) e da tesoura de ponta romba e as amostras foram
analisadas macroscopicamente e através de microscopia de luz. Apds a obtencéo das
amostras, as carcagas dos animais foram congeladas em sacos pretos de plastico até
o recolhimento pela empresa especializada em incineragdo, de acordo com o

protocolo do NAL.
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Figura 11. Procedimentos do implante dos esferoides de ASC associados a nanofibra
de PCL na regidao subcutanea de camundongos. Delimitagéo e isolamento do sitio cirargico
(A). Inciséo retilinea na regiao dorsal do animal com cerca de 10 mm de extensdo em regido
de pele (B) Deslocamento da pele da fascia muscular (C). Implantagdo dos esferoides
associados a nanofibra de PCL (D, E). Camundongos separados em caixas logo apds o
implante (F).
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6. RESULTADOS

6.1 PRODUCAO DA AGAROSE MICROMOLDADA E DOS ESFEROIDES DE ASC

A producdo dos esferdides consiste incialmente no preparo da agarose
micromoldada a partir de molde de silicone (Figura 12). A agarose micromoldada foi
produzida segundo recomendacgao do fornecedor. Apds a agarose micromoldada ser
colocada no pogo de cultura foi realizada a adigdo de agarose nas bordas a fim de
torna-la fixa dentro do poco. Esta etapa adicional aumentou a eficiéncia da producao
dos esferoides pois a agarose micromoldada solta dentro do pogo dificultava a troca
de meio de cultivo, uma vez que ocorria a movimentacdo da mesma, que resultava
em eventual escape dos esferdides de um recesso para outro. Cada agarose

micromoldada possui 81 microrecessos, produzindo, portanto, 81 esferdides.

Figura 12. Etapas de preparo da agarose micromoldada em 3D Petri Dish®. Molde de
silicone 3D Petri Dish® (A). Molde de silicone apds ter sido dispensado a agarose em seu
interior (B). Agarose micromoldada desenformada contendo 81 microrecessos (C). Agarose
micromoldada inserida no pogo da placa de cultura e fixada com adicdo de agarose nas
laterais do poco. Os moldes sao estabilizados em meio de cultivo, resultando na coloragao
rosada da agarose micromoldada (D).

A producdo dos esferdides reside inicialmente no cultivo das ASC em
monocamada (Figura 13A). ApOs obtengdo da suspensédo celular foi realizado a
semeadura das células no interior da agarose micromoldada. Cerca de 20 minutos
apos a semeadura, as células se sedimentam no interior dos microrecessos por agao
da gravidade, sendo possivel visualizar as células individualizadas (Figura 13B). A
compactacao dos esferoides foi observada apos 24 horas (Figura 13C).
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Figura 13. Etapas de producédo dos esferdides em agarose micromoldada. Monocamada
de ASC apés 3 dias de cultivo na segunda passagem (A). Suspensao de ASC sedimentadas
no interior de um unico microrecesso (B). Compactagdo das células apdés 24 horas da
semeadura das ASC (C). ASC: Células-tronco/estromais de tecido adiposo. Barra de aumento
100um para todas as figuras.

Com intuito de avaliar a homogeneidade de distribuicdo de tamanho dos
esferoides de ASC e dos esferoides de ASC induzido para via condrogénica, foi
realizado a medic¢ao do didmetro dos esferoides durante as 3 semanas de cultivo. Para
isso, realizamos a medi¢ao do didametro maior e menor (Figura 14 A, B, C), a fim de
observar o quao esférico o esferoide foi formado. Em 7 dias de cultivo, a média do
diametro maior e menor dos esferoides de ASC foi respectivamente de 340,7 %
26,22um e 314,5 + 29,6um e dos esferoides induzidos foi de 361,3 £ 32,4um e 333,3
+ 37,11um (Figura 14D). Na figura 14 (E, F) é possivel observar a morfologia dos
esferoides apos 7 dias em cultivo. Em 14 dias de cultivo os esferoides de ASC
apresentaram o diametro maior e menor de 332,1 £ 25,64um e 295,8 + 23,94um e os
esferoides induzidos 367,1 + 35,87um e 348,2 + 40,99um, respectivamente (Figura
14G). Na figura (H, I) podemos avaliar as alteracbes dos esferoides apds 14 dias em
cultivo. Apds 21 dias de cultivo, os esferoides controle tiveram uma média de 353,8 +
29,52um e 303,7 £ 24,79um para os diametros maior e menor respectivamente,
enquanto os esferoides induzidos apresentaram uma média de 367,6 + 30,01um para
o didmetro maior e 339,6 + 36,96um para o diametro menor (Figura 14J). Na figura
(Figura 14 L, M) é possivel observar que os esferoides controle passam a apresentar
uma morfologia com aspecto oval que é comprovado pela grande diferenga entre os
didmetros maior e menor. Enquanto os esferoides induzidos apresentam morfologia
similar as semanas anteriores, apresentando baixa diferenca entre os diametros maior
e menor. Desta forma, a indugéao condrogénica resultou em esferoides mais esféricos

e estaveis quando comparado com os esferoides controle.
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Figura 14. Medicao do diametro de esferéides controle e induzidos ao longo de 21 dias.
Imagem representativa da medi¢ao de diametro maior e menor dos esferdides (A, B, C). Barra
de aumento 200pm. Média com desvio padréo dos didmetros maior (coluna em preto) e menor
(coluna em cinza) dos esferoides controle e induzido em 7 dias de cultivo (D), 14 dias (G) e
21 dias (J). Contraste de fase dos esferdides controle em 7 dias (E), 14 dias (H) e 21 dias (M).
Contraste de fase dos esferoides induzidos em 7 dias (F), 14 dias (I) e 21 dias (M). Barra de
aumento 250um.
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6.2 ESFEROIDES DE ASC RECELARAM DIFERENCAS NO FENITIPO E NO
TAMANHO CELULAR EM RELACAO AS ASC CULTIVADAS EM MONOCAMADA

A fim de avaliar comparativamente o perfil de marcacao de superficie das ASC
cultivadas em monocamada e apds serem mantidas no cultivo tridimensional, os
esferdides controle e induzido foram mantidos em cultivo por 21 dias. A suspensao
celular de ambos cultivos foi submetida a analises fenotipicas através da citometria
de fluxo. Verificou-se que ndao houve diferengca na expressao de CD34 nas ASC
cultivadas em monocamada quando comparado com o cultivo tridimensional de
ambas condic¢des, controle e induzido, sendo baixa a expressdo desse marcador em
todas as condigbes (Figura 15 A, B, C). A expressédo de superficie de CD73 foi
regulada negativamente quando as ASC foram mantidas em cultivo tridimensional
(Figura 15 D, E, F). A expressao de CD90 manteve-se alta mesmo apés as ASC
serem mantidas em cultivo tridimensional e apds indugcdo condrogénica dos
esferdides, ocorrendo apenas uma pequena diminui¢do quando comparado com as
ASC em monocamada (Figura 15 G, H, I). Ja a expressao de CD105 foi baixa nas
ASC de monocamada e nao houve marcagao nas ASC cultivadas em tridimensional
(Figura 15 J, L, M). Os valores da quantificagcdo da expressdo dos marcadores de

superficie sdo mostrados na tabela 2.
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Figura 15. Andlise da expressao de CD34, CD73, CD90 e CD105 em esferéides de ASC,
esferoides de ASC induzidos e ASC em monocamada em terceira passagem.
Histogramas mostram a expressao de superficie de CD34 (A, B, C), CD73 (D, E, F) CD90 (G,
H, I), CD105 (J, L, M) em esferdides controle (A, D, G, J — histogramas em vermelho),
esferéides induzidos (B, E, H, L — histograma em azul) e monocamada de ASC (C, F, M, | —
histograma em verde). Os histogramas em cinza representam as células ndo marcadas.
Count: contagem de eventos. ASC: Células-tronco/estromais de tecido adiposo.
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Tabela 2. Quantificagao da expressao de CD34, CD73, CD90 e CD105
das esferas controle e induzida e da monocamada.

CD34 CD73 CD90 CD105
Esferoide de ASC 2% 9,2% 91,7% 0%
Esferoide de ASC Induzido 0,8% 8,8% 88,9% 0%
Monocamada de ASC 0,1% 85,8% 99,9% 3,8%

Além das diferengas fenotipicas, verificou-se que as ASC também
apresentaram diferencas em seu tamanho quando mantidas em 21 dias em cultivo
tridimensional. A analise do tamanho das células de ambos cultivos foi avaliada por
citometria de fluxo a partir do espalhamento frontal de luz (FSC, do inglés Forward
Scatter). Obsevou-se que ocorre uma diminui¢do no tamanho celular quando as ASC
sdo cultivadas em sistema tridimensional (Figura 16). Onde, a maioria das ASC
cultivadas em monocamada apresentaram-se na faixa de 100 a 150 de FSC (Figura
16A) e as ASC cultivadas em tridimensional até 50, realizamos esta analise a partir

do pico do espectro, onde observamos a concentragao das células analisadas (Figura
16B).
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Figura 16. Comparagao do tamanho celular de ASC cultivas em monocamada e apés
serem mantidas em cultivo tridimensional. O histograma representa o perfil do tamanho
celular adquirido pelo espalhamento frontal de luz (FSC, Foward Scatter) de ASC de
monocamada (A) e ASC mantidas em cultivo tridimensional (B). A maioria das ASC de
monocamada apresentam metade do tamanho das ASC cultivadas em modelo tridimensional.
Count: contagem de eventos. ASC: Células-tronco/estromais de tecido adiposo.

52



6.3 ESFEROIDES PRODUZIDOS POR AGAROSE MICROMOLDADA
APRESENTAM ALTA VIABILIDADE CELULAR COM AUSENCIA DE CENTROS
NECROTICOS NOS ESFEROIDES DE ASC INDUZIDOS

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados com o objetivo de avaliar as
células viaveis dos esferdides de ASC produzidos através da metodologia de agarose
micromoldada e para verificar a manutencado da viabilidade celular dos esferdides
induzidos e mantidos em condi¢ao de hipodxia.

Com esse intuito foi realizado a avaliacdo dos esferdides controle e dos
esferdides induzidos para via condrogénica, ambos mantidos em cultivo por 21 dias.
As células foram identificadas por marcagao do CD90, e posteriormente foi avaliado a
viabilidade das células através da marcacdo do 7AAD. As células dos esferdides
controle (Figura 17A) e induzido (Figura 17B) apresentaram alta viabilidade celular,
com respectivamente 92,1% e 90,2% de células viaveis (Tabela 3). As Figura17C e
a Figura 17D apresentam o controle negativo sem marcacgéao das ASC dos esferdides
controle e induzidos, respectivamente.

