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RESUMO  

A utilização de células-tronco mesenquimais (CTM) para a reconstrução da cartilagem 

articular é uma promissora alternativa terapêutica, devido à vulnerabilidade do tecido a 

lesões e processo degenerativo irreversível.  

O objetivo deste estudo foi investigar o potencial condrogênico de CTM de líquido 

amniótico humano (CTM-LA) em sistema de cultura de micromass (alta densidade celular) 

com TGF-β3 por 21 dias. 
Métodos: 53 líquido amnióticos (LA) foram obtidos de mulheres submetidas à 

amniocentese durante o segundo trimestre de gravidez. A indicação da amniocentese foi 

feita pela obstetrícia, conforme protocolo específico do serviço de medicina fetal da 

UNICAMP. Foram selecionadas células-tronco mesenquimais, caracterizadas por 

citometria de fluxo. Estas células foram expandidas para obter um número populacional 

para o desenvolvimento do micromass. O micromass foi realizado em placa de cultura de 

96 poços com fundo em “v”, em cada poço foram pipetados 10µl contendo 5x105 CTM-LA 

e meio para diferenciação condrogênica contendo TGF-β3. Esta condição se manteve por 

21 dias, e então, o potencial condrogênico foi avaliado pela presença da proteína do 

colágeno II pela técnica de western blotting, também foi avaliada a expressão gênica do 

Sox-9, colágeno 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 e como controle positivo utilizamos a cartilagem adulta humana. 

Resultados: Confirmamos o potencial condrogênico pela diferenciação das CTM-LA em 

condrócitos através da expressão dos genes SOX-9, colágeno tipo II e agrecano, bem como 

a proteína do colágeno II. A expressão de SOX-9 em micromass foi significativamente 

maior do que na cartilagem adulta.  

Conclusão: A condrogênese foi desenvolvida a partir da combinação de uma fonte de célula 

tronco recém descrita proveniente do líquido amniótico humano com o sistema de cultura 

de micromass. Esta fonte apresentou alto potencial condrogênico e dessa forma, fortes 

evidências para aplicações clínicas. Os resultados são promissores e sugerem a 

possibilidade de investimentos em bancos de líquido amniótico. 

 

 

Palavras-chave: cartilagem, potencial condrogênico, células-tronco de líquido amniótico 

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-β3 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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INTRODUÇÃO 

1.DESEVOLVIMENTO DA CARTILAGEM  

Para que ocorra o processo de formação dos ossos nos vertebrados é necessário que 

haja um modelo cartilaginoso prévio para ser substituído posteriormente por osso. 

Condrogênese é o processo que resulta na formação de cartilagem,  e leva ao processo de 

ossificação (1). 

Durante o desenvolvimento e crescimento dos vertebrados, a condrogênese 

apresenta-se como um processo celular dinâmico, que leva à criação de vários tipos de 

cartilagens, tais como hialina, fibrosa e elástica.  A cartilagem hialina é encontrada em 

estruturas craniofaciais, traqueia, brônquios, superfícies articulares das articulações 

diartrodiais e em placas de crescimento (PC) de ossos longos (2).  As PCs são responsáveis 

pela condução do processo de crescimento ósseo durante o desenvolvimento pré e pós-

natal. Este processo de crescimento ósseo longitudinal é regido por uma complexa rede de 

sinais endócrinos, incluindo o hormônio do crescimento (HC), fator de crescimento 

semelhante a insulina I (IGF-I), glicocorticoides, hormônios da tireoide, estrogênio, 

androgênio, vitamina D e leptina. Muitos destes sinais regulam a função da placa de 

crescimento, tanto atuando localmente em condrócitos como também, indiretamente, por 

modulação de sinais de vias endócrinas (3). 

Os ossos formam-se através de dois processos conhecidos como: endocondral e 

intra-membranoso. O processo de ossificação endocondral dá origem à cartilagem articular 

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

                                          

 

Modificado de Dexheimer V., et al. Stem Cells Dev. 2012 Feb 15. 
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Assim, a ossificação endocondral é caracterizada pela substituição da cartilagem por 

osso e por uma série de acontecimentos que têm início com agregação de células 

mesenquimais para posterior a diferenciação destas em condrócitos.  

