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RESUMO

A utilizacdo de células-tronco mesenquimais (CTM) para a reconstrucdo da cartilagem
articular € uma promissora alternativa terapéutica, devido a vulnerabilidade do tecido a
lesdes e processo degenerativo irreversivel.

O objetivo deste estudo foi investigar o potencial condrogénico de CTM de liquido
amnidtico humano (CTM-LA) em sistema de cultura de micromass (alta densidade celular)
com TGF-3 por 21 dias.

Métodos: 53 liquido amniéticos (LA) foram obtidos de mulheres submetidas a
amniocentese durante o segundo trimestre de gravidez. A indicacdo da amniocentese foi
feita pela obstetricia, conforme protocolo especifico do servico de medicina fetal da
UNICAMP. Foram selecionadas células-tronco mesenquimais, caracterizadas por
citometria de fluxo. Estas células foram expandidas para obter um nimero populacional
para o desenvolvimento do micromass. O micromass foi realizado em placa de cultura de
96 pocos com fundo em “v”, em cada poco foram pipetados 10ul contendo 5x10° CTM-LA
e meio para diferenciacdo condrogénica contendo TGF-B3. Esta condi¢do se manteve por
21 dias, e entdo, o potencial condrogénico foi avaliado pela presenca da proteina do
coldgeno II pela técnica de western blotting, também foi avaliada a expressdo génica do
Sox-9, coldgeno II e agrecano pela técnica da PCR em tempo real (qRT-PCR).
Comparamos CTM-LA em monocamada a CTM-LA submetidas ao sistema de cultura de
micromass € como controle positivo utilizamos a cartilagem adulta humana.

Resultados: Confirmamos o potencial condrogénico pela diferenciacdo das CTM-LA em
condrdcitos através da expressdao dos genes SOX-9, colageno tipo II e agrecano, bem como
a proteina do coldgeno II. A expressdo de SOX-9 em micromass foi significativamente
maior do que na cartilagem adulta.

Conclusdo: A condrogénese foi desenvolvida a partir da combinag@o de uma fonte de célula
tronco recém descrita proveniente do liquido amnidtico humano com o sistema de cultura
de micromass. Esta fonte apresentou alto potencial condrogénico e dessa forma, fortes
evidéncias para aplicacdes clinicas. Os resultados sdo promissores e sugerem a

possibilidade de investimentos em bancos de liquido amniético.

Palavras-chave: cartilagem, potencial condrogénico, células-tronco de liquido amnidtico

humano, sistema micromass.
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ABSTRACT

Introduction: The use of mesenchymal stem cells (MSC) for reconstruction of articular
cartilage, leads to a promising therapeutic alternative, due to the tissue vulnerability to
injuries and irreversible degenerative process.

The aim of this study was to investigate the chondrogenic potential of MSC from human
amniotic fluid in Micromass system (high-density cell culture) with TGF-B3 for 21 days.
Methodology: The amniotic fluid was obtained from 53 pregnant women. The micromass
was performed using MSC that was cultured in monolayer and chondrocytes from adult
human normal cartilage as control groups. After 21 days, the chondrogenic potential was
determined by metabolic products released from the cell, such as SOX-9, type II collagen
and aggrecan. This study was approved by the ethics committee.

Results: The proteic production of type II collagen was observed by Western Blotting. The
genetic expression of SOX-9 was analyzed by PCR in real time, and this was found to be
significantly higher than in adult cartilage. The same procedure was used to determinate the
genetic expression of aggrecan and type II collagen, verifying positive result for both.
Conclusion: Chondrogenesis was developed from the unique combination of the newly
discovered source of mesenchymal stem cells from human amniotic fluid with micromass,
and it demonstrated a satisfactory expression.

Thus, this source is extremely viable for clinical applications, and the results suggest the

possibility of investments in human amniotic fluid banks.

Key words: chondrogenic, amniotic fluid, micromass
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INTRODUCAO
1.DESEVOLVIMENTO DA CARTILAGEM

Para que ocorra o processo de formacao dos ossos nos vertebrados € necessario que
haja um modelo cartilaginoso prévio para ser substituido posteriormente por 0sso.
Condrogénese € o processo que resulta na formacdo de cartilagem, e leva ao processo de
ossificacao (1).

Durante o desenvolvimento e crescimento dos vertebrados, a condrogénese
apresenta-se como um processo celular dindmico, que leva a criacdo de vdrios tipos de
cartilagens, tais como hialina, fibrosa e elastica. A cartilagem hialina € encontrada em
estruturas craniofaciais, traqueia, bronquios, superficies articulares das articulacdes
diartrodiais e em placas de crescimento (PC) de ossos longos (2). As PCs sdo responsaveis
pela condugdo do processo de crescimento 6sseo durante o desenvolvimento pré e pds-
natal. Este processo de crescimento 0sseo longitudinal é regido por uma complexa rede de
sinais enddcrinos, incluindo o hormoénio do crescimento (HC), fator de crescimento
semelhante a insulina I (IGF-I), glicocorticoides, hormonios da tireoide, estrogénio,
androgénio, vitamina D e leptina. Muitos destes sinais regulam a funcdo da placa de
crescimento, tanto atuando localmente em condrécitos como também, indiretamente, por
modulacdo de sinais de vias enddcrinas (3).

Os ossos formam-se através de dois processos conhecidos como: endocondral e
intra-membranoso. O processo de ossificacdo endocondral déd origem a cartilagem articular

(4), esquematizada in vivo e in vitro (figura 1) (5).
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Figura 1. Processo de diferenciacao celular

Fase In vivo In vitro
CTM proliferagio S D / Expansio
mﬂ::n::‘)
monocamada

CTM condensacio Dia 1 da condrogénese

N

Crescimento celular

Precondroblasto @ - 2-10 dia
Y

Adaptacdo a alta densidade celular

Proliferacao Condroblasto 14-21 dia

=28 dia

Deposicao de matriz, diferenciagio ternunal

Modificado de Dexheimer V., et al. Stem Cells Dev. 2012 Feb 15.
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Assim, a ossificagdo endocondral € caracterizada pela substitui¢do da cartilagem por
0osso e por uma série de acontecimentos que t€ém inicio com agregacdo de células
mesenquimais para posterior a diferenciacao destas em condrdcitos.

No embrido humano, o esqueleto apendicular desenvolve-se a partir de brotos,
visiveis na quarta semana de gestacdo (6). O desenvolvimento das articulacdes é dividido
em duas etapas: a primeira quando a cartilagem € substituida por osso, e a segunda quando
cartilagem remanescente se torna cartilagem articular.

A cartilagem articular é um tecido avascular, composto por cartilagem do tipo
hialina (7), ndo possui capacidade regenerativa, possivelmente porque nao existem as vias
vasculares que conduzem os mecanismos de reparo como fatores humorais e o
recrutamento de células tronco (8).

Dessa forma, o tecido tem uma limitada capacidade de cicatrizagdo, sendo que as
lesdes ndo costumam cicatrizar-se espontaneamente (9). Porém pode ocorrer reparo em
regides com pequenos defeitos, com a producgdo de cartilagem hialina (8), e o local pode ser
tratado com terapia celular, ja para os defeitos maiores o reparo acontece com producdo de
tecido fibroso ou fibrocartilagem que sdo bioquimicamente diferentes de cartilagem hialina

normal (8).

2.CONDROCITOS

Os condrdcitos sdo os inicos componentes celulares da cartilagem, sdo responsaveis
por manter o ambiente extracelular através da sintese e degradacdo da matriz extracelular
(MEC) (10).

A MEC da cartilagem articular é composta por dgua, coldgeno II, VI, IX, e XI,

além da proteina oligomérica de matriz (COMP), e proteoglicanos do tipo agrecano,
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versicano, e fibromodulina. Entretanto, o coldgeno II € o agrecano sdo os mais
predominantes (11).

As fases de diferenciacdo dos condrécitos sdo caracterizadas por modificagdes na
proliferacdo celular, morfologia das células e a quantidade de producdo da matriz
extracelular bem como as diferentes macromoléculas sintetizadas (12)

O processo de formacdo do condrécito, conhecido como condrogénese, requer o
recrutamento de células-tronco mesenquimais precedido de um processo de condensacao.