Como analise complementar, os esferoides de ASC induzidos foram avaliados
quanto a marcagdo de calceina citoplasmatica (marcagdo em verde) a fim de
identificar as células viaveis in situ € quanto a incorporagao do intercalante nuclear
homodimero de etidio (marcagdo em vermelho) com o objetivo de revelar as células
necroticas. As analises foram realizadas através de microscopia confocal (Figura
17E) e por microscopio de fluorescéncia associado a sofware de deconvolugao
(Figura 17F). A analise revelou que as células permaneceram majoritariamente

viaveis mesmo apo6s 21 dias de cultivo.
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Figura 17. Andlise de viabilidade celular por citometria de fluxo e por marcacgao
citoplasmatica e nuclear em células de esferdide apos 21 dias de cultivo. Células de
esferdides de ASC com marcagao positiva para CD90 (detecgdo no canal APC) e 7AAD
(detecgdo no canal PerCP-Cy5-5-A), analisadas por citometria de fluxo, representam o
percentual de células necréticas (Q2), sendo 5,1% e 5,7% dos esferdides controle (A) e
induzidos (B), respectivamente. Os graficos de ambas condi¢gdes foram obtidos a partir da
aquisicao de 100.000 eventos. Controle negativo sem marcagao dos esferdides controle (C)
e induzidos (D). Esferdides induzidos incubados com calceina citoplasmatica (marcagéo em
verde) e homodimero de etidio (marcagéo em vermelho) analisados por microscépio confocal
(E) e microscopio de fluorescéncia associado a sofware de deconvolugéo (F) revelaram
células majoritariamente viaveis com marcagdo em verde e poucas ceélulas necroticas
marcadas em vermelho. A tabela 3 mostra a quantificagdo das analises por citometria de fluxo.
Q: quadrante.

Tabela 3. Quantificagao da expressao de CD90 e marcagao de 7AAD.

CD90+ 7AAD- CD90+ 7AAD+
(Células viaveis) (células necréticas)

Esferoide de ASC 92,1% 5,1%
Esferoide de ASC Induzido 90,2% 5,7%
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A fim de avaliar a morfologia dos esferéides de ASC induzidos para a via
condrogénica e acompanhar o comportamento celular no interior dos esferoides foi
realizado analises histologicas ao longo dos 21 dias de indugao condrogénica. A partir
dos cortes histélogicos corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina verificou-se
que os esferdides ndao apresentaram nucleos picnéticos, caracteristicos de células
necroticas, ao longo das semanas de indug&o. Além disso, foi observado que os
esferdides apresentam células com morfologia similar em 7 dias de indugao, como é
possivel verificar a partir dos nucleos mais esféricos por todo esferoide (Figura 18 A,
B — seta). A partir de 14 dias de indug&o parece ocorrer um agrupamento de células
preferencialmente no interior dos esferdides (Figura 18 C, D — seta). Observou-se
também um espacamento maior entre as células na periferia dos esferéides. Em 21
dias de inducdo a periferia dos esferdides apresenta células com morfologia
fibroblastéide, que é indicado pelos nucleos com aspecto fusiforme (Figura 18 E, F —
cabeca de seta) e as células com morfologia ndo-fibroblastéides se mantiveram no

interior dos esferoides (Figura 18 E, F — seta).

55



dias

" o A
© oy MTdn e
T SN i % e
<
[ |
."v‘l e > p
¥ v 5 R ERACIE Y oL
W B 3 ,h’-‘ 3 » @il
"
©
©
[}
(o]

Figura 18. Analise histolégica de esferdides de ASC induzidos para via condrogénica
ao longo de 21 dias. Esferéides induzidos apresentam mudanga na morfologia das células
ao longo dos 21 dias de indugdo. Analise realizada apds 7 dias de indugéo revela células com
morfologia arredondada em todo esferoide (A, B). Apos 14 dias de indugao as células
encontram-se majoritariamente agrupadas no interior dos esferdides e apresentam uma
diminuicdo de células na periferia (C, D). Em 21 dias de indugdo as células localizadas
perifericamente assumem uma morfologia com caracteristica fibroblastéide (nucleos
fusiformes, indicado por asteriscos) e células com aspecto arrendondado no interior dos
esferdides (nucleos arredondados, indicado por setas) (E, F). Os cortes histoldgicos foram
corados pela técnica de hematoxilina e eosina. Barra de escala 50 pym.
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6.4 ESFEROIDES DE ASC POSSUEM DIFERENCAS NO PERFIL DE SECRECAO
DE MEDIADORES SOLUVEIS E DE FATORES DE CRESCIMENTO QUANDO
COMPARADO COM OS ESFEROIDES DE ASC INDUZIDOS PARA A VIA
CONDROGENICA

A fim de avaliar o perfil de secrecdo de mediadores soluveis e fatores de
crescimento pelos esferdides de ASC apds a indugao condrogénica foi realizada uma
cinética ao longo de 21 dias de indugdo. As analises também foram realizadas em
esferdides de ASC né&o induzidos para via condrogénica, com o objetivo de avaliar a
influéncia da diferenciagcado nos esferdides de ASC.

Através de ensaio de citometria de fluxo CBA, foi observado que ambos grupos
— esferdides de ASC controle e induzido — apresentam alta secrecao de IL-6 (Figura
19A) e IL-8 (Figura 19B) em 7 dias de cultivos. Esferéides de ASC controle
apresentaram alto decaimento na secrecao IL-6 e IL-8 em 14 dias de cultivo que se
manteve baixo até 21 dias de cultivo. Ja os esferdides de ASC induzidos para via

condrogénica s6 apresentaram diminuicdo, de maneira abrupta, em 21 dias de

inducéo.
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Figura 19. Dosagem de citocinas no sobrenadante do cultivo de esferéides de ASC
controle e induzidos para via condrogénica. A analise foi realizada por citometria de fluxo
(CBA — cytometric beads array). Esferoides de ASC controle e induzido apresentam mesmo
padrao de secrecao de IL-6 e IL-8. Esferdides controle e induzido apresentaram alta secregao
de ambas citocinas em 7 dias de cultivo, ocorrendo uma reducao evidente em 14 dias de
cultivo na situagao ou condicdo controle e uma redu¢do moderada na condigao induzido.
Ambos grupos apresentaram baixa secrecado das citocinas em 21 dias de cultivo (A, B). O

teste ANOVA foi aplicado dentro de cada grupo controle e induzido a fim de observar
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diferencgas estatisticas em 7, 14 e 21 dias. O valor de p obtido nos testes ANOVA dos grupos
controle e induzido estédo descritos abaixo de cada grafico. Linhas tracejadas indicam analises
do poés-teste de ambas condigbes. Linhas continuas indicam analises de teste t, que foi
realizado a fim de verificar a diferenca estatistica entre o grupo controle e induzido em 7, 14
e 21 dias. Asteriscos indicam valores de p obtidos no pds-teste e no teste t (* p<0,05; **
p<0,001; *** p<0,0005; **** p<0,0001). ASC: Células-tronco/estromais de tecido adiposo. IL:
Interleucina.

A modulacdo da secrecao dos fatores de crescimento da familia TGF-3 foi
investigada em esferdides de ASC e em esferdides de ASC induzidos para via
condrogénica, através da analise de multiplex por luminometria de fluxo. A partir das
analises, foi observado um decaimento de TGF-B1 ao longo dos 21 dias pelos
esferdides de ASC induzidos para via condrogénica (Figura 20A). Nao foi observado
secrecao de TGF-B1 a partir do grupo controle (Figura 20B). Os niveis de TGF-32 do
grupo controle apresentaram-se constantes ao longo do cultivo (Figura 20A). Ja os
esferoides induzidos apresentaram maior secregdo de TGF-B2 em 7 dias (Figura
20B). Os esferdides de ASC sem indugédo condrogénica apresentaram decaimento
progressivo nos niveis de TGF-3 (Figura 20C). Enquanto que os esferdides
induzidos, apesar de ocorrer uma diminuicdo dos niveis de TGF-3 em 14 dias
(Figura 20C), o aumento da secrecao € retomado em 21 dias de inducéo (Figura
20C). Como a secregao de TGF-B3 pelos esferoides de ASC foi bastante baixa
quando comparado com os esferoides de ASC induzidos esses dados foram
adicionalmente colocados no grafico da Figura 20D, onde €& possivel ter melhor
visualizagéo da cinética ao longo dos 21 dias e pudemos observar um decaimento ao
longo das semanas. A Figura 20E representa a razdo entre TGF-B3 e TGF-p1,
mostrando alta secrecdo de ambas isoformas até 7 dias de indugao. Posteriormente,
ocorre uma compensacao entre as duas isoformas, sendo maior secrecdo de TGF-1
em 14 dias e maior secrecdo de TGF-3 em 21 dias de indugao.
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Figura 20. Dosagem de TGF-B1, -2 e -3 no sobrenadante do cultivo de esferdides de
ASC controle e induzidos para via condrogénica. A dosagem foi realizada a partir da
técnica de multiplex de beads magnéticas. Os esferoides controle ndo apresentaram secre¢ao
de TGF-B1. Ja os esferdides induzidos apresentaram alta secrecdo TGF-B1 em 7 dias, com
decaimento ao longo dos 21 dias de indugao (A). A secregao de TGF-B2 foi alta em 7 dias de
cultivo, com diminuicdo nas semanas posteriores. Ja o grupo controle apresentou secrecao
estavel ao longo dos 21 dias (B). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Esferdides
controle apresentaram diminui¢cao na secrecao de TGF-33 ao longo de 21 dias, com secre¢ao
bem mais baixa que os esferdides induzidos. Esferdides induzidos apresentaram alta
secrecao de TGF-B3 em 7 dias e 21 dias de indugéo (C). Grafico da razdo entre a secreg¢ao
de TGF-B3 e TGF-1B a partir de esferdides induzidos representa o balango entre as duas
isoformas de TGF-3. O teste ANOVA foi aplicado dentro de cada grupo controle e induzido a
fim de observar diferengas estatisticas em 7, 14 e 21 dias. O valor de p obtido nos testes
ANOVA de grupo controle e induzido estdo descritos abaixo de cada gréfico. Linhas
tracejadas indicam analises do pds-teste de ambas condi¢des. Linhas continuas indicam
analises de teste t, que foi realizado a fim de verificar a diferenga estatistica entre entre o
grupo controle e induzido em 7, 14 e 21 dias. Asteriscos indicam valores de p obtidos no po6s-
teste e no teste t (* p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0005). TGF- B: Transforming growth factor
beta.
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6.5 COMPARACAO DA RESISTENICA MECANICA ENTRE OS ESFEROIDES DE
ASC E OS ESFEROIDES DE ASC INDUZIDO