No embrião humano, o esqueleto apendicular desenvolve-se a partir de brotos, 

visíveis na quarta semana de gestação (6). O desenvolvimento das articulações é dividido 

em duas etapas: a primeira quando a cartilagem é substituída 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), não possui capacidade regenerativa, possivelmente porque não 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 cicatrização, sendo que as 

lesões não costumam cicatrizar-se espontaneamente (9). Porém pode ocorrer reparo em 

regiões com pequenos defeitos, com a produção de cartilagem hialina (8), e o local pode ser 

tratado com terapia celular, já para os defeitos maiores o reparo acontece com produção de 

tecido fibroso ou fibrocartilagem que são bioquimicamente diferentes de cartilagem hialina 

normal (8). 

 

2.CONDRÓCITOS  

Os condrócitos são os únicos componentes celulares da cartilagem, são responsáveis 

por manter o ambiente extracelular através da síntese e degradação da matriz extracelular 

(MEC) (10). 

A MEC da cartilagem articular é composta  por água, colágeno II, VI,  IX, e XI, 

além da proteína oligomérica de matriz (COMP), e proteoglicanos do tipo agrecano, 
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versicano, e fibromodulina. Entretanto, o colágeno II é o agrecano são os mais 

predominantes (11). 

As fases de diferenciação dos condrócitos são caracterizadas por modificações na 

proliferação celular, morfologia das células e a quantidade de produção da matriz 

extracelular bem como as diferentes macromoléculas sintetizadas (12) 

O processo de formação do condrócito, conhecido como condrogênese, requer o 

recrutamento de células-tronco mesenquimais precedido de um processo de condensação. 

 É sabido que a condensação faz com que as células comecem a expressar moléculas 

de adesão, tais como N-caderina (13), moléculas da célula neural (N-CAM) (14),  

fibronectina e laminina, todas são importantes para regular a condrogênese (15).  

A expressão da fibronectina é regulada pelo fator transformador de crescimento β- 

(TGF-β), em conjunto essas controlam o inicio da condensação (16) 

As moléculas de adesão celular, tais como caderinas, imunoglobulinas e selectinas, 

mediam as interações célula-célula (17). A N-caderina, um membro da família caderina 

clássica (18) é muito expressa durante o desenvolvimento das fases de condensação celular 

(19). Ao inibir a N-caderina a condrogênese é impossibilitada (19). N-CAM é uma 

glicoproteína que se liga a outras moléculas de adesão de células de superfície ou para a 

matriz (20).  

Algumas das principais proteínas envolvidas no processo da condrogênese estão 

esquematizadas na figura 2 (modificada de Shum L., et al (21).  
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Figura 2. Fases do desenvolvimento da cartilagem 
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Além dos mecanismos de aderências célula-célula, as interações célula-matriz 

também estão envolvidas na condrogênese. 

A matriz interterritorial da cartilagem, localizada entre as células é composta de 

uma rede de colágeno fibrilar que confere resistência à tração, difere da matriz territorial, 

localizada em torno do condrócito, pois esta contém microfibrilas de colágeno tipo VI, mas 

pouco ou nenhum colágeno fibrilar.  

A rede de colágeno interterritorial consiste principalmente de fibrilas de colágeno 

tipo II em associação com o colágeno tipo XI e o colágeno tipo IX, formando uma estrutura 

integrada com um domínio que expõe uma região capaz de realizar associação com outros 

componentes da matriz e a retenção de proteoglicanos (22).  