E sabido que a condensagdo faz com que as células comecem a expressar moléculas
de adesdo, tais como N-caderina (13), moléculas da célula neural (N-CAM) (14),
fibronectina e laminina, todas sdo importantes para regular a condrogénese (15).

A expressdo da fibronectina € regulada pelo fator transformador de crescimento [3-
(TGF-B), em conjunto essas controlam o inicio da condensagao (16)

As moléculas de adesdo celular, tais como caderinas, imunoglobulinas e selectinas,
mediam as interacdes célula-célula (17). A N-caderina, um membro da familia caderina
classica (18) € muito expressa durante o desenvolvimento das fases de condensacao celular
(19). Ao inibir a N-caderina a condrogénese € impossibilitada (19). N-CAM € uma
glicoproteina que se liga a outras moléculas de adesdo de células de superficie ou para a
matriz (20).

Algumas das principais proteinas envolvidas no processo da condrogénese estdo

esquematizadas na figura 2 (modificada de Shum L., et al (21).
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Figura 2. Fases do desenvolvimento da cartilagem

Desenvolvimento da cartilagem

Células mesenquimais Condroprogentforas Condrocitos

Proliferaco Condensaio IDETEt‘J:I:IiD:h:iD Diferenciacio Hipertrofiz

V™ 0| (@2
INRVE &5+ 0°
- o N & o2

--::__"'—'—___: " Fibronectma ___:__-""_____"—'--

_{: N-caderma :__“-:;._
i Colageno I _:';::- @

...;-_'_'_':__ Colageno Il :::..
- ColioX
--:_‘_""_: Coligeno XI _:}

-::; Ac. Hialurdmico
e

Modificado a partir de Shum L., et al,, Birth Defects Res 69:102-122, 2003
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Além dos mecanismos de aderéncias célula-célula, as interagdes célula-matriz
também estdo envolvidas na condrogénese.

A matriz interterritorial da cartilagem, localizada entre as células é composta de
uma rede de coldgeno fibrilar que confere resisténcia a tragdo, difere da matriz territorial,
localizada em torno do condrdcito, pois esta contém microfibrilas de coldgeno tipo VI, mas
pouco ou nenhum coldgeno fibrilar.

A rede de coldgeno interterritorial consiste principalmente de fibrilas de coldgeno
tipo II em associagdo com o coldgeno tipo XI e o colageno tipo IX, formando uma estrutura
integrada com um dominio que expde uma regido capaz de realizar associacdo com outros
componentes da matriz e a retencdo de proteoglicanos (22).

Os proteoglicanos sdo essenciais para proteger a rede de coldgeno, que tem uma
meia-vida de mais de 100 anos, se ndo submetido a degradacdo inapropriada. Um grande
nimero de moléculas ndo-colagénicas, como biglicano, decorina, fibromodulina,
matrilinas, e a COMP, também estdo presentes na matriz. A COMP atua como um
catalisador para a fibrilogénese do colageno (23), j4 as interacdes entre o colageno tipo IX e
COMP ou matrilin-3 sdo essenciais para a adequada formacdo e manutencdo da matriz da

cartilagem articular (24). As interacdes célula-matriz estdo esquematizadas na figura 3 (25).
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Figura 3. Intera¢gdes condrdcito matriz
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Apds o processo de maturacdo da cartilagem articular, os condrécitos sdo
distribuidos em quatro regides distintas: 1- superficial, 2- intermedidria, 3- profunda, e 4-
calcificada, abaixo da qual estd localizada a regido de transi¢do (tidemark) com o 0sso
subcondral (26). Na zona superficial, os condrdcitos sdo pequenos e achatados, e a matriz é
composta por fibras coldgenas finas associadas a uma elevada concentracdo de decorina e
uma baixa concentracdo de agrecano. A zona intermediaria, compreendendo 40 a 60 por
cento do peso da cartilagem, consiste de condrdcitos arredondados rodeado por feixes
radiais de fibrilas de coldgeno. Na zona profunda, os condrdcitos sdo frequentemente
agrupados em colunas ou “clusters” com feixes de coldgeno espessos dispostos em uma
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forma radial. Analisando o perfil da cartilagem desde a superficie até a zona profunda, a
densida celular diminui progressivamente, o volume da célula aumenta, e a propor¢do de
proteoglicano aumenta em relacdo ao coldgeno. A zona calcificada delimita a regido da
placa de crescimento com o tidemark (27) e ainda serve como um tampao mecanico
importante entre a cartilagem articular ndo calcificada e o osso subcondral.

As diferencas entre as sub-populagdes de condrécitos da zona superficial,
intermedidria e profunda t€m sido amplamente discutida (26). Como a cartilagem articular
nio é vascularizada, o condrécito deve contar com a difusdo que ocorre na superficie
articular ou a que ocorre na regido do osso subcondral para a troca de nutrientes e
metabolitos. A glicose serve tanto como uma fonte de energia principal para os condrdcitos
como um precursor essencial para sintese glicosaminoglicano(28).

O metabolismo do condrdcitos opera a baixa tensdo de oxigénio, variando de 10%
na superficie para menos de 1% nas zonas profundas. In vitro, foi possivel verificar que os
condrodcitos adaptaram-se a baixas tensdes de oxigénio por regulacao do fator- induzido por
hipoxia la (HIF-1 a) (29), que pode estimular a expressdo de transportadores de glicose
(30) bem como fatores angiogénicos, como fator de crescimento endotelial (VEGF) (31), e
ainda inumeros genes associados ao anabolismo da cartilagem e diferenciagdo dos
condrocitos, incluindo sex determining region Y-box 9 (Sox-9) e fator de crescimento
transformador — 3 (TGF-B) (32).

Pelo fato do metabolismo da cartilagem ser lento, o tecido cartilaginoso
originalmente era considerado inerte, atualmente é considerado capaz de responder a
fatores extrinsecos que regulam a expressao génica e a sintese de proteinas.

Numerosos estudos realizados in vitro e in vivo t€ém confirmado que os condrdcitos

articulares sdo capazes de responder a lesdo mecanica, instabilidade articular, bem como
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estimulos bioldgicos, tais como citocinas, fatores crescimento e de diferenciacdo, todos
contribuem para alteragdes estruturais na matriz cartilaginosa (10). Influéncias mecanicas
sobre os condrdcitos sdo consideradas importantes na patogénese e enfermidades tais como
a osteoartrite (OA), mas as respostas de condrdcitos a sinais moleculares podem variar de
acordo com a zona em que a célula estd. Em doencas articulares, o equilibrio entre a sintese
e a degradacdo de elementos da MEC ¢ interrompido, pois taxa de perda de coldgenos e
proteoglicanos pode exceder a taxa de deposi¢cdo de moléculas sintetizadas.

Assim, torna-se cada vez mais relevante a compreensdo dos intimeros fatores que
contribuem para a regulacdo da forma da célula bem como os mecanismos de sinalizagdao
que sdo ativados a partir de interagOes célula-célula e célula-MEC, pois somente deste
modo serd possivel abrir novas possibilidades para o desenvolvimento de novas estratégias
para o tratamento da cartilagem.

Dessa forma, pelo fato do tecido cartilaginoso ter uma capacidade limitada de
regeneracdo € as opcoes terapéuticas sdo escassas, a degeneracdo da cartilagem articular

pode ter consequéncias graves(33), e muitas vezes progride para osteoartrite (34).

3. OSTEOARTRITE

Osteoartrite (OA) € uma doenga articular progressiva, heterogénea e degenerativa,
com participacdo de elementos pré-inflamatdrios que acomete pessoas em todo o mundo.
Esta associada a destruicdo da cartilagem articular e pode ocorrer em qualquer articulagio
do corpo (35). Comum nas articulagdes que suportam peso como joelhos e coluna vertebral,
mas também afeta as articulagdes inter-falangeanas das maos, pescogo e pés, mas raramente

afeta outras articulacdes, a menos que uma lesdo ou estresse excessivo estejam envolvidos.
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A OA faz com que a cartilagem de uma articulagdo fique fragil e perca elasticidade,
tornando-a mais suscetivel a danos.