O ensaio de resisténcia mecanica foi realizado a partir do equipamento
Microsquisher (CellScale) (Figura 21A). Para isso, os esferoides foram expostos entre
duas placas com o intuito de sofrer a compressao (Figura 21B). Ensaio de resisténcia
mecanica revelou que os esferoides de ASC induzidos apresentaram maior
resisténcia mecanica durante os 21 dias de cultura. No entanto, os esferoides de ASC
apresentaram resisténcia mecanica estavel durante os 21 dias, enquanto que os
esferoides de ASC induzidos para a via condrogénica apresentaram um pico em 14
dias. Porém os esferoides de ASC induzidos quando fusionados apdés 14 dias de
inducdo, manteve a mesma resisténcia mecanica alta quando comparado aos

esferoides de ASC induzidos apds 14 dias de inducéo (Figura 21C).
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Figura 21. Ensaio de resisténcia mecanica dos esferoides de ASC em comparag¢ao com
os esferoides de ASC induzidos apds ao longo dos 21 dias de cultivo. Equipamento
utilizado para medigédo dos teste de resisténica mecanica (A). Um esferoide entre as duas
placas de compressao (B). Dados coletados a partir de 4 esferoides de cultivo de ASC de 3
pacientes (C). O teste ANOVA foi aplicado dentro de cada grupo controle e induzido a fim de
observar diferencas estatisticas em 7, 14 e 21 dias. O valor de p obtido nos testes ANOVA
dos grupos controle e induzido estdo descritos abaixo de cada grafico. Linhas tracejadas
indicam analises do pds-teste de ambas condi¢des. Linhas continuas indicam analises de
teste t, que foi realizado a fim de verificar a diferenca estatistica entre o grupo dos esferoides
de ASC e dos esferoides de ASC induzido em 7, 14 e 21 dias. Linhas continuas também
representam a comparacao entre o esferoide de ASC induzido e fusionado com os esferoides
de ASC induzidos. Asteriscos indicam valores de p obtidos no pés-teste e no teste t (* p<0,05;
** p<0,001; *** p<0,0005; **** p<0,0001). ASC: Células-tronco/estromais de tecido adiposo.

6.6 ESFEROIDES DE ASC APRESENTAM VARIACOES NA EXPRESSAO DE
MASTER GENES AO LONGO DA INDUGAO CONDROGENICA

Com intuito de avaliar o pefil génico das células dos esferdides induzidos foi
realizado analises dos princiapais genes envolvidos na via regulatéria relacionadas ao
destino celular de diferenciacdo. As analises foram relizadas nos esferéides controle
e induzidos em 7, 14 e 21 dias. A fim de verificar a expressao dos esferdides controle
e induzidos foi realizado uma razdo entre as duas condi¢des. Foi verificado que a
expressao de Sox5 apresentou maior diferenga entre os esferdides induzidos quando
comparado com os esferdides controle em 7 dias de cultivo, com a proximadamente
o triplo da expressao em relagéo aos esferdides controle (Figura 22A). Enquanto que
a maior diferenca de expressao dos genes Sox6 e Sox9 entre os esferdides controle
e induzido ocorreu em 21 dias de cultivo. Apresentando uma expressao 10 vezes
maior de Sox6 dos esferdides induzidos em relagao aos esferdides controle (Figura
22C) e de quase 4 vezes mais de Sox9 (Figura 22E). Com o objetivo de avaliar a
cinética de expressao dos esferdides induzidos ao longo dos 21 dias de indugéo foi
realizado um comparacédo com os esferoides induzidos com os esferdides induzidos
em 7 dias de cultivo. Foi observado que os esferdides induzidos dos trés genes Sox

apresentaram maior expressao em 21 dias de cultivo (Figura 22 B, D, F).
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Figura 22. Andlise da expressao de mRNA de master genes por PCR em tempo real.
Razao da expressao génica do Sox 5 (A), Sox6 (C), Sox9 (E) e Runx2 (G) por células dos
esferdides induzidos em relacdo as células dos esferdides controle. Comparagdo da
expressao génica do Sox 5 (B), Sox6 (D), Sox9 (F) e Runx2 (H).

A fim de analisar a composicdo de MEC produzida pelas células dos esferdides
de ASC induzidos para a via condrogénica foi realizado analises de imunohistoquimica
ao longo dos 21 dias de indugdo. Com o intuito de avaliar a eficiéncia da diferenciagéo
condrogénica foram realizadas marcagbes com anticorpos especificos de
componentes de matriz de tecido cartilaginoso, como colageno do tipo Il e VI, sulfato

de condroitina e agrecana. Foi analisado também moléculas de adesao celular como
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N-caderina e vimentina que sao fundamentais no processo de formacédo e de
compactagao dos esferoides. As analises de imunohistoquimica foram confirmadas a
partir da quantificacdo da intesidade de marcacdo, que foi realizada através do
software Image J.

O colageno | ndo apresentou variagdo ao longo dos 21 dias de cultivo (Figura
23). Ja a expressdo de colageno Il (Figura 24) e VI (Figura 25) apresentou um
aumento em 21 dias de indugdo. Vale ressaltar que o colageno Il, que é o mais
abundante no tecido cartilaginoso, apresentou maior expressao quando comparado
aos outros colagenos analisados. A partir da analise semi-quantitativa de intensidade
de marcagdo podemos confirmar esses dados (Figura 26). Assim, a indugéo
condrogénica conservou a alta expressdo de colageno Il e baixa expressado de
colageno | ao longo das semanas.

O sulfato de condroitina, apresentou alta expressdo durante os 21 dias de
inducao, apresentando um leve aumento na ultima semana de indugao (Figura 27).
Ja a agrecana apresentou uma diminuicdo moderada em 14 dias de cultivo (Figura
28), apesar de apresentar alta expressao ao longo de todo periodo de indugéao (Figura
29). Esses dados foram confirmados a partir da analise semi-quantitativa de
intensidade de marcacgéao (Figura 30).

A expressdo de vimentina foi negativamente modulada pela indugao
condrogénica. Verificou-se que ao longo dos 14 dias de indugao houve alta expressao
de vimentina, ocorrendo um decaimento em 21 dias. Além disso, em 21 dias,
observamos marcagéao preferencial na periferia dos esferdides (Figura 31). Por outro
lado, a N-caderina foi positivamente modulada pela indug¢do condrogénica,

apresentando um aumento significativo em 21 dias de indugao (Figura 32).
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21 dias 14 dias 7 dias

Cartilagem

Figura 23. Composicao de colageno | em esferdides de ASC induzidos para via
condrogénica ao longo de 21 dias de indugdo. A analise foi realizada por imuno-
histoquimica. A marcagcdo de colageno | ndo apresentou variagdo ao longo da indugao
condrogénica. Controle positivo: tecido de cartilagem (g, h). ASC: Células-tronco/estromais
de tecido adiposo. Barra de aumento 20um.
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21 dias 14 dias 7 dias

Cartilagem

Figura 24. Composicao de colageno Il em esferéides de ASC induzidos para via
condrogénica ao longo de 21 dias de indugao. A anadlise foi realizada por imuno-
histoquimica. Controle positivo: tecido de cartilagem (g, h). ASC: Células-tronco/estromais de
tecido adiposo. Barra de aumento 20um.

65



7 PSR S

» 2 .' ; i -vv~ . -

b, S

(2] 3

T
©
~
(7]
L
©
<
i
(%2}
i
©
i
(o]
£
u
=Ts)
35
t
©
(S

Figura 25. Composicao de colageno VI em esferéides de ASC induzidos para via
condrogénica ao longo de 21 dias de indugao. A anadlise foi realizada por imuno-
histoquimica. Controle positivo: tecido de cartilagem (g, h). ASC: Células-tronco/estromais de
tecido adiposo. Barra de aumento 20um.
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Figura 26. Graficos semi-quantitativos da marcacao de colagenos em esferoides
induzidos. Analise realizada através de software imaged utilizando um plugin especifico para
analise de imunohistoquimica. Todas as marcagdes foram realizadas concomitantemente. A
analise revela que os esferodides induzidos apresentam maior expressao de colageno Il e que
a indugéo condrogénica resulta em aumento da expressao de colageno VI (A, B, C).
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21 dias 14 dias 7 dias

Cartilagem

Figura 27. Composic¢ao de sulfato de condroitina em esferdides de ASC induzidos para
via condrogénica ao longo de 21 dias de indugdo. Analise realizada por imuno-
histoquimica. Controle positivo: tecido de cartilagem (g, h). ASC: Células-tronco/estromais de
tecido adiposo. Barra de aumento 20um.

68



selp £ selp v1 selp 1¢ wasejiue)

induzidos para via

des de ASC
lise realizada por imuno-histoquimica.

(o]
a

a0 de agrecana em esfer

Ic

28. Composi

igura

F

ao. An

condrogénica ao longo de 21 dias de indug
Controle positivo: tecido de cartilagem (g,

adiposo. Barra de aumento 20um.

lulas-tronco/estromais de tecido

h). ASC: Cé

69



A Sulfato de Condroitina B Agrecana

0.7- 0.7- 7 dias
IR L p— 0.6- B 14 dias
T £ o5 0.5 T .
v 5 . 21 dias
b £ 4 0.4
kol o
g ar& 0.3 0.3

©

8 E 0.2 0.24
= £ o041 0.14

0.0 0.04

Figura 29. Graficos semi-quantitativos da marcagcao de componentes de MEC em
esferdides induzidos. Analise realizada através de software imagedJ utilizando um plugin
especifico para andlise de imunohistoquimica. Todas marcagdes foram realizadas
concomitantemente. A anadlise revela que a indugao condrogénica em esferéides de ASC
resulta na manutencdo de producdo de componentes de matriz extracelular, sulfato de
condroitina (A) e agrecana (B) durante os 21 dias.
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21 dias 14 dias 7 dias

Cartilagem

Figura 30. Composicdo de vimentina em esferdides de ASC induzidos para via
condrogénica ao longo de 21 dias de indugao. Analise realizada por imuno-histoquimica.
Controle positivo: tecido de cartilagem (g, h). ASC: Células-tronco/estromais de tecido
adiposo. Barra de aumento 20um.