Os proteoglicanos são essenciais para proteger a rede de colágeno, que tem uma 

meia-vida de mais de 100 anos, se não submetido à degradação inapropriada. Um grande 

número de moléculas não-colagênicas, como biglicano, decorina, fibromodulina, 

matrilinas, e a COMP, também estão presentes na matriz. A COMP atua como um 

catalisador para a fibrilogênese do colágeno (23), já as interações entre o colágeno tipo IX e 

COMP ou matrilin-3 são essenciais para a adequada formação e manutenção da matriz da 

cartilagem articular (24). As interações célula-matriz estão esquematizadas na figura 3 (25). 
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Figura 3. Interações condrócito matriz 

 
Dick Heinegard Int J Exp Pathol. 2009 Dec;90(6):575-86. 

 

Após o processo de maturação da cartilagem articular, os condrócitos são 

distribuídos em quatro regiões distintas: 1- superficial, 2- intermediária, 3- profunda, e 4- 

calcificada, abaixo da qual está localizada a região de transição (tidemark) com o osso 

subcondral (26). Na zona superficial, os condrócitos são pequenos e achatados, e a matriz é 

composta por fibras colágenas finas associadas a uma elevada concentração de decorina e 

uma baixa concentração de agrecano. A zona intermediária, compreendendo 40 a 60 por 

cento do peso da cartilagem, consiste de condrócitos arredondados rodeado por feixes 

radiais de fibrilas de colágeno. Na zona profunda, os condrócitos são frequentemente 

agrupados em colunas ou “clusters” com feixes de colágeno espessos dispostos em uma 
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forma radial. Analisando o perfil da cartilagem desde a superfície até a zona profunda, a 

densida celular diminui progressivamente, o volume da célula aumenta, e a proporção de 

proteoglicano aumenta em relação ao colágeno. A zona calcificada delimita a região da 

placa de crescimento com o tidemark (27) e ainda serve como um tampão mecânico 

importante entre a cartilagem articular não calcificada e o osso subcondral.  

As diferenças entre as sub-populações de condrócitos da zona superficial, 

intermediária e profunda têm sido amplamente discutida (26). Como a cartilagem articular 

não é vascularizada, o condrócito deve contar com a difusão que ocorre na superfície 

articular ou a que ocorre na região do osso subcondral para a troca de nutrientes e 

metabólitos. A glicose serve tanto como uma fonte de energia principal para os condrócitos 

como um precursor essencial para síntese glicosaminoglicano(28).  

O metabolismo do condrócitos opera a baixa tensão de oxigênio, variando de 10% 

na superfície para menos de 1% nas zonas profundas. In vitro, foi possível verificar que os 

condrócitos adaptaram-se a baixas tensões de oxigénio por regulação do fator- induzido por 

hipóxia 1α (HIF-1 α) (29), que pode estimular a expressão de transportadores de glicose 

(30) bem como fatores angiogênicos, como fator de crescimento endotelial (VEGF) (31), e 

ainda inúmeros genes associados ao anabolismo da cartilagem e diferenciação dos 

condrócitos, incluindo sex determining region Y-box 9 (Sox-9) e fator de crescimento 

transformador – β (TGF-β) (32). 

Pelo fato do metabolismo da cartilagem ser lento, o tecido cartilaginoso 

originalmente era considerado inerte, atualmente é considerado capaz de responder a 

fatores extrínsecos que regulam a expressão gênica e a síntese de proteínas.  

Numerosos estudos realizados in vitro e in vivo têm confirmado que os condrócitos 

articulares são capazes de responder a lesão mecânica, instabilidade articular, bem como 
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estímulos biológicos, tais como citocinas, fatores crescimento e de diferenciação, todos 

contribuem para alterações estruturais na matriz cartilaginosa (10). Influências mecânicas 

sobre os condrócitos são consideradas importantes na patogênese e enfermidades tais como 

a osteoartrite (OA), mas as respostas de condrócitos a sinais moleculares podem variar de 

acordo com a zona em que a célula está. Em doenças articulares, o equilíbrio entre a síntese 

e a degradação de elementos da MEC é interrompido, pois taxa de perda de colágenos e 

proteoglicanos pode exceder a taxa de deposição de moléculas sintetizadas. 