Ao longo dos anos, a cartilagem de algumas dreas diminue consideravelmente sua
capacidade biomecanica para distribuir a carga. Assim como a cartilagem articular se
deteriora, também tenddes e ligamentos, causando dor e até perda total da cartilagem. Nesta
fase a Unica opg¢ado terapéutica é a substituicdo da articulagdo. As opgdes de tratamento
atuais, além de substituirem a articulacao total, sdo limitadas (36).

De um modo mais integrado, OA € caracterizada por uma degeneracdo da
cartilagem articular, com inflamacao intra-articular, sinovite, alteracdes peri-articular e no
0sso subcondral.

Multiplos fatores estdo envolvidos na patogénese da OA, incluindo influéncias
mecanicas, efeitos do envelhecimento sobre a composicdo e estrutura da matriz da
cartilagem, bem como fatores genéticos. As fases iniciais da OA envolvem o aumento da
proliferacdo de condrdcitos, bem como a e sintese de proteinas de matriz, proteinases,
fatores de crescimento, citocinas e outros mediadores inflamatoérios.

Os condrocitos, as células do tecido conjunto, o 0sso subcondral e a sindvia, todos
contribuem para a patogénese da OA. O condrdcito articular adulto, que normalmente
mantém a cartilagem com um baixo metabolismo, tem limitada capacidade de regenerar a
arquitetura da matriz. Ele pode tentar recapitular fendtipos dos estdgios iniciais do
desenvolvimento da cartilagem, mas ndo consegue reproduzir as caracteristicas tipicas que
ele deve ter em cada zona. Intervencdes farmacoldgicas atuais que tratam a dor cronica sao
insuficientes, e nenhuma terapia disponivel apresenta eficiéncia comprovada. A engenharia

de tecidos, associada ou ndo a terapia génica, ¢ assunto de investigacdo intensa. Existem
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varios modelos animais para OA, mas ndo existe um modelo capaz de reproduzir fielmente

as caracteristicas da doenca (10).

4. TRATAMENTOS ATUAIS

O tratamento efetivo para as lesdes de cartilagem articular do joelho ainda
permanece um desafio a ser vencido. As opg¢des de tratamentos, variam desde medidas
conservadoras como procedimentos cirtrgicos e até mais recentemente, o uso de fatores de
crescimento e técnicas de terapia génica. O resultado final de todas estas tentativas €
geralmente um tecido de reparacao fibroso (fibrocartilagem), que ndo tem as caracteristicas
biomecanicas da cartilagem hialina, necessdrias para suportar as forcas de compressao
distribuidas no joelho. A fibrocartilagem geralmente se deteriora com o tempo, resultando
em um retorno dos sintomas originais (37).

O tratamento das lesOes condrais depende do estilo de vida que o paciente tem,
como a frequéncia de atividades didrias, idade, etiologia e o grau da doenc¢a, bem como a
qualidade da lesao.

As vérias técnicas disponiveis com intervengdo cirurgica sao:

Lavagem e desbridamento artroscépico. Primeiro observado por Burman em
1935, lavam as articulacdes sinoviais (38).

Perfuracao artroscopica do osso subcondral. Foi utilizada pela primeira vez por
Smillie e Dundee em 1957(39). Foi popularizada mais tarde por Pridie em 1959 (40);

Microfratura. Tem por finalidade promover um codgulo de fibrina. Steadman et al.
propuseram para esse fim a utilizacdo de um furador artroscépico para criar vérios furos de

3-4 mm para além (41).
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Implante autélogo de condrécitos (ACI). A utilizacdo do implante autélogo de
condrdcitos humanos (ACI) foi documentada pela primeira vez por Brittberg et al. (1994)
(42).

ACI associada a matriz (MACI). Com base em cirurgia de ACI, surgiu uma
segunda geracdo que associa implante aut6logo de condrdcitos a uma matriz sintética
(MACI), que foi aplicado pela empresa Verigen, tal como descrito por D'Anchise et al.(43).
Atualmente, as terapias com células autélogas, técnicas com fator de crescimento e
biomateriais indicam perfil promissor para respostas clinicas (43).

A falta de tratamentos eficientes para OA indica a necessidade de entender com
riqueza de detalhes os mecanismos moleculares responsdveis pela destrui¢do articular na
OA. Como ja comentado, o conceito de OA como uma "doenca articular degenerativa" esta
dando lugar ao conceito de uma enfermidade auto-inflamatdria na qual a inflamacdo esta
presente em nivel molecular dentro da cartilagem articular e de outras estruturas adjacentes,
caracterizando a doenca como uma “insuficiéncia articular”.

Ha evidéncias de que a destrui¢do da cartilagem com OA € o resultado da atividade
de citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatorios (44) que contribuem para a
perda de cartilagem, estimulando a producdo de fatores catabdlicos que tanto inibem a
sintese da matriz, quanto aumentam sua degradacio. A medida que a OA progride, os
condrécitos respondem aos danos e perdas de matriz aumentando sua proliferacdo
(resultando na formacdo de ‘“clusters” de condrocitos ou clones) e também passam a
produzir mais elementos da matriz como o procoldgeno tipo II. Entretanto, quando doente,
ocorre um desequilibrio entre a sintese e a degradacdo da matriz.

As alteracdes observadas na OA podem ser correlacionadas a mudanca fenotipica

dos condrdcitos que assumem algumas das caracteristicas das células na zona hipertréfica
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da placa de crescimento, como a producdo de coldgeno do tipo X e metaloproteinases,

destacando-se a MMP-13(44).

5.CELULA TRONCO

Na ultima década, diferentes estudos utilizaram célula tronco mesenquimais (CTMs)
como medida terapéutica (45, 46).

Células-tronco mesenquimais (CTMs) sao multipotentes, com capacidade de
autorenovagdo e sdo uma estratégia promissora para a regeneracao da cartilagem e do 0sso
(47, 48).

As células-tronco hematopoiéticas presentes na medula 6ssea foram descritas
primeiramente em 1970 por Friedenstein et al. (49), que nomeou-as de fibroblasto
formadores de colonia (CFU-Fs), devido a sua capacidade de se fixarem ao plastico, e
desenvolverem-se em colOnias. Desde a identificacdo e a primeira descri¢dao detalhada do
potencial das CTMs em diferenciar-se nas trés linhagens germinativas feita em 1999 por
Pittenger et al. (50), a compreensdo dessas células ampliou muito.

As CTMs tém grande apelo para engenharia de tecidos e aplicacdes terap€uticas
devido a sua multipotencialidade e relativa facilidade de isolamento a partir de diferentes
tecidos. As células-tronco mesenquimais foram identificadas em inimeros tecidos adultos,
incluindo medula dssea, tecido adiposo, sangue de cordao umbilical (51) e placenta. Elas
abrem uma nova possibilidade para reparar lesdes teciduais, e até retardam o
envelhecimento (52).

Nao ha fendtipo especifico para caracterizacdo dessas células. Entretanto, para
qualificd-la como mesenquimal elas devem apresentar requisitos minimos, sugerido pela

Sociedade Internacional de Citoterapia tais como: serem aderentes ao plédstico sob
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condi¢des de cultura padrdo; expressarem CD105, CD73 e CD90 e ndo expressarem
CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD19 ou CD79a e HLA-DR em sua superficie; Devem ser

capazes de se diferenciar em osteoblastos, condrocitos e adipdcitos (53).

6. FATORES PARA DIFERENCIACAO
SOX-9

Pouco se sabe sobre os fatores que diferenciam as CTMs em condrécitos (54).
Entretanto € sabido que o SOX-9 € um fator de transcri¢do que pertencente ao grupo de alta
mobilidade -(HMG) que € expresso em condrdcitos e outros tecidos (55).

O Sox-9 é um membro da familia Sox (Sry-type high mobility group box), foi
identificado primeiramente em regides com elevada homologia com a Sry (regido de
determinagdo sexo Y) (56). Esta regido codifica o aminoacido na posi¢ao 79 que €
responsavel por uma ligacao especifica da sequéncia do DNA (57). Varias proteinas desse
grupo sdo conhecidas por atuarem como fatores de transcri¢ao (58) e alguns dos genes Sox
ttm sido encontrado durante o desenvolvimento. O Sox-9 € expresso em células
mesenquimais durante processo de condensagdes, e isto acontece durante o0
desenvolvimento do esqueleto de embrides (59).