71



21 dias 14 dias 7 dias

Cartilagem

Figura 31. Composicdo de N-caderina em
esferdides de ASC induzidos para via
condrogénica ao longo de 21 dias de indugao.
Andlise realizada por imuno-histoquimica. Controle
positivo: tecido de cartilagem (g, h). Controle
negativo da reagdo (i). ASC: Células-
tronco/estromais de tecido adiposo. Barra de
aumento 20um.
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Figura 32. Graficos semi-quantitativos da marcagdo de moléculas de adesao em
esferdides induzidos. Analise realizada através de software imagedJ utilizando um plugin
especifico para andlise de imunohistoquimica. Todas marcagdes foram realizadas
concomitantemente. A anadlise revela que a indugao condrogénica em esferéides de ASC
resulta no balango entre a diminuicdo de vimentina com localizacao preferencial na superficie
do esferoide (A) e aumento de N-caderina (B) na ultima semana de indugéo.

6.7 ANALISIAE DA SUPERFICIE DE ESFEROIDES DE ASC INDUZIDOS PARA A VIA
CONDROGENICA

A fim de avaliar a superficie dos esferdides induzidos para via condrogénica
por 21 dias, os esferéides foram processados e analisados por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). Através da avaliagao realizada foi observado que os esferdides
possuem morfologia irregular e apresentam diferentes estruturas em sua superficie. A
partir de um maior aumento identificamos estruturas esféricas na superficie dos
esferdides, com tamanho entre 0,2 a 1uym, que sugerem a presencga de vesiculas
extracelulares (Figura 33 A, B, C, D, E, F).
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Figura 33.




Figura 33. MEV de esferéides de ASC induzidos para via condrogénica. Os esferdides
induzidos apresentam superficie rugosa, com aspecto irregular (A). A partir da amplificagao
do retadngulo tracejado em amarelo, é possivel observar com mais detalhamento essa
irregularidade e também a presenca de diferentes estruturas (B). A partir de um maior
aumento é possivel observar a presengca de pequenas vesiculas membranosas ou
extracelulares na estrutura dos esferdides, com tamanho que varia em torno de 0,2um até
1um de didametro (C). Imagens apresentando a superficie dos esferoides (D, E, F). ASC:
Células-tronco/estromais de tecido adiposo.

Com o intuito de facilitar a visualizacao final dos resultados foi elaborado uma
tabela de sistema de cruzes (Tabela 4). Para os resultados de imunohistoquimica a
comparacao foi realizada entre 7, 14, 21 dias para cada marcacgao e também entre as
moléculas uma vez que todas as marcagdes foram realizadas juntas na mesma
reacdo. Os resultados de TGF-B foram analisados apenas entre as semanas devido
a grande diferenga de valores entre as 3 isoformas. Portanto, avaliamos apenas a
variagao entre 7, 14 e 21 dias dentro de cada isoforma, ndo havendo comparagao
entre TGF-B1, TGF-p2 e TGF-B3. O mesmo foi realizado para as interleucinas. O trio
Sox também foi avaliado somente entre 7, 14 e 21 dias dentro de cada gene, n&o

havendo também comparagao entre os genes.
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Tabela 4. Quadro de resultados gerais representado por sistema de cruzes.

7 dias 14 dias 21 dias
Colageno | + + +
Colageno i +++ +++ +++
Colageno Vi + + ++
Sulfato de ++++ +++ ++4++
Condroitina
Agrecana +++ +++ +++
Vimentina +++ +++ +
N-caderina + + +++
TGF-b1 ++++ ++ +
TGF-b2 ++++ ++ +4++
TGF-b3 +4++ + 4+
IL-6 +++ ++ +
IL-8 +++ ++ +
Sox5 ++ ++ ot
Sox6 + + +4++
Sox9 ++ +++ ++++
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6.8 ENSAIO DE FUSAO E ASSOCIACAO DE ESFEROIDES DE ASC INDUZIDOS A
NANOFIBRA DE POLICAPROLACTONA

A fim de avaliarmos a interagao esferoide-esferoide no processo de fuséo, foi
realizado um ensaio semeando 4 esferoides em pog¢o de placa de cultura previamente
revestido com agarose (Figura 34 A, B, C). Apos 1 horas os esferoides encontravam-
se bem proximos. Apos 3 dias os esferoides apresentaram-se em processo inicial de
fusao (Figura 34 D, E, F). Em 7 dias de cultivo os esferoides estavam completamente

fusionados resultado em um unico esferoide (Figura 34 G, H, I).

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

1 hora

3 dias

[%2]
®
o
~

Figura 34. Ensaio de fusdao de esferoides induzidos. Esferéides semeados em pogo de
placa de cultura revestidos em agarose apés 1 hora em contato (A, B, C). Esferdides
fusionados apds 3 horas de contato (D, E, G). Esferdides completamente fusionados apés 7
dias (G, H, I). Barra de aumento 200um.

Com o intuito de gerar microtecidos autégenos, como etapa inicial para a
formacao de tecidos de maior complexidade, foi realizado a semeadura de esferoides

induzidos em matrizes de nanofibras alinhadas de policaprolactona (PCL) (Figura 35
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A, B). Apds 24 horas foi observado que as esferas encontravam-se completamente
aderidas a nanofibra de PCL (Figura 35 C, D) e que ap06s 3 dias havia ocorrido a fuséo

entre os esferdides (Figura 35 E, F).

Figura 35. Associacdo dos esferoides de ASC induzidos em nanofibras de PCL.
Nanofibras de PCL alinhadas (A). Esferoides associados as nanofibras de PCL (B). Etapa
inicial de fusao dos esferoides (C).
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Realizamos imagens macroscépicas a fim de acompanhar a interagdo da
nanofibra, em associagdo com os esferoides, com o tecido do animal. partir das
imagens macroscoépicas € possivel observar a completa aderéncia da nanofibra ao

tecido do camundongo (Figura 36).

Figura 36. Imagens macroscopicas dos
esferoides associados a nanofibra de
PCL apés 3, 14 e 28 dias.

28 dias 14 dias 3 dias

As analises dos cortes histolégicos corados pela técnica de HE e por tricromo
de masson revelaram que em 3 dias (Figura 37) e 14 dias (Figura 38) parece ter
ocorrido uma reacéo inflamagdo moderada, tendo um aumento em 28 dias (Figura
39). No entanto, a partir da morfologia arredondada das células no interior do
esferoide, € possivel supor que houve manutencao no fendtipo diferenciado das
células para via condrogénica até 28 dias. No entanto, mais analises precisam ser
realizadas a fim de confirmar essa hipdtese.
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HE Tricromo de masson

Figura 37. Analise de HE e tricromo de masson de esferoides associados a nanofibras
e implantado na regiao subcutanea de camundongos apés 3 dias. As setas indicam as

nanofibras de PCL e as cabecas de seta indicam os esferoides de ASC induzidos.
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Figura 38. Analise de HE e tricromo de masson de esferoides associados a nanofibras
e implantado na regidao subcutanea de camundongos apoés 14 dias. As setas indicam as

nanofibras de PCL e as cabecas de seta indicam os esferoides de ASC induzidos.
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Figura 39. Analise de HE e tricromo de masson de esferoides associados a nanofibras
e implantado na regiao subcutinea de camundongos apés 28 dias. As setas indicam as

nanofibras de PCL e as cabecas de seta indicam os esferoides de ASC induzidos.
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7. DISCUSSAO

A diferenciacdo condrogénica, in vivo, é governada por diversas condi¢oes.
Uma delas é a interagao celular, que atua de maneira concomitante com fatores de
crescimento e de diferenciagéo a fim de desencadear vias de sinalizagdo, bem como
transcricdo de genes especificos. Diversas citocinas e mediadores quimicos estédo
envolvidos nessa sinalizagdo intracelular que ocorre durante a diferenciagao
condrogénica (Erlebacher et al., 1995; Mundlos e Olsen, 1997). Em resumo, a
condrogénese € controlada principalmente por sinais que sao iniciados pelas
interagdes célula-célula e célula-matriz (Goldring et al., 2006).

Desta maneira, a metodologia de automontagem tem ganhado merecido
destaque, principalmente por propiciar a ligagdo de proteinas de superficie, como a
N-caderina, e desempenha importante papel na ades&o célula-célula (Youssef et al.,
2011). Esse processo de automontagem péde ser observado quando as ASC foram
semeadas na superficie ndo aderente da agarose micromoldada (Napolitano et al.,
2007), sendo este um processo mediado pela contragdo do citoesqueleto e da
interagdo célula-célula (Svoronos., 2009) sem a adigédo de forga externa. Desta forma,
esse modelo atua positivamente no estimulo a indu¢do condrogénica, uma vez que
mimetiza etapas da diferenciacdo condrogénica, como a condensagao que corre no
embriogénese (Bobick et al., 2009).

O modelo para producédo dos esferoides a partir de agarose micromoldada
permite a produgao de centenas de esferoides em uma unica placa de cultura celular,
além de ser uma metodologia passivel de escalonamento. Em adi¢do, pudemos
verificar que os esferoides de ASC induzidos apresentaram-se esféricos ao longo das
semanas, uma vez que nao observamos grande variagao entre a medigao dos
diametros maior e menor. Em contrapartida, os esferoides de ASC sem indugao
condrogénica, apresentaram maior variagdo entre os diametros menor e maior na
ultima semana de cultivo. Essa alteragdo na morfologia desses esferoides pode ser
observada a partir das imagens de contraste de fase, apesar de nao ter sido critico ao
modelo. Além disso, podemos verificar também que o desvio padrao das medi¢des
foram baixos, mostrando que os 81 esferoides produzidos na agarose micromoldada

apresentaram-se homogéneos.
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A padronizacéo da formagao dos esferoides, como sua homogeneidade de tamanho
e a sua morfologia esférica é fundamental para garantir que o0 mesmo microambiente
tecidual esteja sendo gerado de maneira similar em todos os esferoides.
Principalmente em relagéo a disponibilidade de nutrientes e oxigénio, bem como a
hipoxia gerada no interior dos esferoides, que pode desencadear diversos eventos
nas células que compdem os esferoides. Ja foi relatado que os esferoides com
tamanho de 400um sao ideais para recriar a condigdo de hipdxia no centro do
esferoide (Ranga et al., 2014). Os esferoides de ASC induzidos apresentaram, de fato,
tamanho proximo ao tamanho proposto na literatura. Apresentando, portanto, uma
condigao favoravel a diferenciagdo condrogénica, uma vez que mimetiza o ambiente
avascular da cartilagem.