Assim, torna-se cada vez mais relevante a compreensão dos inúmeros fatores que 

contribuem para a regulação da forma da célula bem como os mecanismos de sinalização 

que são ativados a partir de interações célula-célula e célula-MEC, pois somente deste 

modo será possível 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 

regeneração e as opções terapêuticas são escassas, a degeneração da cartilagem articular 

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

  

3. OSTEOARTRITE  

Osteoartrite (OA) é uma doença articular progressiva, heterogênea e degenerativa, 

com participação de elementos pró-inflamatórios que acomete pessoas em todo o mundo. 

Está associada a destruição da cartilagem articular e pode ocorrer em qualquer articulação 

do corpo (35). Comum nas articulações que suportam peso como joelhos e coluna vertebral, 

mas também afeta as articulações inter-falangeanas das mãos, pescoço e pés, mas raramente 

afeta outras articulações, a menos que uma lesão ou estresse excessivo estejam envolvidos. 
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A OA faz com que a cartilagem de uma articulação fique frágil e perca elasticidade, 

tornando-a mais suscetível a danos. 

Ao longo dos anos, a cartilagem de algumas áreas diminue consideravelmente sua 

capacidade biomecânica para distribuir a carga. Assim como a cartilagem articular se 

deteriora, também tendões e ligamentos, causando dor e até perda total da cartilagem. Nesta 

fase a única opção terapêutica é a  substituição da articulação. As opções de tratamento 

atuais, além de substituírem a articulação total, são limitadas (36). 

De um modo mais integrado, OA é caracterizada por uma degeneração da 

cartilagem articular, com inflamação intra-articular, sinovite, alterações peri-articular e no 

osso subcondral.  

Múltiplos fatores estão envolvidos na patogênese da OA, incluindo influências 

mecânicas, efeitos do envelhecimento sobre a composição e estrutura da matriz da 

cartilagem, bem como fatores genéticos. As fases iniciais da OA envolvem o aumento da 

proliferação de condrócitos, bem como a e síntese de proteínas de matriz, proteinases, 

fatores de crescimento, citocinas e outros mediadores inflamatórios. 

Os condrócitos, as células do tecido conjunto, o osso subcondral e a sinóvia, todos 

contribuem para a patogênese da OA. O condrócito articular adulto, que normalmente 

mantém a cartilagem com um baixo metabolismo, tem limitada capacidade de regenerar a 

arquitetura da matriz. Ele pode tentar recapitular fenótipos dos estágios iniciais do 

desenvolvimento da cartilagem, mas não consegue reproduzir as características típicas que 

ele deve ter em cada zona. Intervenções farmacológicas atuais que tratam a dor crônica são 

insuficientes, e nenhuma terapia disponível apresenta eficiência comprovada. A engenharia 

de tecidos, associada ou não à terapia gênica, é assunto de investigação intensa. Existem 
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vários modelos animais para OA, mas não existe um modelo capaz de reproduzir fielmente 

as características da doença (10).  

 

4.TRATAMENTOS ATUAIS  

O tratamento efetivo para as lesões de cartilagem articular do joelho ainda 

permanece um desafio a ser vencido. As opções de tratamentos, variam desde medidas 

conservadoras como procedimentos cirúrgicos e até mais recentemente, o uso de fatores de 

crescimento e técnicas de terapia gênica. O resultado final de todas estas tentativas é 

geralmente um tecido de reparação fibroso (fibrocartilagem), que não tem as características 

biomecânicas da cartilagem hialina, necessárias para suportar as forças de compressão 

distribuídas no joelho. A fibrocartilagem geralmente se deteriora com o tempo, resultando 

em um retorno dos sintomas originais (37).  

O tratamento das lesões condrais depende do estilo de vida que o paciente tem, 

como a frequência de atividades diárias, idade, etiologia e o grau da doença, bem como a 

qualidade da lesão.  

As várias técnicas disponíveis com intervenção cirúrgica são:  

Lavagem e desbridamento artroscópico. Primeiro observado por Burman em 

1935, lavam as articulações sinoviais (38). 