Estas regidoes que expressam Sox-9 coincidem com as de deposi¢do de matriz da
cartilagem, sugerindo a importancia do Sox-9 na formagdo do esqueleto(60). Durante a
embriogénese, o Sox-9 € expresso em todos os primordios da cartilagem, coincidentemente
com a expressdo do gene coldgeno Ilal (II) (Col2a1)(56). Sox-9 também € expresso em
outros tecidos, tais como sistema nervoso central e urogenital (56). Sox-9 se liga a
sequéncia do Col2al e do gene de coldgeno (XI). Assim, o Sox-9 € identificado como um

regulador da diferenciacdo de condrdécitos, além do Sox5 e Sox6 (61) esquema ilustrado na
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figura 4. Em ratos quiméricos, sem a expressdo de Sox-9-/ - ndo ocorre a formacdo de
cartilagens, bem como ndo ocorre a expressio de Col2al e COL902 e COL1102 e

agrecanos (62). Portanto, neste estudo investigamos a expressao deste fator transcricao.

Figura 4. Fases da expressdo do Sox-9

Células Mesenquimais indiferenciadas

(0% b @ ::_) g B
= - - Comprometimento
® 5@ B f— soxo mmp | Comp
o IO ) o {;?i Osteocondroprogenitores
= oo @ 65 SOX9 ﬂ‘
§=N (F% = =
L T - S . o
=1 =0 o B Células Mesenquimais condensadas
= R = OX
22 = oh SOX9
I
G o @& G SOX5, SOX6 +
.f P .",f ?ﬂ e {r@“\ Condrécitos diferenciados
= N
ey SOX9 P
SOX5, SOX6

v
Condrocitos proliferando
SOX9 meef |

| Condrocitos Hipertroficos

+

Cartilagem calcificada
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7. AGRECANO

A resisténcia a compressdo do tecido cartilaginoso dé-se principalmente pela
presenca do proteoglicano do tipo agrecano, que se une ao 4cido hialurénico através de
proteinas de ligacdo. A meia-vida do “core” proteico do agrecano varia entre 3 a 24 anos, €

os componentes glicosaminoglicanos do agrecano sdo sintetizados mais prontamente sob
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condi¢des adversas, com um aumento mais rapido da matriz nas regides pericelulares. Os
agrecanos sdo ligados covalentemente a glicosaminoglicanos sulfatados (queratan sulfato e
condroitin sulfato) hidrofilicas que apresentam propriedades eletronegativas que garantem
resisténcia as forcas de compress@o aplicada ao tecido. A resisténcia a tracdo gerada pelo
potencial eletronegativo do agrecano € proveniente de uma rede organizada de fibrilas

reticuladas contendo principalmente o coldgeno tipo II (63).

8. COLAGENO II

O coldgeno, € a principal proteina da cartilagem, oferece suporte e proporciona
resisténcia a tracdo para os tecidos conjuntivos. Os condrdcitos sintetizam e remodelam a
cartilagem em resposta a diferentes estimulos, entre eles destacam-se for¢as mecanicas,
estrutura de matriz, fatores de crescimento e citocinas.

Condrécitos isolados do tecido e mantidos em cultura desenvolvem uma matriz
pericelular composta de coldgenos, proteoglicanos, acido hialurénico, fibronectina, e
muitas moléculas menores (64). Em cartilagem articular de mamiferos, os componentes
primdrios de coldgeno sdo os do tipo II, IX e XI que apresentam-se expressos
proporcionalmente.

A maior diferenca da expressdo destes ocorre com a maturacdo das finas fibras
presentes na placa de crescimento de cartilagens jovens, sendo que > 10% do colageno IX,
> 10% colageno XI, < 80% de coldgeno I, ja a cartilagem articular madura segue uma
propor¢ao de aproximadamente 1% colageno IX, 3% do colageno XI, > 90% de coldgeno
IT) (65). Coléagenos tipo II, IX, e XI formam uma estrutura fibrilar de um heteropolimero

(66). Por isso, neste estudo investigamos a expressao de coldgeno II.
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9. PROLINA

Os coldgenos representam uma familia de moléculas triméricas da matriz
extracelular, garantem a integridade estrutural das células além de outras funcdes. As trés
cadeias a que formam a parte da tripla hélice sdo compostas de repeti¢cdo de peptidicos de
glicina-X-Y, sedo que X e Y podem ser qualquer aminodcido, mas na maioria das vezes sao
aminodcidos de prolina e hidroxiprolina, respectivamente (67).

A formacido da proteina colagénica presente em mamifero requer a incorporagdo de
ligacdes peptidicas, interligadas com 35% de residuos de glicina, 12% de residuos de
prolina e 10,5% de residuos de hidroxiprolina.

Algumas das caracteristicas fisicas, mecéanicas e propriedades quimicas das fibras
de coldgeno podem ser associadas, pelo menos em parte, com seu elevado teor de
hidroxiprolina (68).

A estrutura do coldgeno de mamiferos € complexa, conta com a presenca de
inimeros aminodcidos. Hidroxiprolina e hidroxilisina sdo encontrados em coldgeno,
entretanto sdo pouco encontrado em outras proteinas (69). Por estas razdes, neste estudo

utilizamos prolina nas culturas

10. ACIDO ASCORBICO

Acido L-ascérbico é um cofator essencial para hidroxilagio da lisina e prolina,
enzimas essenciais para a biossintese de coldgeno. Além disso, dcido L-ascérbico estimula
a sintese de coldgeno de um modo que parece relacionar com o efeito do dcido L-ascérbico
a reagdes de hidroxilacdo.

Hidroxiprolina é necessdria para a formacdo da hélice do coldgeno, e na sua

auséncia o coldgeno niao é capaz de ser secretado corretamente dos fibroblastos.
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Hidroxilisina € essencial na formacao ligacdo cruzada de coldgeno, e na sua auséncia, o
coldgeno seria estruturalmente instdvel (70). Por estas razdes, neste estudo utilizamos o

acido ascorbico nas culturas.

11. DEXAMETASONA

Os glicocorticoides sdo conhecidos por apresentar diferentes efeitos nas atividades
da célula. Eles sdo capazes de ndo sé inibir a proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos
(71), como também aumentam a atividade de fosfatase alcalina - e por consequéncia a
mineralizacdo (72, 73). Ele também tem a capacidade de induzir a diferenciacdo de
condrocitos (74) bem como exerce influencias sobre a matriz cartilaginosa (75, 76). Outro
estudo realizou um experimento no qual foi possivel verificar a influencia da dexametasona
na diferenciacdo de células-tronco mesenquimais proveniente de medula 6ssea (77). Neste

estudo nds utilizamos a dexametasona para diferenciagdo celular.

12.TGF-B3

A familia desse fator de crescimento e diferenciacio € conhecida como a
superfamilia TGF-$ (78), um nome tomado a partir do primeiro membro da familia a ser
isolado (fator transformador de crescimento). Este nome poderia ser substituido, pois
atualmente € sabido que o TGF-$ tem um grande influencia em diferentes sistemas (79).
Nos mamiferos, o TGF-f tem sido relacionado a moléculas que controlam o
desenvolvimento sexual, a produ¢do de hormoénio na glandula pituitdria, bem como a
criacdo dos ossos e cartilagens (79).

Até o momento, quatro genes apresentam semelhanca ao TGF-B. Estas moléculas

foram originalmente chamadas de TGF-2, B3, p4, e B5, mas sdo derivados de espécies
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diferentes. Consideracdes evolutivas sugerem que o TGF-4 é provavelmente o homdlogo
TGF-Bl (80) em mamiferos. A maior parte das moléculas de TGF-B tém atividades
qualitativamente semelhantes em diferentes sistemas (78).

O estudo sobre as via de sinalizagao do TGF-3 tem mostrado que ele estd envolvido
em indimeros processos, incluindo desenvolvimento, cicatrizacdo de feridas, fibrose,
angiogénese, carcinogénese e imunidade. O TGF-B se liga a um complexo de
transmembrana, heteromérico de serina / treonina quinases, que sdao compostos de
receptores "tipo I" e "tipo II". Smads sdo uma familia de proteinas importantes na
sinalizacdo da cascata do TGF-B. As Smad2 e Smad3 se ligam no citoplasma e formam um
complexo ativado de TGF-f (81).