Além disso, observamos que essa hipdxia gerada no interior do esferoide nao
apresentou efeito destrutivo, visto que, a partir das analises de citometria de fluxo e
fluorescéncia, as células apresentaram-se majoritariamente viaveis, além de n&o ter
sido observado centros necréticos através dos cortes corados com HE. Esses dados
demonstram que apesar da limitacdo do cultivo 3D em manter a viabilidade celular
principalmente no centro do cultivo que apresentam maior barreira a perfusdo de
nutrientes, observamos que foi possivel induzir os esferéides de ASC por 21 dias
mantendo-os em condicdo de hipdxia sem ocorrer danos celulares nem mesmo nas
areas mais centrais.

A analise fenotipica de ASC cultivadas em monocamada revelou a presenca
dos marcadores de superficie CD73 e CD90. Ja existe um consenso que o CD73 e
CD90 configuram a classe de marcadores primarios com mais de 80% de marcagéo
em ASC (Bourin et al., 2013).

Apesar de alguns autores mostrarem marcagao para CD34 em ASC (Bourin et
al., 2013), em nosso estudo as ASC cultivadas em monocamada n&o apresentaram
marcagao para o CD34. Nossas analises foram realizadas na terceira passagem e ja
foi relatado em diversos estudos que ao longo das passagens ocorre a perda do CD34
(Martinez-Lorenzo, 2008; Cheng et al., 2012; Onate et al., 2013). Apesar de ja ter sido
demonstrado que o CD34 ¢ positivo em ASC nativa, foi relatado que seu decaimento
ocorre até mesmo durante alguns dias em cultura (Maumus et al., 2011). Além disso,
acreditamos que diferengas no isolamento, tipo de cultivo e até mesmo no meio de

cultura podem estar relacionados com estas discrepancias. Observamos também que
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o cultivo das ASC em modelo tridimensional desencadeou um pequeno aumento na
regulagdo do CD34, assim como demonstrado por Cheng e colaboradores (Cheng et
al., 2012).

As ASC mantiveram a expressdo de CD90 mesmo quando cultivadas em
modelo tridimensional e mesmo sob estimulo condrogénico. Estudo realizado com
esferdides de ASC também revelou essa manutengdo para esse marcador de
superficie (Cheng et al., 2012).

O cultivo tridimensional regulou negativamente o marcador de superficie CD73,
apresentando marcacgao positiva para 9,2% das ASC dos esferdides nao induzidos e
8,8% em ASC dos esferdides induzidos. Em contrapartida, 85,8% de ASC cultivadas
em monocamada apresentam marcacao para o CD73. Assim, podemos inferir que o
cultivo tridimensional é capaz de alterar o perfil fenotipico das ASC. No entanto, pouco
se sabe sobre a influéncia do CD73 na condrogénese. Martinez-Lorenzo demonstrou
que ASC derivadas de diferentes espécies — humana, coelho e ovelha - apresentaram
marcacao diferenciada e que a auséncia da expressao de CD73 em coelhos e ovelhas
nao impossibilitou a diferenciagdo condrogénica (Martinez-Lorenzo, 2008).

Outros autores também mostram que o CD73 € diminuido na diferenciagao
condrogénica (Delorme et al., 2008). Porém em nosso modelo ndo podemos afirmar
que a diminuicdo do CD73 ocorreu devido a diferenciagao, uma vez que as ASC dos
esferoides nao induzidos também apresentam esse decaimento. Em contrapartida,
podemos supor que esse decaimento, que ocorreu em ambas condi¢des, pode ter
contribuido na diferenciagéao dos esferoides de ASC induzidos para via condrogénica.
Visto que ja foi demonstrado que o bloqueio de CD73 desencadeia o aumento de
componentes de matriz cartilaginosa (Schoon et al., 2013).

A marcagao para CD105 em ASC cultivadas em monocamada ja foi descrita
por diversos autores, até mesmo em cultivo de esferdides (Cheng et al., 2012) porém
em nosso estudo ndo obtivemos marcagao no cultivo tridimensional e apenas 3,8%
das ASC cultivadas em monocamada apresentaram esse marcador. As nossas
analises realizadas por citometria de fluxo mostraram que, além das diferencas
fenotipicas observadas, as ASC reduzem também seu tamanho quando cultivadas em
modelo tridimensional (Bartosh et al., 2010).

Os esferdides de ASC induzidos apresentam-se inicialmente constituidos por

células apresentando a morfologia nuclear esférica e bastante homogénea por todo o
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esferoide, que sugere a presencga de células similares. No entanto, a partir da segunda
semana as ASC dos esferdides mantidas sob estimulos condrogénico parecem se
agrupar preferencialmente no interior do esferdide. Na ultima semana de indugéo
observamos alteragdes mais proeminentes, onde as células, que antes
apresentavam-se homogéneas, passaram a apresentar diferencas morfologicas. As
células da periferia dos esferdides passaram a adquirir uma morfologia fibroblastoide
enquanto que as células no interior dos esferéides mantiveram suas caracteristicas
iniciais.

Esses dados sugerem a existéncia de diferentes subpopulagdes de células das
ASC compondo os esferdides. No qual podemos propor que as células no interior do
esferbéide se condensam apds alguns dias de inducdo a fim de tonarem-se
comprometidas com a via condrogénica. Ja as células que nao apresentam esse
comprometimento foram deslocadas para periferia dessa zona de diferenciagao,
supondo a existéncia de subpopulag¢des de células. De fato, diversos estudos tém
demonstrado essa heterogeneidade dentro da populagdo de MSC de medula éssea.
Estudo desenvolvido por Tormin e colaboradores identificou a presenca de trés
diferentes subpopulagbes, demonstrando diferengas funcionais (Tormin et al., 2009)
e diferencas no potencial de diferenciagcado das diferentes subpopula¢des de MSC de
medula 6ssea (Satomura et al., 2000; Gronthos et al., 2003). Rada e colaboradores,
usando beads magnéticas, demonstram que as ASC também sdo compostas por
diferentes subpopulacdes de células, que expressam diferentes niveis de marcadores
e, portanto, apresentam potencialidade de diferenciagao distinta para condrogénese
(Rada et al., 2010).

A presenca de subpopulagdes compondo os esferoides pode contribuir
positivamente para a eficiéncia do modelo, visto que se compararmos com a
cartilagem articular, sabemos que essa setorizagdo celular € algo que ocorre de
maneira natural no desenvolvimento da cartilagem. A cartilagem madura é composta
por células com morfologias distintas, que estao inseridas dentro de uma matriz
extracelular com diferente composicao e diferentes propriedades mecanicas, e que,
portanto, apresentam fungdes especificas no reparo tecidual (Poole et al., 2001). Em
adicao, ja foi demonstrado diferengas na expressao de genes em diferentes zonas da
cartilagem articular. Revelando, portanto, que a cartlagem €& composta por

subpopulacdes de condrdcitos com diferentes caracteristicas dependendo de sua
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localizagdo (Grogan et al., 2013). No entanto, analises futuras precisam ser realizadas
para confirmarmos se, de fato, existe uma subpopulacdo compondo os esferdides e
se essas diferentes populacdes de células contribuem positivamente para o nosso
modelo ou se sera necessario realizar a selegao de células antes do cultivo.

ASC de esferoides ndo induzidos e de esferoides induzidos para via
condrogénica foram capazes de secretar mediadores soluveis. De fato, ja foi relatado
na literatura que as MSC tém grande potencial em secretar diversas citocinas
incluindo a IL-6 (Aggarwal e Pittenger, 2005; Kondo et al., Chen et al., 2008; Pricola
et al., 2009). Além disso, Kondo e colaboradores relatam que os agregados de MSC
diferenciados possuem maior potencial de secrecao de |IL-6 quando comparado com
MSC cultivadas em monocamada, no entanto, essa secrecgao € perdida ao longo da
indugcdo condrogénica, sugerindo que a capacidade de secretar IL-6 seja uma
propriedade de MSC indiferenciadas. De fato, nosso estudo mostrou esse mesmo
padrao de alta secreg¢do de IL-6 pelas ASC dos esferoides induzidos nas primeiras
semanas com decaimento ao longo da indugdo. No entanto, em nosso estudo,
observamos também que as ASC quando cultivadas em modelo tridimensional e sem
indugdo condrogenica também perdem a capacidade de secretar IL-6 ao longo do
tempo. Esses dados indicam que nao foi unicamente a diferenciagdo condrogénica
que desencadeou a diminuicdo da secregao de IL-6, mas acima de tudo que o cultivo
tridimensional pode ter alterado o perfil de secre¢cao de mediadores soluveis.

Apesar de observamos que ambas condicdes apresentaram alta producao
desse mediador soluvel na primeira semana de cultivo, percebemos também que os
esferoides de ASC sem indugdo apresentam uma evidente redugéo logo na segunda
semana de cultivo. Em contrapartida, os esferoides de ASC induzidos so
apresentaram esse decaimento abrupto na ultima semana de cultivo. Esses dados
sugerem uma possivel participagao da IL-6 na condrogénese, a partir de células ja
diferenciadas. Estudo realizado com MSC com o intuito de verificar a importancia do
IL-6 na condrogénese realizou a indugéo agregados de MSC com TGF-3, IL-6 e IL-
6R e, de fato, foi observado o aumento da expressdo de marcadores condrociticos,
tais como colageno Il e agrecana, quando comparado com os agregados que tiveram
apenas o estimulo com o TGF-3, ou com MSC que nao receberam nenhum estimulo
de diferenciacédo (Kondo et al., 2015). Em adigéo, também foi relatado que a indugéo

de condrécitos saudaveis com IL-6 exdgena resultou em aumento o conteudo de
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glicosaminoglicano em um modelo de regeneracgao de cartilagem in vitro (Tsuchida et
al., 2012). Também ja foi demonstrado que a indugdo de condrécitos derivados da
cartilagem femoral com IL-6 e slL-6Ra desencadeou maior expressao de colageno |l
(Namba et al., 2007).

Esse decaimento ao longo das semanas da secre¢cdo de IL-6 por ASC
induzidas para a via condrogénica também foi observado por Kondo e colaboradores,
com a unica diferenga que em nosso modelo ndo foi necessario o estimulo exégeno
de IL-6. Além disso, Kondo demonstrou também que os agregados de MSC que foram
induzidos com TGF-33 apresentaram aumento na expressado de Sox9, e quando foi
acrescentado o estimulo com IL-6 0 aumento foi potencializado. Também foi relatado
a detecgao do IL-6 em células MSC-like na zona condral superficial em um ensaio in
vivo, sugerindo que o IL-6 € produzido por essas células na cartilagem com o intuito
de promover a diferenciagdo condrogenica ou atuar na homeostase do tecido (Kondo
et al., 2015).