Perfuração artroscópica 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 coágulo de fibrina. Steadman et al. 

propuseram para esse fim a utilização de um furador artroscópico para criar vários furos de 

3-4 mm para além (41). 
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Implante autólogo de condrócitos (ACI). A utilização do implante autólogo de 

condrócitos humanos (ACI) foi documentada pela primeira vez por Brittberg et al. (1994) 

(42). 

ACI associada à matriz (MACI). Com base em cirurgia de ACI, surgiu uma 

segunda geração que associa implante autólogo de condrócitos 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 autólogas, técnicas com fator de crescimento e 

biomateriais indicam perfil promissor para respostas clínicas (43). 

A falta de tratamentos eficientes para OA indica a necessidade de entender com 

riqueza de detalhes os mecanismos moleculares responsáveis pela destruição articular na 

OA. Como já comentado, o conceito de OA como uma "doença articular degenerativa" está 

dando lugar ao conceito de uma enfermidade auto-inflamatória na qual a inflamação está 

presente em nível molecular dentro da cartilagem articular e de outras estruturas adjacentes, 

caracterizando a doença como uma “insuficiência articular”.  

Há evidências de que a destruição da cartilagem com OA é o resultado da atividade 

de citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatórios (44) que contribuem para a 

perda de cartilagem, estimulando a produção de fatores catabólicos que tanto inibem a 

síntese da matriz, quanto aumentam sua degradação. À medida que a OA progride, os 

condrócitos respondem aos danos e perdas de matriz aumentando sua proliferação 

(resultando na formação de “clusters” de condrócitos ou clones) e também passam a 

produzir mais elementos da matriz como o procolágeno tipo II. Entretanto, quando doente, 

ocorre um desequilíbrio entre a síntese e a degradação da matriz.  

As alterações observadas na OA podem ser correlacionadas à mudança fenotípica 

dos condrócitos que assumem algumas das características das células na zona hipertrófica 



30 

 

da placa de crescimento, como a produção de colágeno do tipo X e metaloproteinases, 

destacando-se a MMP-13(44). 

 

5.CÉLULA TRONCO  

Na última década, diferentes estudos utilizaram célula tronco mesenquimais (CTMs) 

como medida terapêutica (45, 46).   

Células-tronco mesenquimais (CTMs) são multipotentes, com capacidade de 

autorenovação e são uma estratégia promissora para a regeneração da cartilagem e do osso 

(47, 48). 

As células-tronco hematopoiéticas presentes na medula óssea foram descritas 

primeiramente em 1970 por Friedenstein et al. (49), que nomeou-as de fibroblasto 

formadores de colônia (CFU-Fs), devido à sua capacidade de se fixarem ao plástico, e 

desenvolverem-se em colônias. Desde a identificação  e a primeira descrição detalhada do 

potencial das CTMs em diferenciar-se nas três linhagens germinativas feita em 1999 por 

Pittenger et al. (50), a compreensão dessas células ampliou muito.  

As CTMs têm grande apelo para engenharia de tecidos e aplicações terapêuticas 

devido à sua multipotencialidade e relativa facilidade de isolamento a partir de diferentes 

tecidos. As células-tronco mesenquimais foram identificadas em inúmeros tecidos adultos, 

incluindo medula óssea, tecido adiposo, sangue de cordão umbilical (51) e placenta. Elas 

abrem uma nova possibilidade para reparar lesões teciduais, e até retardam o 

envelhecimento (52).  

Não há fenótipo específico para caracterização dessas células. Entretanto, para 

qualificá-la como mesenquimal elas devem apresentar requisitos mínimos, sugerido pela 

Sociedade Internacional de Citoterapia tais como: serem aderentes ao plástico sob 
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condições de cultura padrão; expressarem CD105, CD73 e CD90 e não expressarem  

CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD19 ou CD79a e HLA-DR em sua superfície;  Devem ser 

capazes de se diferenciar em osteoblastos, condrócitos e adipócitos (53). 