A cascata de sinalizacdo do TGF-B ¢ rigorosamente controlada por mecanismos de
feedback proveniente da matriz extracelular, membrana celular, citoplasma e nucleo.

TGF-B ¢ produzido por condrocitos, tem elevado peso molecular e fica em
associacdo com a proteina latente de ligacdo (PLL). Em condrdcitos presentes na placa de
crescimento, o armazenamento de TGF- B por PLL é dependente da maturagdo das células.
A liberacdo de plasmina transglutaminase, e MMPs sao ativas pelo TGF-f (82).

Na placa de crescimento epifisario, TGF-f1 e TGF-B3 sdo expressos de 6 a 24
semanas de idade, em ratos, j4 0 TGF-B2 ¢ expresso em dreas semelhantes na 6 semanas de
idade, mas diminuiu durante o crescimento. A expressio de TGF-B em condrécitos
hipertréficos € fraca. O tratamento com TGF-3 aumenta a sintese de matriz da cartilagem,
especialmente o agrecano. Dessa forma, o TGF- aumenta a sintese de glicosaminoglicano
em cartilagem imatura, mas nao na cartilagem madura. Ele ajuda a manter os componentes
da matriz da cartilagem em uma estado imaturo (83). O runt-related transcription factor 2

(Runx2) é um fator de transcri¢io chave na diferenciacdo de osteoblastos e maturagcao
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condrécitos (84). O tratamento com TGF- resulta em fosforilagdo de Runx2 nos residuos
de treonina, possivelmente através da via de sinalizacdo do sinal extracelular regulado por
quinase (ERK). O efeito do TGF- em Runx2 varia nos diferentes tipos celulares. Em
células mesenquimais, o TGF-f induz Runx2 através da proteinas mitogénicas ativadas por

quinases (MAPK). E ainda exerce influencia no gene Wnt (84).

13. MICROMASS

O sistema de cultura micromass foi usado pela primeira vez para estudar
desenvolvimento endocondral de esqueleto (85), e tem sido aplicado para induzir a
condrogénese com células-tronco mesenquimais (86).

CTMs acumuladas proporcionam grande interacdes célula-matriz e entdo, iniciam a
condrogénese in vivo. Micromass € um sistema de cultura in vitro de alta densidade celular,
que imita o primeiro passo de condensacdo das CTM que ocorre in vivo, além disso,
promove mudangas na composi¢cdo da matriz extracelular, fato este que permite a
observacdo detalhada do processo de condrogénese. Assim sendo, esse modelo se torna
bom para estudar os primeiros passos de condrogénese. Portanto, a cultura em micromass
tem sido amplamente utilizado para a indu¢do de condrogénese e também para investigar

fatores e eventos de sinaliza¢do envolvidos na condrogénese (87).

14. CELULAS MESENQUIMAIS DO LiQUIDO AMNIOTICO

A primeira evidéncia de uma populacgao distinta de células mesenquimais no liquido
amnidtico humano (CMLA) foi obtida por duas equipes de pesquisa de forma independente
(88). Estas células expressaram dcido ribonucleico mensageiro (mMRNA) para o fator de

transcricdo de ligacdo octamero 4 (Oct4) (88), e resultados positivos para marcadores
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mesenquimais tais como CD90 e CD105 e CD73, CD166 mas foram negativos para os
marcadores hematopoiéticas, tais como CD45, CD34, CD14 (89). Foi demonstrado ainda
que as CMLAs expressavam CD44 e CD105, mas ndao o CD34.

O liquido amniético (LA) contém células das trés camadas germinativas (90), e
expressam os marcadores dessas trés camadas: FGF-5 (um marcador ectodérmico), AFP
(um marcador endodérmico) e Bra (um marcador mesodérmico) (91), também expressam
Tra-1-8 e ndo expressam HLA-DR (92). O LA pode ser coletado durante o segundo
trimestre de gestacdo, por amniocentese € € rico em células mesenquimais (90, 93) que
possuem potencial de proliferacdo elevado, bem como apresentam capacidade adipogénica,
osteogénico, miogénica, além de células endoteliais, de origem neural, e células hepéticas
(94). Além disso, ndo desenvolvem tumor, retém telomeros longos, € mantem um cariétipo
normal por mais de 250 passagens (94).

O LA apresenta ainda, a proteina NANOG e SSEA-4 (95), e perfil para
diferenciacdo em condrdcitos (96).

Ha fortes evidéncias de que a origem das CTM de liquido amnidtico seja
proveniente do epiblasto (forma o assoalho da cavidade amnidtica), portanto sdo sensiveis a
sinais para diferenciagdo (97).

Estudos comparativos entre humanos e macacos rhesus t€m mostrado que o
processo de formacdo de amnio € basicamente equivalente, em ambas as espécies. No
entanto, a cavidade amnidtica comeca a se formar de 7-8 dias apds a fertilizagdo (dpf) no
embrido humano. J4 na outra espécie estudada, 10 dpf (98). O ectoderma embriondrio
(epiblasto) da origem a todos os tecidos fetais. Em humanos, a ectoderme amniética é a
primeira estrutura que é facilmente distinguida do epiblasto logo apds a implantagdo, bem

antes do inicio da gastrulagao (15-17 dpf)(99).
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Essas células sdo consideradas origindrias do feto em desenvolvimento e estdao em
um estdgio intermedidrio entre as células-tronco embriondrias e as células-tronco adultas
(94).

Dessa forma, considerando o LA como uma possivel fonte de pluripotencia, com
caracteristicas semelhantes a embriondria, decidiu-se estudar no corrente trabalho o

potencial de diferencial condrogénico dessas células.
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HIPOTESE

No liquido amnidtico encontram-se células progenitoras mesenquimais, com
potencial de originar condrdcitos quando submetidas a cultura em presenca de fatores de
crescimentos envolvidos com a condrogénese. Por serem células mais primitivas possuem
maior capacidade de diferenciacdo e proliferacio. Uma vez que estas células se
diferenciam, poderemos avangar em direcao a estudos de enxerto das mesmas em lesoes

articulares e doengas degenerativas.
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JUSTIFICATIVA

Com o sucesso desta pesquisa uma nova alternativa de tratamento para lesdes
articulares serd possivel, uma vez que lesdes condrais, assim como doengas tal qual a OA
s@o causadoras de grande morbidade. A possibilidade de terapia celular passa a ser uma
alternativa promissora em doencas que comprometam a cartilagem articular. Além disso, o
aumento do nimero de bancos de liquido amnidtico, tanto publicos como privados,

possibilitardo um acesso mais facil a estas células.
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OBJETIVO

Proporcionar a condrogénese a partir de células-tronco mesenquimais de liquido
amnidtico humano cultivadas em meio de cultura contendo TGF-3 em sistema de cultura

de micromass.
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MATERIAL E METODOS
1. COLETA DO LIQUIDO AMNIOTICO HUMANO

Ap6s a assinatura dos termos de consentimento livre e esclarecidos de 53 mulheres,
gestantes e de segundo trimestre, essas foram submetidas a amniocentese e entdo coletados
40 ml de liquido amnidtico (LA).

A indicagcdo da amniocentese foi feita pela obstetricia sob a suspeita de anomalia
cromossdmica, conforme protocolo especifico do servigo de Medicina Fetal do hospital das
clinicas da UNICAMP (anomalias estruturais fetais detectadas na ultra-sonografia e risco
aumentado de cromossomopatias pela avaliacio de risco fetal). Apds orientacdo e
consentimento informado, foi realizado amniocentese sob visdo ecogréfica.

O procedimento seguiu as seguintes etapas: antissepsia com PVPI alcodlico,
isolamento por campo fenestrado, aplicacdo em pele e subcutanea de lidocaina 2% sem
vasoconstritor, pun¢do abdominal até cavidade amnidtica com agulha raquidea 20G, para a
retirada de 40 ml de liquido amnidético em duas seringas de 20 ml.

As amostras do LA logo apds a coleta foram enviadas ao laboratério de biologia
molecular da cartilagem - Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP (LABIMOCA),
onde foram semeadas em garrafas de culturas contendo meio para expansao celular (o-
mem, GIBCO, Grand Island, NY,EUA) por cerca de 7 dias em incubadora a 37°C com 5%
de CO, , para que as células pudessem aderir ao frasco. As células ndo aderentes foram
descartadas.