Esses dados sugerem uma fungdo anabdlica da IL-6 em processos de
diferenciagao condrogénica. E a partir dos nossos resultados podemos supor que a
participagdo da IL-6 ocorre apenas em estagios iniciais de diferenciagdo, atuando,
portanto, como um inicializador do processo de comprometimento das ASC dos
esferoides induzidos para via condrogenica. Além disso, em nosso modelo a IL-6 n&o
parece apresentar funcdo da manutencao dos componentes de matriz. Uma vez que
mesmo com o seu decaimento os niveis de agrecana, sulfato de condroitina e
colageno Il permaneceram altos. Nossos dados também indicam que a IL-6 nado
apresentou efeito catabodlico em nosso sistema, uma vez que o decaimento de IL-6
nao resultou em aumento dos componentes de matriz. Esse efeito catabdlico foi
demonstrado ocorrer em modelo de osteoartrite por Tsuchida e colaboradores, que
sugerem uma funcdo destrutiva do IL-6. Onde relataram que em condrdcitos
saudaveis a producao de IL-6 foi mais baixa quando comparado com condrécitos de
pacientes com osteoartrite, no entanto, relatou que a adi¢cdo de IL-6 exdgena nos
agregados de MSC resultou em aumento de GAG no modelo de neocartilagem in vitro.
Entretanto, apesar dos condrécitos provenientes de pacientes com osteoartrite terem
produzido alta concentragdo de IL-6 enddégena durante a regeneracgao, a inibicdo do
IL-6 ndo afetou o conteudo de matriz cartilaginosa e a adicdo de IL-6 resultou em
diminuicdo de GAG (Tsuchida et al., 2012).
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Desta forma, podemos observar que a IL-6 parece apresentar diferentes
fungcbes dependendo da célula alvo, o6rgdos e ambiente, podendo, portanto,
desempenhar um papel anabdlico ou catabdlico na cartilagem. Assim, mais estudos a
respeito da funcéo da IL-6 na condrogénese e regeneragao da cartilagem, bem como
em processos de degeneragcdo da cartilagem, precisam ser realizados a fim de
elucidar sua atuagao nessas diferentes condig¢des.

Além da IL-6, a capacidade das MSC, cultivadas em monocamada, em secretar
IL-8 também ja foi demonstrada (Aggarwal e Pittenger, 2005). Entretanto, em nosso
estudo, nés comprovamos que as ASC cultivadas em modelo tridimensional também
detém esse potencial. Curiosamente, a secrecido de IL-8 pelas ASC dos esferoides
nao induzidos e induzidos apresentaram o mesmo padrao de secrecao da IL-6.
Apresentando-se alta na primeira semana e com decaimento gradativo ao longo das
semanas. Esses dados sugerem que a IL-6 e IL-8 parecem atuar de maneira integrada
na diferenciagdo condrogénica.

Recentemente foi relatado que a IL-8 atua, em conjunto com outras citoninas,
favorecendo a regeneracao cartilaginosa pelo recrutamento de células-tronco de
medula 6ssea para o local do defeito osteocondral (Park et al., 2015). Além disso, um
estudo revelou que a IL-8 ou a combinagéo de IL-8 e células-tronco de medula éssea
desencadeou processo de regeneragao da cartilagem hialina superior aos grupos que
receberam apenas as células. Além disso, a combinacao das células com a IL-8
revelou aumento de colageno Il, agracana e Sox9 na cartilagem regenerada. Em
adicao, esse estudo também relata que a IL-8 também foi capaz de induzir a sintese
de GAG, especialmente condroitina sulfato (Lee et al., 2016). Portanto, assim como a
IL-6, a IL-8 também possui um importante papel em processos de diferenciacao
condrogénica. Se separadamente diversos trabalhos mostraram o beneficio desses
mediadores soluveis, acreditamos que em conjunto possam resultar em um processo
de diferenciagao mais eficiente. De fato, observamos que logo na primeira semana de
inducéo os esferoides de ASC apresentaram alta expressao de moléculas de matriz
cartilaginosa.

Ainda nao existe um consenso na literatura a respeito da atuacéo do TGF-31
na condrogénese. Visto que alguns estudos demonstraram que o TGF- 31 apresenta
um papel benéfico no desenvolvimento da cartilagem, através do estimulo a produgao
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et al,, 1992; Van Beuningen et al., 1994; Kim et al., 2014; Barry et al., 2001).
Evidenciando que a participagdo do TGF-B1 € fundamental para o desenvolvimento
normal das articulagdes. Em contrapartida, o aumento da atividade do TGF-1 em
camundongos adultos pode acelerar ou até mesmo iniciar degeneragao na articulagéo
adulta. Com intuito de demonstrar que a inibigado da sinalizagdo de TGF-31 protege a
articulacdo no desenvolvimento da osteoartrite, Chen e colaboradores realizaram um
estudo em camundongos com o receptor Tgfbr2 inativado e camundongos tratados
com um inibidor do receptor Tgfbr2. De fato, a remog¢do ou a inibigdo do Tgfbr2
retardou a progressao da degeneragao da cartilagem em comparagdo com o0s
camundongos controle, concluindo que a inibigdo do Tgfbr2 protegeu as articulagdes
do joelho em camundongos (Chen et al., 2015). Desta forma, muitos autores apoiam
que o TGF-B1 participe do processo degenerativo da cartilagem articular madura.
Além disso, a injegao intracelular de TGF- B1 na articulagdo de camundongo adulto
desencadeou em estagios iniciais da osteoartrite (Itayem et al., 1999).

Esses dados nos indicam que o TGF-B1 mostra-se fundamental para a
diferenciagado condrogénica, mas que nao parece ser essencial para a manutencgao
desse tecido, uma vez que gera desestabilizagao na cartilagem madura. Observamos
em nosso modelo um decaimento do TGF-B1 ao longo dos 21 dias de indug&o. No
entanto, no inicio da indugdo condrogénica os niveis de TGF-B1 e TGF-33
apresentaram-se similares, havendo uma maior produ¢do do TGF-B1 na segunda
semana de cultivo.

Na ultima semana de indugcédo observamos uma queda acentuada do TGF-31,
entretanto, pudemos notar a partir da analise semi-quantitativa de imunohistoquimica
qgue os niveis de sulfato de condroitina e colageno Il permaneceram altos até a ultima
semana de indugao. Portanto, duas possibilidades sdo sugeridas, a primeira seria que
essas moléculas apresentam alta estabilidade e por isso ndo acompanharam o
decaimento do TGF-31 ao longo das semanas. Uma outra possibilidade seria que o
TGF-B3 atue de maneira mais ativa durante todo processo de diferenciacdo e nao
apenas no inicio da inducdo. De fato, na ultima semana de indugao, onde observamos
o decaimento de TGF-B1, notamos que o nivel de TGF-B3 se reestabelece,
apresentando-se superior ao TGF-31. Em adi¢ao, poderiamos propor também que a
manutencdo dos componentes de matriz extracelular s6 se manteve alto devido ao

decaimento do TGF-B1, que tem sido relatado na literatura como tendo um papel
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catabolico na cartilagem madura e que esse fator s6 tenha participado no inicio da
diferenciagao.

Estudo realizado por Barry e colaboradores comparou as trés isoformas de
TGF-B relatando, que de fato, o TGF-B3 €& mais eficiente em desencadear a
condrogénese quando comparado com o TGF-31, pois desencadeia maior expresséo
de glicosaminoglicanos, além de estimular maior deposi¢cao de colageno Il ainda em
estagios iniciais da diferenciacdo. Em contrapartida, a indu¢do com TGF-B1 sé
desencadeou a expressao de colageno |l em um momento posterior ao TGF- 33 (Barry
et al., 2001). Além disso, podemos supor que o decaimento de TGF- 31 parece ter
regulado positivamente a manutencgéo do fendtipo diferenciado das células, uma vez
que ja foi relatado que o cultivo de condrécitos articulares humano cultivados em
sistema de micromassa e induzidos com TGF-B1 desencadeou um fendtipo
hipertréfico nos condrécitos, com aumento do colageno X e MMP13 apos 14 dias de
inducéo (Narcisi et al., 2011).

Apesar da atuacado do TGF-B1 ser principalmente na etapa de condensacéo,
todas as isoformas de TGF-3 sdo importantes nessa fase. De fato, observamos que
as trés isoformas apresentaram maior expressao na primeira semana de indugao,
revelando que parecem ser fundamentais para a inicializagdo da condensacéo assim
como para dirigir as ASC para via condrogénica. Portanto, a partir dos nossos dados,
supomos que o TGF-B1 atue principalmente como iniciador da diferenciacao
condrogénica. De fato, ja foi relatado que o TGF-B1 é o fator mais importante na
inicializacdo da diferenciagdo condrogénica. Visto que durante essa fase o TGF-$31
atua na etapa de condensacao a partir do estimulo a producado de N-caderina a fim de
promover a interagao celular (Tuli et al., 2003).

A partir dos nossos resultados pudemos notar também que os esferdides de
ASC por si s6 nao foram capazes de estimular a expressdao de TGF-1. Em
contrapartida, os esferdides de ASC sem indugao foram capazes de produzir TGF-2
e TGF-B3 endogena mesmo sem o estimulo do TGF-B3. Os esferéides de ASC
produziram TGF-B3 mesmo que em concentragdo bastante inferior quando
comparado com os esferdides de ASC induzidos. No entanto, é possivel observar que
houve um decaimento de TGF-B3 nos esferdides de ASC ao longo do tempo,
enquanto que os esferdides induzidos, apesar de decair o nivel na segunda semana

a producao do fator é retomada na ultima semana de inducido. Esse decaimento
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sugere que os esferdides de ASC que ndo receberam o estimulo de diferenciagéo
condrogénica esteja sendo dirigido para outra via de diferenciagdo, perdendo ao longo
do tempo um dos principais fatores de diferenciagao envolvido na condrogénese.