 

6. FATORES PARA DIFERENCIAÇÃO  

SOX-9  

Pouco se sabe sobre os fatores que diferenciam as CTMs em condrócitos (54). 

Entretanto é sabido que o SOX-9 é um fator de transcrição que pertencente ao grupo de alta 

mobilidade -(HMG) que é expresso em condrócitos e outros tecidos (55).  

O Sox-9 é um membro da família Sox (Sry-type high mobility group box), foi 

identificado primeiramente em regiões com elevada homologia com a Sry (região de 

determinação sexo Y) (56). Esta região codifica o aminoácido na posição 79 que é 

responsável por uma ligação específica da sequência do DNA (57). Várias proteínas desse 

grupo são conhecidas por atuarem como fatores de transcrição (58) e alguns dos genes Sox 

têm sido encontrado durante o desenvolvimento. O Sox-9 é expresso em células 

mesenquimais durante processo de condensações, e isto acontece durante o 

desenvolvimento do esqueleto de embriões (59). 

  Estas regiões que expressam Sox-9 coincidem com as de deposição de matriz da 

cartilagem, sugerindo a importância do Sox-9 na formação do esqueleto(60). Durante a 

embriogênese, o Sox-9 é expresso em todos os primórdios da cartilagem, coincidentemente 

com a expressão do gene colágeno IIα1 (II) (Col2α1)(56). Sox-9 também é expresso em 

outros tecidos, tais como sistema nervoso central e urogenital (56). Sox-9 se liga à 

sequência do Col2α1 e do gene de colágeno (XI). Assim, o Sox-9 é identificado como um 

regulador da diferenciação de condrócitos, além do Sox5 e Sox6 (61) esquema ilustrado na 
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figura 4. Em ratos quiméricos, sem a expressão de Sox-9-/ - não ocorre a formação de 

cartilagens, bem como não ocorre a expressão de Col2α1 e COL9α2 e COL11α2 e 

agrecanos (62). Portanto, neste estudo investigamos a expressão deste fator transcrição.  

 

 Figura 4. Fases da expressão do Sox-9 

 

Modificado a partir de Akiyama H., et al., Genes & Dev 16:2813-2828, 2002. 

 

7. AGRECANO 

A resistência à compressão do tecido cartilaginoso dá-se principalmente pela 

presença do proteoglicano do tipo agrecano, que se une ao ácido hialurônico através de 

proteínas de ligação. A meia-vida do “core” proteico do agrecano varia entre 3 a 24 anos, e 

os componentes glicosaminoglicanos do agrecano são sintetizados mais prontamente sob 



33 

 

condições adversas, com um aumento mais rápido da matriz nas regiões pericelulares. Os 

agrecanos são ligados covalentemente a glicosaminoglicanos sulfatados (queratan sulfato e 

condroitin sulfato) hidrofílicas que apresentam propriedades eletronegativas que garantem 

resistência às forças de compressão aplicada ao tecido. A resistência à tração gerada pelo 

potencial eletronegativo do agrecano é proveniente de uma rede organizada de fibrilas 

reticuladas contendo principalmente o colágeno tipo II (63). 

 

8. COLÁGENO II 

O colágeno, é a principal proteína da cartilagem, oferece suporte e proporciona 

resistência à tração para os tecidos conjuntivos. Os condrócitos sintetizam e remodelam a 

cartilagem em resposta a diferentes estímulos, entre eles destacam-se forças mecânicas, 

estrutura de matriz, fatores de crescimento e citocinas.  

Condrócitos isolados do tecido e mantidos em cultura desenvolvem uma matriz 

pericelular composta de colágenos, proteoglicanos, ácido hialurónico, fibronectina, e 

muitas moléculas menores (64). Em cartilagem articular de mamíferos, os componentes 

primários de colágeno são os do tipo II, IX e XI que apresentam-se expressos 

proporcionalmente.  