Dos 53 liquidos amnidticos coletados, somente 12 exibiram cariétipo normal
(realizado na medicina fetal) e, portanto continuaram a serem cultivados e expandidos, os

que exibiram cario6tipo alterado foram descartados.
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Quando as células em cultivo atingiram cerca de 70% de confluéncia, foram
retiradas da garrafa com 0,25% de tripsina-EDTA (Gibco), lavadas duas vezes com PBS
(Phosphate buffer saline) e centrifugadas a 300 G por 10 minutos. Foram permitidas trés

passagens para que atingissem um ntimero populacional idealizado.

2. CARACTERIZACAO DAS CELULAS MESENQUIMAIS

Dos 12 LA com cariétipo normal, as células presentes no fluido foram analisadas
por citometria de fluxo, para a investigacdo da expressdo dos anticorpos CD90 conjugado
com a fluorescéncia PECYS5, CD15 conjugado com a fluorescéncia PE, CD45 conjugado
com a fluorescéncia PERCP e CD34 conjugado com a fluorescéncia PE.

Citometria de fluxo ¢ um sistema de fluxo hidrodindmico que intercepta as
particulas suspensas no fluido com um laser gerado por um sistema de iluminagdo. A
interceptacdo do laser na particula promove um desvio da luz e a emissdo de uma
fluorescéncia, estas informagdes sdo coletadas pelo sistema 6ptico e eletronico, que traduz
os sinais luminosos em informacdes armazenadas no sistema de controle e arquivo de
dados.

Ap6s a aquisi¢do dos dados, foi possivel realizar andlises graficas dos resultados,
utilizando o programa FACS — CellQuest. A intensidade de fluorescéncia das células
positivas foi determinada em relagdo a intensidade de fluorescéncia do anticorpo controle

nao relacionado.

3. DIFERENCIACAO.
Dos 12 LA com cariétipo normais, somente 4 LA chegaram até a fase de expansdo

das células com trés passagens, a quantidade de passagens foi necessdria para obtermos o
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numero desejado de células. Apds as trés passagens as células foram divididas em gotas de
15ul contendo 5x10°células, pipetadas delicadamente em uma placa de cultura de 96 pogos
com fundo em V botton (figura 1), e levadas a estufa mantida 37°C e 5% de CO, por duas
horas para serem submetidas a cultura em micromass. Durante este tempo as células se
aderiram entre si e a placa e entdo apds duas horas o meio pode ser adicionado sem que as
células se espalhassem.

O meio para diferenciagdo continha DMEM com alta glicose (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) (life sciences), 10 ng/ml TGFB-3 (R&D Systems), 100 nM dexametasona,
Ix ITS+1 premix, 40ug/ml de prolina, e 25 pg/ml ascorbato-2-fosfato (Sigma-Aldrich,

Poole, U.K.). As células permaneceram sob a condi¢do de micromass por 21 dias.

4. CONFIRMA CAO DA DIFERENCIACAO DOS CONDROCITOS

4.1. qRT-PCR: reagdo de cadeia da polimerase em tempo real, apOs transcri¢ao
reversa.

Nos 4 LA foi realizado o micromass e apds 21 dias nesse sistema de cultura, foi
realizada a confirmacgdo da diferenciacdo das células em condrdcitos pela técnica de qRT-
PCR.

O RNA foi extraido das células diferenciadas de 21 dias de micromass com TGF-
B3, com Trizol ®(Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante (Life
Technologies InvitrogenTM, Carlsbad, CA92008, EUA) tratado com DNAse I (Invitrogen)
(Life Technologies InvitrogenTM, Carlsbad, CA92008, EUA) para digerir qualquer DNA
genOmico contaminante e seguida da reacdo de transcriptase reversa utilizando
SuperScriptll (Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante para obtenciao do acido

desorribonucleico complementar (cDNA).
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A PCR quantitativa (PCR em tempo real) foi realizada utilizando SYBR green, em
uma mdaquina de detecc¢do de sequéncia, Stratagene Mx3000P.

Do cDNA obtido através da transcriptase reversa realizamos a PCR em tempo real
que agora recebe o nome de qRT-PCR, utilizamos a técnica para analisar a expressdo das
sequéncias génicas de coldgeno tipo II, Agrecano, SOX-9 e o GAPDH foi escolhido como
controle endégeno da reacdo, o qual serve para normalizar a expressio dos genes de
interesse nas diferentes amostras.

Esses primers foram construidos a partir de bibliotecas gendmicas, utilizando o
programa Primer ABI expresso (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os primers

estao listados na Tabela 1.

Tabela 1 - As sequéncias de primers utilizados para qRT-PCR. Sequéncias de primers

desenhados utilizando o programa Primer ABI expresso (Applied Biosystems, Foster City,

CA, EUA).
Collagen II Forward GGCAATAGCAGGTTCACGTACA
Collagen II Reverse CGATAACAGTCTTGCCCCACTT
Aggrecan Forward TCGAGGACAGCGAGGCC
Aggrecan Reverse TCGAGGGTGTAGCGTGTAGAGA
GAPDH Forward GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
GAPDH Reverse CCACTTGATTTTGGAGGGATCT

Cada pogo da placa da qRT-PCR continha um volume total de 12 ul sendo que 6ul

eram da fluorescéncia do tipo SYBR Green PCR Master Mix, 3ul eram ou da amostra de
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LA cultivados com TGF- 33 durante 21 dias em micromass (A1) contendo 10 ng de cDNA,
ou da amostra de LA em monocamada (TQO) contendo 10 ng de cDNA, ou da cartilagem
humana adulta (CONDRO) contendo 10 ng de cDNA e 3ul de cada um dos primers para a
frente e reverso concentrados a 150 pM, totalizando assim os 12ul.

A reacdo da qRT-PCR foi realizada a 95° C por 10 min (ativagdo), 45 ciclos de 95 °
C por 15 segundos, 60 ° C por 20 segundos, 72 °C por 20 seg. (amplifica¢do), e 72 ° C por
1 min (extensao final).

As curvas de dissociagdo foram obtidas depois da PCR para confirmar a
especificidade dos produtos amplificados.

A PCR em tempo real, nos propiciou uma quantificacdo relativa da expressdo dos
genes através da comparag¢do da amplificagio do RNAm entre os trés grupos: 1- TO -
células do LA sem o tratamento cultivadas em monocamada, 2- Al- células do LA
submetidas ao sistema de micromass com TGF-$3 cultivadas por 21 dias e 3- CONDRO -
a cartilagem humana adulta como controle positivo da expressdao dos genes investigados,
este controle foi importante para termos certeza que os fendtipos gerados se aproximavam

da real expressao.

5. WESTERN BLOTTING

Das células tronco presente nos 4 LA submetidos a 21 dias de cultura em micromass
foram coletados os meios de cultura e deles foram obtidas as proteinas secretadas pelas
células. As proteinas foram precipitadas com 2 mg/ml de pepsina (Sigma-AldrichH) e 30 v
/ v de &cido acético, PA glacial. As amostras foram mantidas a 30°C por 30 min e
armazenadas durante a noite a 4°C sob agitacdo. Em seguida, centrifugadas por 90 min a

6400 RPM, formando um pellet.
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Os pellets foram lavados duas vezes com tampao PBS. A proteina foi quantificada
utilizando espectrofotdmetro (Applied Biosystems). Em seguida, 30 mg de proteina foram
colocadas em gel 10% de SDS-PAGE (dodecilsulfato de sddio de poliacrilamida) para
eletroforese e posteriormente a proteina no gel foi transferida para uma membrana de
nitrocelulose (Thermo Scientific, USA) utilizando um aparelho trans-blot (Invitrogen).

A membrana foi bloqueada com 5% (v / v) de leite desnatado em PBS contendo
0,1%. Finalmente, a membrana de nitrocelulose foi incubada com um anticorpo primario
para colageno tipo II policlonal (ChemiconH) cuja diluicdo foi de 1:2000, capaz de
reconhecer o telopeptideos C-terminal do coldgeno tipo II humano, que tem um peso
molecular de 70 kD. O anticorpo foi lavado trés vezes com PBS e, em seguida, incubado
com um anticorpo secundario conjugado com peroxidase contra IgG de coelho. Os sinais
foram visualizados usando um kit Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate,
contendo: Super Signal® West Pico Stable Peroxide Solution 500ml e Super Signal® West
Pico Luminol Enhancer Solution 500ml) Thermo scientific, Pierce Protein Reserch

Products.

6. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi construida através do ONE-WAY ANALYSIS OF
VARIANCE (ANOVA) utilizando o programa PRISMA. O intervalo de confianca foi de
95%, considerando as mudltiplas comparagdes entre os grupos. Foram considerados

significativos os resultados que apresentaram os valores de p abaixo de 0,05.
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RESULTADOS

1. ISOLAMENTO, EXPANSAO E CARACTERIZACAO DAS CELULAS:
Foram coletados e processados 53 liquidos amniéticos dos quais apenas 12

apresentaram caridtipo normal. Desses, somente 4 foram desenvolvidos os micromass e

submetidos a andlise. O liquido amniético foi coletado de gestantes no 2e trimestre de

gestacdo, com um volume aproximado de 10 a 20 ml. A amostra foi colocada em

cultura com até 24 h apds a coleta. Nenhuma relacdo foi encontrada entre a idade

gestacional e o numero de células. Depois de 7 dias, as células aderentes adquiriram

uma morfologia fibroblastéide. (figura 5)

Figura 5. Células de liquido amniético com 7 dias de cultura

2. CITOMETRIA DE FLUXO.
Na caracterizagdo imunofenotipica das células mesenquimais de liquido amnidtico apds
7 dias de cultura, obtivemos os seguintes resultados: CD90 com 93,39%, CD45 com

7,22%, CD15 com 0%, CD 34 com 0,87% (Figura 6)
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Figura 6. Citometria de fluxo de liquido amni6tico humano com 7 dias de cultura
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3- DIFERENCIACAO.

Ap6s 21 dias cultura com as células de LA em placas de 96 pocos com fundo em
Vbotton (figura 7a, b), foi observada a formacao de uma estrutura semelhante a cartilagem

(figura c). Durante este tempo as células se aderiram entre si e a placa

Figura 7A - placa com 96 pocos, B- vista inferior da placa mostrando o Vbotton, figura C
estrutura semelhante a cartilagem ap0s 21 dias de cultura em sistema micromass.
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4- RT-PCR EM TEMPO REAL
4. 1. Curva de eficiéncia dos primers

Ap6s a reacdo de transcriptase reversa, determinamos a concentragdo ideal de
primers, e para isto, eles foram diluidos em 100nM, 200 nM, 400nM e 800nM.

Usamos cDNA de condrécitos obtidos de pacientes submetidos a prétese total de
joelho para amplificagdo dos genes investigados como controle positivo para 0s mesmos.

Obtivemos a amplificacdo de todos os primers com melhor eficiéncia a 400 nM. Por
fim, encontramos a eficiéncia dos mesmos com 100,1% para Sox-9, 110,2% para coldgeno
tipo II, 113, 6% para Agrecano, e utilizamos como normalizador com 105,6% o GAPDH
(figura 8,9,10,11 respectivamente).

A validacdo do sistema de genes de interesse/controle enddégeno (GAPDH), para
verificar se as eficiéncias de amplificacdo de ambos os genes foram realizadas e
apresentam-se semelhantes e proximas a 100%.

A validacao consistiu na amplificacio, tanto com os primers do gene de interesse,
quanto do controle endégeno dos cDNAs em duplicatas de uma amostra escolhida
aleatoriamente. Essa etapa foi essencial para que o controle endégeno pudesse ser utilizado
para normalizar os valores de expressdo relativa dos genes de interesse.

ApOs o cdlculo das eficiéncias de amplificagdo do gene de interesse e do controle
enddgeno, foi construido um gréafico de dispersao, o qual teve por finalidade definir qual foi
a amplitude de concentragdes para as quais o sistema foi eficiente.

Para a constru¢do do gréafico, foram utilizados os mesmos valores de logaritmo da
concentracdo das amostras no eixo X e a diferenca entre as médias dos Cts do controle

enddégeno e as médias dos Cts do gene de interesse para cada concentragdo no eixo Y.
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Em seguida, obteve-se uma linha de tendéncia para estes valores, a qual possui uma
equagao de reta na qual foi possivel verificar o valor da inclinagdo da mesma.
Com a validagdo realizada passou-se para a fase de realizacdo dos ensaios de

quantificagao relativa, utilizando a melhor concentracao de cDNA para os primers,
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Figura 8. Curva da eficiéncia do SOX-9
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Figura 9. Curva de eficiéncia do coldgeno II
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Figura 10. Curva de eficiéncia do agrecano.
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Figura 11. Eficiéncia do GAPDH
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4.2. GRAFICOS DA RT-PCR EM TEMPO REAL

Ap6s 21 dias sob micromass, a expressao de SOX-9 foi significativamente maior (P
<0,05) quando comparada ao TO ( células-tronco de liquido amnidtico em monolayer) e ao
CONDRO (condrécitos humanos adultos), utilizados como controle (Figura 7). Ja a

expressao de coldageno II (figura 8) e agrecano (figura 9) foi maior que o do TO.

SOX9
6 *

Relative Quantity (SOX9)
L

TO A1 condro

Grafico 1. Comparacido da expressio do SOX-9 em monolayer (TO), micromass (Al) e
condrdcitos adulto (condro). A expressdao do SOX-9 em micromass foi significantemente

maior do que em monolayer e em condrdcitos adulto.
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Grafico 2. Comparacdo da expressdo do coldgeno II em monolayer (TO), micromass (A1)
e condrdcitos adulto (condro). A expressao do coldgeno II foi maior em micromass do que

em monolayer.
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Grifico 3. Comparagao da expressdo do agrecano em monolayer (TO), micromass (Al) e
condrécitos adulto (condro). A expressao do agrecano foi maior em micromass do que em

monolayer.
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5. Western Blotting
Foi verificada a expressdao de coldgeno tipo Il no 21 dia de cultura de micromass
com TGF-B3, bem como em cartilagem normal e em células em monolayer. A expressdo de

coldgeno II foi maior em micromass, quando comparado em monolayer. ( figura 11)

- \\3%6
wsc 1 G? —QD 0( ﬂ\a\ Caﬁ

GAPDH TR o W9

Figura 12. Comparag¢do da expressio do colidgeno em monolayer (MSC), micromass

(TGF-B3 21 dias) e condrdcitos adulto (normal cartilage).
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DISCUSSAO
A preocupagdo em encontrar novas maneiras de reparar a cartilagem articular,
incentivou a busca de uma fonte de células-tronco pouco explorada, prontamente

disponivel, de facil acesso, e que apresentasse capacidade de se diferenciar em condrdcitos.

A fonte de CTM proveniente do liquido amniético humano (LA) preencheu todos os
requisitos propostos e ainda, superou nossas expectativas. O LA vem mostrando-se capaz

de auto-renovagdo elevada, bem como perfil para pluripoténcia (94).

Células do liquido amni6tico sdo tradicionalmente utilizadas para o diagndstico pré-
natal de uma vasta gama de anomalias cromossdmicas (100). Recentemente, as células do
liquido amnidtico foram descritas como uma fonte de células-tronco mesenquimal que
apresenta uma populacdo de células heterogéneas, uma vez que nele encontram-se células
do tecido extra-embrionario, tais como células de amnio, placenta, pele fetal, bem como as
provenientes de vias respiratOrias, gastrointestinal e urinario.(8) Além disso, num outro
estudo, foram encontradas células provenientes da ectoderme, mesoderme e endoderme.

Sabe-se que o amnio placentario pode ser derivado do epiblasto apos oito dias da
fertilizacdo, o que justifica sua capacidade de manter as propriedades de células iniciais
pluripotentes de maneira semelhante as do epiblasto, por isso, essas células podem servir
como uma fonte de células-tronco mesenquimais.