Akiyama e colaboradores relataram a importancia do Sox9 em diferentes
etapas da diferenciacdo condrogénica em estudo realizado em embrides de
camundongos com o0 Sox9 inativado em células mesenquimais indiferenciadas e em
camundongos que tiveram o gene Sox9 inativado apds a condensagao mesenquimal.
A inativacao do Sox9 resultou em completa auséncia da condensacdo mesenquimal
e foi incapaz de gerar a cartilagem e, além disso, ndo foi observado também a
expressao de Sox5 e Sox6. Ja os camundongos que tiveram o Sox9 inativado apos a
condensagao mesenquimal, apresentaram condrodisplasia e as células
mesenquimais da condensacgao nio apresentaram diferenciacio evidente, apesar da
maioria das células continuarem mantidas condensadas (Akiyama et al., 2002).

Esses dados indicam que a expressdao do Sox9 é requerida em sucessivas
etapas na diferenciagdo condrogénica, desde a condensagao celular até a fase de
diferenciagdo condrogénica. As ASC dos esferdides induzidos expressaram Sox9
desde a primeira semana de diferenciagdo, sugerindo que a presenga deste fator de
transcrigdo génica tenha sido fundamental para a etapa de condensagao celular. Além
disso, na ultima semana de cultivo as ASC dos esferdides apresentaram maior
tendéncia em expressar Sox9, e os fatores Sox5 e Sox6 demonstraram tender a
acompanhar esse padrdo de expressao e, portanto, parecem apresentar uma
dependéncia do Sox9 assim como relatado por Akiama e colaboradores (Akiyama et
al., 2002).

Ja foi relatado que o Sox9 atua diretamente de maneira a induzir a expressao
do maior componente estrutural da cartilagem, o colageno Il (Bell et al., 1997; Ling-
Jim et al., 1997). De fato, observamos que aumento progressivo do Sox9 ocorrido nas
ASC durante o periodo de indug&do condrogénica foi acompanhado por um pequeno
aumento de colageno Il na ultima semana de indugdo. Além do colageno I,
observamos também que o colageno VI acompanhou esse aumento. Em
contrapartida, o colageno |, um colageno especifico em MSC indiferenciada,
apresentou uma ténue diminuicdo, mesmo nao sendo significativa. Esses dados
indicam que o Sox9 possivelmente apresente um papel fundamental apés a inducao

condrogénica, principalmente na manuteng¢ao das moléculas de matriz.
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De fato, alguns autores tém mostrado a participagdo do Sox9 em etapas
posteriores a diferenciac¢ao, atuando principalmente como inibidor da vascularizagao.
Uma vez que ja foi demonstrado que o VEGF é altamente sintetizado por condrécitos
hipertréficos, que atua de maneira a estimular a invasdo de capilares (Gerber et al.,
1999; Carlevaro et al., 2000). Hattori e colaboradores realizaram um estudo em
modelo transgénico de camundongos que expressem Sox9 na cartilagem hipertrofica
e observaram que os camundongos wild-type apresentaram expressao de VEGF em
condrécitos  hipertroficos, como o esperado. Entretanto, os camundongos
transgénicos apresentaram completa auséncia de VEGF na cartilagem hipertrofica.
Além do VEGF, a expressdo de MMP13 e de osteopontina, dois marcadores da
diferenciacao terminal dos condrdcitos hipertroficos, também foram completamente
inibidas (Hattori et al., 2010). Assim, foi mostrado que a expresséao forgcada de Sox9
resultou no bloqueio da expressdao de diversos marcadores importantes em
condrécitos hipertréficos (Hattori er al., 2010). O contrario também ja foi demonstrado,
que a atuacao do Sox9 é fundamental para evitar a hipertrofia dos condrécitos
(Akiyama et al., 2002). Esses dados indicam a importancia do aumento do Sox9 ao
longo da indugdo, pois este fator ndo atua somente na diferenciagdo condrogénica.

Nesse estudo, a eficiéncia da diferenciacdo condrogénica foi confirmada pela
presencga de moléculas de matriz cartilaginosa, uma vez que a cartilagem & composta
por condrécitos embebidos dentro uma densa matriz extracelular e essas
macromoléculas sdo essenciais para a funcionalidade da cartilagem, principalmente
por propiciar uma fungdo mecéanica ao tecido (Huang et al., 2009).

A cartilagem é principalmente composta por colageno I, proteoglicanas e GAG
(Chen etal., 2014). Sendo o colageno o componente macromolecular mais abundante
na cartilagem, representando cerca de 60% do seu peso seco e o colageno Il o mais
abundante, compondo entre 90 a 95% do volume de colagenos totais (Buckwalter e
Mankin, 1998). De fato, a partir das analises de imunohistoquimica pudemos observar
essa representatividade do colageno Il, que apresentou-se superior ao colageno | e
ao colageno VI. A presenga do colageno Il foi estavel durante o periodo de indugéo,
ocorrendo um leve aumento na ultima semana. Portanto, a manuten¢&o do colageno
Il parece ndao depender diretamente da atuacédo de fatores, uma vez que, apos sua
producdo nao houve oscilagdo como observado em relagdo a alguns fatores

conhecidos por estimular sua sintese. Em contrapartida, o nivel do colageno |
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apresentou-se sempre em menor quantidade em relagdo ao colageno Il, sendo
bastante importante para nosso modelo, uma vez que o colageno | é o maior
constituinte da fribrocartilagem (David et al., 1983).

O colageno VI também € conhecido por compor a cartilagem e esta
principalmente concentrado na matriz pericelular (Cescon et al., 2015) e tem sido
sugerida sua atuagao na transducdo de sinais mecanicos e fisico-quimico da matriz
extracelular para matriz pericelular e, portanto, para os condrdcitos (Zelenski et al.,
2015). Observamos a marcagao desse colageno difusa por todo o esferoide. Em
adicdo, o colageno VI apresentou um aumento significativo na ultima semana de
inducéo.

A agrecana é o maior proteoglicano da cartilagem, e tem sido proposta como
sendo um importante fator no processo da automontagem e também na integridade
da cartilagem pericelular (Han et al., 2008). Além disso, a agrecana forma um
agregado de alto peso molecular sendo necessario principalmente para hidratagdo da
cartilagem (Dudhia, 2005), através da sua interagdo com a hialurona e proteinas de
ligacao (Kiani et al., 2002). Essa hidratagéo € principalmente importante para que a
cartilagem apresente propriedades biomecanicas. Em adicdo, a rede de
colageno/agrecana apresenta grande importancia na cartilagem atuando de forma a
resistir a deformacédo (Kiani et al., 2002). Desta forma, podemos observar a
importancia da agrecana em estagios iniciais da diferenciagao, atuando em processos
de agregacao celular e também em estagios pds-diferenciagao, desemprenhando um
papel funcional a cartilagem, atuando como um fator contribuinte a sua rigidez. De
maneira importante, observamos que a agrecana permaneceu estavel ao longo da
diferenciagdo condrogénica, apresentando apenas uma leve redugdo na segunda
semana de inducao.

A agrecana também faz ligagdo com os glicosaminoglicanos, como o sulfato de
condroitina. O agregado de proteoglicanos, juntamente com a rede de colageno é o
que determina a resisténcia e flexibilidade do tecido cartilaginoso, sendo capaz de
suportar repetitivas forgcas de compressao. Além disso, atuam também na lubrificagao
das articulagdes durante o movimento, que € propiciado pela elevada capacidade de
reter agua e também apresenta a fungcédo de distribuir nutrientes aos condrocitos
(Kuettner et al., 1982; Jerosch et al., 2011). Desta forma, o sulfato de condroitina

suporta importantes fungdes juntamente com a agrecana. E os esferoides de ASC
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induzidos revelaram-se capazes de produzir grande quantidade de sulfato de
condroitina. E em adi¢do, observamos um leve aumento na ultima semana de indugéo,
apesar da sua expressao ter sido alta ao longo da diferenciacao.

Os condrécitos sdo compostos por uma rede tridimensional de citoesqueleto
composto por microfilamentos de actina, microtubulos de tubulina e filamentos
intermediario de vimentina (Langelier er al., 1999). Com o intuito de investigar a
estrutura citoplasmatica dos esferoides de ASC induzidos para a via condrogénica
realizamos analises de imunohistoquimica e verificamos que os esferoides
apresentaram marcacado para vimentina bastante difundida por todo o esferoide
durante 14 dias de indugcao. Em contrapartida, a partir das analises semi-quantitativas,
verificamos que na ultima semana de indugdo houve uma redugao significativa da
marcacgao de vimentina.

Langelier e colaboradores realizaram um estudo com o intuito de investigar a
estrutura do citoesqueleto de condrocitos oriundos da cartilagem articular madura
bovina. E a partir de analises de microscopia de fluorescéncia foi observado que a
intensidade do filamento intermediario de vimentina foi maior na zona superficial
quando comparado com a zona profunda e posteriormente esses dados foram
confirmados por Western blotting. Esses dados sugerem que um citoesqueleto mais
denso parece ser requisitado em condrocitos sujeitos a maior deformacgéo celular
(Langelier er al., 1999). De fato, verificamos que essa marcagdo apresentou-se
preferencialmente na periferia dos esferoides, regido composta principalmente por
células com morfologia fibroblastéide. Além disso, Langelier e colaboradores
analisaram os condrdcitos por microscopia confocal a fim de ser observada a estrutura
tridimensional da vimentina que compde os condrécitos e revelou uma estrutura
bastante compactada no citoplasma dos condrécitos (Langelier er al., 1999)

A vimentina atua principalmente com o intuito de fornecer rigidez aos
condrocitos e foi demonstrado que a destruicdo do citoesqueleto de vimentina em
condrécitos saudaveis reduz sua rigidez (Haudenschild et al., 2011). De fato,
observamos em nosso modelo que a perda de vimentina foi acompanhada pelo
decaimento da forgca mecanica dos esferoides de ASC induzidos, que apresentou-se
baixo na ultima semana. Portanto, podemos sugerir que a auséncia de vimentina no
interior dos esferoides pode ter levado a diminuicdo da forca mecanica. No entanto,

mais analises precisam ser realizadas para confirmar essa possibilidade, uma vez que
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na primeira semana de indugdo a presenga de vimentina foi alta e os esferoides
também apresentaram baixa forga mecéanica.

A analise de microscopia eletronica de varredura revelou a presenca das
vesiculas na superficie dos esferéides de ASC induzidos para via condrogenica. As
microvesiculas apresentam uma heterogénea populagdo de vesiculas, incluindo
exosomos que possuem de 0,05 a 0,1um e os ectossomos possuem entre 0,1 a 1um
(Cocucci e Meldoleis, 2015). Evidenciando que em nosso modelo pudemos observar
a presenca de ectossomos na superficie dos esferoides, uma vez que, a partir das
nossas analises verificamos a presenga de microvesiculas com tamanho variando
entre 0,2 a 1uym. Sendo o ectossomo uma vesicula extracelular gerada pelo
brotamento da membrana plasmatica e seguida pela compresséo e liberagdo da
membrana para o espacgo extracelular (Cocucci e Meldoleis, 2015).