A maior diferença da expressão destes ocorre com a maturação das finas fibras 

presentes na placa de crescimento de cartilagens jovens, sendo que ≥ 10% do colágeno IX, 

≥ 10%  colágeno XI, ≤ 80% de colágeno II, já a cartilagem articular madura segue uma 

proporção de aproximadamente 1%  colágeno IX,  3% do colágeno XI, ≥ 90% de colágeno 

II) (65). Colágenos tipo II, IX, e XI formam uma estrutura fibrilar de um heteropolimero 

(66). Por isso, neste estudo investigamos a expressão de colágeno II. 
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9. PROLINA 

Os colágenos representam uma família de moléculas triméricas da matriz 

extracelular, garantem a integridade estrutural das células além de outras funções. As três 

cadeias α que formam a parte da tripla hélice são compostas de repetição de peptídicos de 

glicina-X-Y, sedo que X e Y podem ser qualquer aminoácido, mas na maioria das vezes são 

aminoácidos de prolina e hidroxiprolina, respectivamente (67). 

A formação da proteína colagênica presente em mamífero requer a incorporação de 

ligações peptídicas, interligadas com 35% de resíduos de glicina, 12% de resíduos de 

prolina e 10,5% de resíduos de hidroxiprolina.  

Algumas das características físicas, mecânicas e  propriedades químicas das fibras 

de colágeno podem ser associadas, pelo menos em parte, com  seu elevado teor de 

hidroxiprolina (68).  

A estrutura do colágeno de mamíferos é complexa, conta com a presença de 

inúmeros aminoácidos. Hidroxiprolina e hidroxilisina são encontrados em colágeno, 

entretanto são pouco encontrado em outras proteínas (69). Por estas razões, neste estudo 

utilizamos prolina nas culturas 

 

10. ÁCIDO ASCÓRBICO 

Ácido L-ascórbico é um cofator essencial para hidroxilação da lisina e prolina, 

enzimas essenciais para a biossíntese de colágeno. Além disso, ácido L-ascórbico estimula 

a síntese de colágeno de um modo que parece relacionar com o efeito do ácido L-ascórbico 

a reações de hidroxilação.  

Hidroxiprolina é necessária para a formação da hélice do colágeno, e na sua 

ausência o colágeno não é capaz de ser secretado corretamente dos fibroblastos. 
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Hidroxilisina é essencial na formação ligação cruzada de colágeno, e na sua ausência, o 

colágeno seria estruturalmente instável (70). Por estas razões, neste estudo utilizamos o 

ácido ascórbico nas culturas.  

 

11. DEXAMETASONA 

Os glicocorticoides são conhecidos por apresentar diferentes efeitos nas atividades 

da célula. Eles são capazes de não só inibir a proliferação e diferenciação de osteoblastos 

(71), como também aumentam a atividade de fosfatase alcalina - e por consequência a 

mineralização (72, 73). Ele também tem a capacidade de induzir a diferenciação de 

condrócitos (74) bem como exerce influencias sobre a matriz cartilaginosa (75, 76). Outro 

estudo realizou um experimento no qual foi possível verificar a influencia da dexametasona 

na diferenciação de células-tronco mesenquimais proveniente de medula óssea (77). Neste 

estudo nós utilizamos a dexametasona para diferenciação celular. 

 

12.TGF-β3 

A família desse fator de crescimento e diferenciação é conhecida como a 

superfamília TGF-β (78), um nome tomado a partir do primeiro membro da família a ser 

isolado (fator transformador de crescimento). Este nome poderia ser substituído, pois 

atualmente é sabido que o TGF-β tem um grande influencia em diferentes sistemas (79). 

Nos mamíferos, o TGF-β tem sido relacionado a moléculas que controlam o 

desenvolvimento sexual, a produção de hormônio na glândula pituitária, bem como a 

criação dos ossos e cartilagens (79). 