As CTMs do LA foram primeiramente mencionadas como uma nova fonte para
terapéutica de transplante em 2003 (9), o que refor¢ca o qudo nova € essa fonte e o quao
necessdrio e relevante se torna o aprofundamento no seu estudo. Destaca-se ainda que o LA

oferece inimeras vantagens quando comparado a outras fontes de células perinatais para
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uso clinico em terapias fetais e neonatais. A amniocentese tem se tornado um procedimento
comum de diagndstico que pode ser realizado com seguranga sob a orienta¢do do ultra-som.
A técnica estd associada a uma taxa de apenas 0,5% de aborto espontaneo e este dado a
torna mais segura do que outros procedimentos invasivos pré-natais (10). Além disso, ndo
ha qualquer risco de se obter um adicional de 5 - a 10 ml de liquido amniético durante sua
realizacdo, e essa quantidade € suficiente para a maioria das aplicacdes na engenharia de
tecidos (11, 12). O LA desperta ainda mais o interesse uma vez que se trata de uma fonte
pouco investigada, isolada de poucas espécies, incluindo o porco, no qual as células foram
cultivadas em camada unica (monolayer) (91), equinos (101), e humanos no qual as células
foram avaliadas quanto ao potencial condrogénico sob a condicdo de pellet e hidrogel de
alginato durante 14 e 21dias (96) e ndo no sistema de micromass com utilizado no presente

estudo.

As células provenientes do LA sdo capazes de gerar elementos das trés camadas
germinativas, e esta caracteristica permitiu classifici-las como um estagio intermedidrio
entre embriondria e adulta ou ainda como pluripotentes (94, 102). Além disso, cerca de
90% das células do LA expressam o fator de transcri¢ao Oct-4, conhecido por ser expresso
em células embriondrias. Essa versatilidade a torna muito interessante para aplicacoes
clinicas (94). Quando comparadas as células-tronco embriondrias, as células-tronco do
liquido amnidtico podem ser obtidas sem a destruicdo de embrides humanos, aliviando
assim grande parte da controvérsia ética que ainda existe na comunidade cientifica (103).
Por todas essas razoes, esta promissora fonte de CTM foi a escolhida nesse estudo para

promover condrogénese.
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Para dar inicio ao processo de diferenciacdo, primeiramente foi verificado se a
célula escolhida era capaz de aderir ao plastico, uma vez que essa é uma das caracteristicas
de célula mesenquimais, e uma das maneiras mais simples e facil de ser detectada (104).
Ap6s a confirmacio prosseguimos para proxima fase.

Como préxima etapa, foi expandido o nimero das mesmas utilizando-se 20% de
soro bovino fetal (SBF), pois ha relatos de que quando utilizado apenas 10% a célula
apresentou caracteristicas de fibrocartilagem, com expressao de coldgeno I e X, além de um
processo lento de expansdo (105). Por outro lado, hé outros trabalhos que utilizaram uma
concentracdo maior de SBF e que obtiveram outro perfil, semelhantemente aos nossos

achados. (100, 106).

Como refor¢o para verificacdo do perfil mesenquimal, utilizamos também a técnica
de citometria de fluxo para avaliarmos os marcadores de superficie como o CD90, que
apresentou 93,39% de positividade, além de demonstrar o CD45 com apenas 7,22% o que a
classifica como negativas, resultado semelhante aos estudos realizados com células
humanas derivadas de LA (89, 94, 107) e este perfil € o mesmo encontrado em célula

mesenquimais (108).

Morfologicamente, estas células adquiriram o formato fibroblastdide, também

caracteristico de células-tronco mesenquimais, reforcando ainda mais a existéncia destas

células nesse tecido, em concordancia com os achados de outros autores (50, 109).
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Os resultados aqui observados evidenciaram que as CMLA apresentam um alto

potencial proliferativo e uma rdpida resposta a estimulos, da mesma forma que outros

relataram (90, 106).

Decidimos promover a condrogénese lancando mao da técnica de micromass, pois
recentemente foi descrita como a mais apropriada (105). Para o seu desenvolvimento
utilizou-se uma placa com fundo em “V”, razao pela qual creditamos ter garantido que a
expressao do coldgeno II, agrecano, e Sox-9 fossem fiéis ao processo que ocorre in vivo. J&
a escolha de placas com 24 pocos, como utilizada por outro, ndo permitiu a mesma
interacdo célula-célula, visto que os pocos sdo maiores e observaram a presenca de
colageno tipo I, indicador de fibrocartilagem, diferentemente do observado no corrente

estudo (110).

Foi possivel ainda nesse estudo confirmar que as células do LA sdo capazes de se
diferenciar em condrdcitos, o que refor¢a a possibilidade de utilizé-las para a regeneragao
da cartilagem. Verificou-se que o nosso modelo, utilizando o TGF-B3, foi eficiente na
indu¢do da condrogénese, dado semelhante aos encontrados para outros tipos de fontes
estudadas com este estimulo (111, 112). Associamos o TGF-3 a dexametasona, mesmo
esta ndo sendo um fator de diferenciacdo especifico, no entanto, vérias publicacdes
demonstraram que a dexametasona facilitada a diferenciacdo condrogénica de células
mesenquimais (113) e células progenitoras mesodérmicas (114).

A nossa célula foi capaz de reproduzir fielmente o processo de condrogénese que
ocorre in vivo, pois a expressdo do Sox-9, confirmada pelo qRT-PCR, foi precedida da

expressdo do coldgeno II, e € sabido que este fator de transcri¢io € fundamental para a
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inducdo da proteina colagénica (115), pois € ativo predominantemente em células
mesenquimais em condensagdes durante o desenvolvimento inicial do esqueletos de
embrides (59), dessa forma, o Sox-9 torna-se um indicador de que estamos reproduzindo
com seguranga o processo condrogénico, diferentemente de outro estudo realizado pelo
nosso grupo, onde foi utilizado como fonte as CTMs provenientes de sangue de corddo
umbilical, onde verificou-se uma baixa expressao desse fator (116). A deteccao deste fator
exige uma 6tima técnica capaz de promover condrogénese, associada a uma também 6tima
fonte de célula tronco, e nés conseguimos esta combinac¢do. Entretanto, outro trabalho que
avaliou o perfil condrogénico do LA e ndo verificou a expressao do Sox-9, fato que pode
ter ocorrido em razio da técnica escolhida para a diferenciacdo por aqueles autores ter sido
a técnica de diferenciagdo em pellet (96) enquanto no presente estudo utilizou-se a técnica
de micromass, descrita como mais eficiente na inducdo de condrogénese (105).

Outro indicador que nossa maneira de diferenciacdo foi satisfatoria, foi o fato da
expressao do Sox-9 ter sido significantemente maior nas células em micromass do que em
cartilagens adultas, situacdo que ja se esperava, pois em células totalmente diferenciadas a

expressao desse fator € menor (60).

Nesse estudo foi optado ainda para confirmar a diferenciacdo das CTMLA em
condrdécitos por meio da expressdo dos genes do coldgeno Il e do agrecano, além do Sox-9
ja comentado. Avaliou-se o nivel proteico do coldgeno II secretado pelas células recém-
diferenciadas numa colecdo de meio de cultura proveniente das trocas ao longo dos 21 dias.

A expressdo do gene do agrecano, proteoglicano mais frequente na cartilagem
humana, embora ndo seja exclusiva desse tecido, visto também ser encontrada em tendao

(117) e placa de crescimento (21), foi positiva em nossas amostras, 0 mesmo ocorrendo
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com o gene do coldgeno Il e com a sua tradugdo na proteina correspondente, o que
reforcou ainda mais a eficiente condrogénese proposta no corrente estudo.

Em resumo, os achados aqui descritos indicam a possibilidade de realizarmos um
salto da pesquisa de base para a pesquisa pré-clinica, abrindo uma nova via de realiza¢do de
implante de condrdcitos para a cartilagem lesionada, utilizando-se como fonte primdria de
células-tronco mesenquimais aquelas presentes no LA humano, sob a condi¢ao de cultivo
em sistema de micromass associada a um scaffold. Nossos resultados sugerem ainda, uma
nova possibilidade para investir-se em bancos de liquido amniético humano procedentes de

doagdes de gestantes.
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CONCLUSAO

E possivel concluir-se entdo, diante desses resultados, que a inédita combinacdo de
micromass com células-tronco provenientes no liquido amnidtico humano, na presenga de
TGF-B3 durante 21 dias foi eficiente na inducdo de diferenciagdo condrogénica quanto a
expressdao dos genes SOX-9, coldgeno tipo II e agrecano, além da producdo da proteina

coldgeno do tipo IL
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