A presenca desses ectossosmos indicam uma dindmica de transferéncia de
proteinas e materiais genéticos para as células, que podem estar atuando como
veiculos para troca intercelular de sinais biolégicos e informagédo, como lipideos,
MRNA, miRNA e desempenhar um importante papel na comunicagao célula-célula
(Sabin et al., 2013; Takagaki et al., 2012). Esses dados podem ser confirmados pela
intensa secrecdo de fatores soluveis pelos esferdides de ASC induzidos, como
pudemos observar pelas analises de detecc¢ao de citocinas e fatores envolvidos com
a diferenciagao condrogénica.

Analise de forca mecanica revelou que os esferoides de ASC induzidos
apresentam maior resisténcia mecanica apos 14 dias de inducdo. A partir desses
esferoides realizamos a fusdo de 4 esferdides e realizamos a analise destes
esferoides juntamente com os esferoides de ASC induzidos por 21 dias. Pudemos
observar que os esferdides fusionados mantém alta forca mecanica como nos
esferoides de ASC induzidos em 14 dias, em contrapartida, os esferoides de ASC
apresentam um decaimento da forga mecéanica apos 21 dias de indug&o, como ja foi
mencionado.

A fusdo dos esferoides € importante principalmente para formacdo de
microtecido autdégeno para posterior implante. E pudemos observar que os esferoides
de ASC apresentaram capacidade de se fusionarem totalmente e formar uma unica

esfera a partir da fusdo de quatro esferas.
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Apos observarmos a capacidade desses esferoides de se fusionarem,
realizamos entdo a semeadura dos esferoides em nanofibras de policaprolactona e
verificamos que a completa adesdo desses esferoides nesse material mesmo sem
tratamento prévio. Além disso pudemos confirmar que os esferoides mantiveram sua
capacidade de se fusionarem mesmo quando semeados na superficie da nanofibra,
sendo um passo importante, uma vez possibilita a formag¢ao de microtecidos autégeno
associados a um sistema de delivery que auxilia na retengdo dos esferoides no local
do implante.

Por fim, os esferoides foram implantados na regido subcutanea de
camundongos a fim de verificarmos a resposta inflamatoria dos esferoides, bem como
sua retencao no local do implante. E observamos a presenca de infiltrado de células
inflamatdrias, principalmente no ponto de 14 e 28 dias. No entanto, nido realizamos
uma analise implantando somente a nanofibra a fim de evidenciar qual seria o principal
fator inflamatoério. Desta maneira novas analises precisam ser realizadas com o intuito
de investigar melhor a resposta inflamatdria, bem como o potencial dos esferoides de
ASC em manter seu fendtipo induzido.

Com base nos resultados aqui apresentados, os esferoides de ASC
apresentaram-se promissores para aplicagao no campo da engenharia de tecidos.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

ARE Agregacio Condensacio Diferenciagdo Diferenciagdo Diferenciacdo
20 minutos 24 horas 7 dias 14 dias 21 dias

TGF-B1
IL-6, IL-8 S
Vimentina
TGF-B3 E—— Cee———)

Sox5, Sox6, Sox9
Colageno VI, N-caderina

Colageno |

Agrecana, Colageno Il
Sulfato de Condroitina

Figura 40. Desenhos esquematicos das etapas da diferenciagao condrogénica
observadas na indugao de ASC in vitro durante a cinética de 21 dias. A partir da
intensidade de cores das setas é possivel observar o aumento ou diminuigado de determinado
componente em 7, 14 e 21 dias de indugao condrogénica. Onde a cor azul claro representa a
diminuicdo e a cor azul escuro representa aumento.

A partir deste estudo pudemos acompanhar a diferenciagdo condrogénica em
diferentes etapas a partir de uma cinética de trés pontos ao longo de 21 dias de
inducédo de ASC em sistema de esferoides.

Verificamos que os diferentes fatores de diferenciagdo condrogéncia, bem
como mediadores soluveis atuam nesse processo de diferenciacdo em diferentes
estagios. Onde os principais fatores ja descritos na literatura, como TGF-p1, B2 e 33
atuam de maneira ativa no inicio da diferenciagdo condrogénica. No entanto, apenas
o nivel de TGF-33 mantém-se relativamente alto na ultima semana de indugao. Esses
dados sugerem uma participagao ativa de todos os fatores de diferenciagao na etapa
inicial deste processo e que apenas o TGF-B3 parece ser necessario para etapas
posteriores a diferenciagao podendo atuar diretamente no estimulo a manutencao dos
componentes de matriz. Além disso, a indugédo da diferenciagcdo condrogénica dos
esferéides de ASC favoreceu a diminuigdo da secre¢cao de TGF-f1 ao longo das
semanas, além de permitir que os esferdides voltassem a secretar novamente altos
niveis de TGF-B3 na ultima semana de indugdo. Assim, a indugido dos esferdides de
ASC levou a um balancgo entre o decaimento de TGF-31 e concomitante aumento de
TGF-B3 na ultima semana de indugdo. Ja foi sugerido na literatura a capacidade do
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TGF- B3 em induzir a expressao de Sox9, que por sua vez atua de maneira direta na
producdo do colageno Il. Onde, de fato, observamos que o aumento de Sox9
desencadeou um pequeno aumento de colageno Il na ultima semana de indugéo.

Além disso, poderiamos propor, em concordancia a literatura, que o TGF-b3
atuou de forma a manter o fenétipo das células diferenciadas, atuando de maneira a
inibir a expressao de colageno I.

A expressao do trio Sox revela que ASC dos esferoides diferenciados para via
condrogénica apresentaram expressao durante todas as semanas. No entanto essa
expressao foi expressiva na ultima semana de indugéo. Revelando a atuagao desses
fatores ndo apenas em estagios iniciais da diferenciacdo, mas também em etapas
posteriores. Além disso, como relatado da literatura, esse aumento foi principalmente
benéfico para que as células diferenciadas ndao sofram o processo de hipertrofia e
geralmente seguida pela ossificagdo endocondral.

Podemos propor também que o IL-6 atua na diferenciacdo condrogenica, como
evidenciado por alguns autores, no entanto, a partir do nosso estudo parece que o IL-
6 participa apenas de estagios iniciais da diferenciagdo. Além disso, a indugéo
condrogénica favoreceu a manutengao da secre¢cdo dos mediadores soluveis — IL-6
e IL-8 — por mais tempo, tornando seu decaimento mais tardio quando comparado
com os esferoides de ASC sem inducgao.

A partir das analises de imunohistoquimica, podemos sugerir que apesar das
alteracdes nos niveis de secrecio dos fatores de diferenciagao e das citocinas, que
os esferoides de ASC apresentaram-se estaveis apos a diferenciagao. Visto que, ndo
observamos alteracédo no perfil de marcagao das principais moléculas de matriz do
tecido cartilaginoso, como o colageno ll, agrecana, sulfato de condroitina, o que indica

a estabilidade dessas moléculas a partir dos esferoides de ASC induzidos.
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9. CONCLUSAO

e Foi possivel padronizar o cultivo tridimensional das ASC em sistema de
agarose micromoldada passivel de escalonamento para producédo de
esferoides com homogeneidade na distribuicdo do diametro e alta viabilidade
celular.

¢ O microambiente gerado através do cultivo tridimensional em relagao ao cultivo
de monocamada resultou na diminuicdo do tamanho celular e na alteracéo
fenotipica de alguns marcadores de superficie.

e A eficiéncia da diferenciagcdo das ASC para a via condrogénica foi confirmada
pela presengca de componentes de matriz extracelular de cartilagem, pelo
aumento dos master genes ao longo das semanas de indugao e pela presenga
dos fatores condrogénicos da familia TGF-.

e Foi possivel associar os esferoides de ASC induzidos as nanofibras de PCL e

implantar em camundongos sem ocorrer perda dos esferoides apds 28 dias.
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ANEXO |

FOLHA DE APROVACAO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitirio Clementing Fraga Filho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO - n.” 826/09 Rio de Janeiro, 08 de outubro de 2009,

Da: Coordenadora do CEP

A (o), Sr. (a) Pesquisador (a): Dra, Leandra Santos Baptista
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa.

Sr, (a) Pesquisador (=),

Informo a V. S.a que o CEP constituido nos Termos da
Resolugio n® 196/96 do Conselho Nacional de Satde e, devidamente
registtado na Comissdo Nacional de Ftica em Pesquisa, recebeu, analisou e
emitiu parecer sobre a documentagio referente ao protocele de pesquisa
paginas 001 a 029 e seu respective Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme abaixo discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 145/09 - CEP

Titulo: “Isolamento e caracterizagiio de células derivadas de
tecido adiposo e da pele de pacientes com indice de massa corporal normal e
ex-obeses visando o sen uso em protocolos de terapia celular ¢ engenharia
tecidual”

Pesquisador (a) responsdvel: Dra, Leandra Santos Baptista

Data de apreciagiio do parecer: 05/10/2009

Parecer: "APROVADO™

Informo ainda, que V. Sa. deverd apresentar relatdrio
semestral, previsto para 05/04/2010, anual efou relatdrio final para este

Comité acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VII 13.4d.. da
Resolugdo n. ® 196/96 — CNS/MS).

Atenciosamente,

) U Ak

L% L I o i B )
Prof*, Alice Helena Dutra Violante
Coordenadora do CEP
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ANEXO Il

FOLHA DE APROVACAO DO CEUA

Servige Poblico Federal
Umversidade Federal Flummenss
PrimReitona de Pesgquess, PossCiraduacio e Inovagio
Comis=io de Edca no Uso de Animans

Cenificamos  que o projeto 07732, intiwlade  “BIDERGENHARIA
TECIDUAL APLICADA A CARTILAGEM™ sob a oremagds do Profa, Dim,
Manica Dipana Calasans Maia, da Facuklsde de Odontoloegia, estd de acordo com

04 Principios Eticos na Experimentacio Animal da SECAL e ohteve a aprovacin da

Comissio de Etica no Uso de Animais em 01 de outubro de 2005, A guantidade

total de animais aprovada pela CELA para este projets foi de sessenta (640) raios, ¢

este cenificado ¢ valido por rés anos apds sua aprovagio.

Materdi, 0] de ouubro de X003,

Presidente da CELLA,
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