Até o momento, quatro genes apresentam semelhança ao TGF-β. Estas moléculas 

foram originalmente chamadas de TGF-β2, β3, β4, e β5, mas são derivados de espécies 
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diferentes. Considerações evolutivas sugerem que o TGF-β4 é provavelmente o homólogo 

TGF-βl (80) em mamíferos. A maior parte das moléculas de TGF-β têm atividades 

qualitativamente semelhantes em diferentes sistemas (78). 

O estudo sobre as via de sinalização do TGF-β tem mostrado que ele está envolvido 

em inúmeros processos, incluindo desenvolvimento, cicatrização de feridas, fibrose, 

angiogênese, carcinogênese e imunidade. O TGF-β se liga a um complexo de 

transmembrana, heteromérico de serina / treonina quinases, que são compostos de 

receptores "tipo I" e "tipo II". Smads são uma família de proteínas importantes na 

sinalização da cascata do TGF-β. As Smad2 e Smad3 se ligam no citoplasma e formam um 

complexo ativado de TGF-β (81). 

A cascata de sinalização do TGF-β é rigorosamente controlada por mecanismos de 

feedback proveniente da  matriz extracelular,  membrana celular, citoplasma e núcleo. 

TGF-β é produzido por condrócitos, tem elevado peso molecular e fica em 

associação com a proteína latente de ligação (PLL). Em condrócitos presentes na placa de 

crescimento, o armazenamento de TGF- β por PLL é dependente da maturação das células. 

A liberação de plasmina transglutaminase, e MMPs são ativas pelo TGF-β (82).  

Na placa de crescimento epifisário, TGF-β1 e TGF-β3 são expressos de 6 a 24 

semanas de idade, em ratos, já o TGF-β2 é expresso em áreas semelhantes na 6 semanas de 

idade, mas diminuiu durante o crescimento. A expressão de TGF-β em condrócitos 

hipertróficos é fraca. O tratamento com TGF-β aumenta a síntese de matriz da cartilagem, 

especialmente o agrecano. Dessa forma, o TGF-β aumenta a síntese de glicosaminoglicano 

em cartilagem imatura, mas não 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 transcrição chave na diferenciação de osteoblastos e maturação 
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condrócitos (84). O tratamento com TGF-β resulta em fosforilação de Runx2 nos resíduos 

de treonina, possivelmente através da via de sinalização do sinal extracelular regulado por 

quinase (ERK). O efeito do TGF-β em Runx2 varia nos diferentes tipos  celulares. Em 

células mesenquimais, o TGF-β induz Runx2 através da proteínas mitogênicas 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 

condrogênese com células-tronco mesenquimais (86). 

CTMs acumuladas proporcionam grande interações célula-matriz e então, iniciam a 

condrogênese in vivo. Micromass é um sistema de cultura in vitro de alta densidade celular, 

que imita o primeiro passo de condensação das CTM que ocorre in vivo, além disso, 

promove mudanças na composição da matriz extracelular, fato este que permite a 

observação detalhada do processo de condrogênese. Assim sendo,  esse modelo se torna 

bom para estudar os primeiros passos de condrogênese. Portanto, a cultura em micromass 

tem sido amplamente utilizado para a indução de condrogênese e também para investigar 

fatores e eventos de sinalização envolvidos na condrogênese (87). 

 

14. CÉLULAS MESENQUIMAIS DO LÍQUIDO AMNIÓTICO  

A primeira evidência de uma população distinta de células mesenquimais no líquido 

amniótico humano (CMLA) foi obtida por duas equipes de pesquisa de forma independente 

(88). Estas células expressaram ácido ribonucleico mensageiro (mRNA) para o fator de 

transcrição de ligação octâmero 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 não o CD34.  

O líquido amniótico (LA) contém células das três camadas germinativas (90), e 

expressam os marcadores dessas três camadas: FGF-5 (um marcador ectodérmico), AFP 

(um marcador endodérmico) e Bra (um marcador mesodérmico) (91), também expressam 

Tra-1-8 e não expressam HLA-DR (92). O LA pode ser coletado durante o segundo 

trimestre de gestação, por amniocentese e é rico em células mesenquimais (90, 93) que 

possuem potencial de proliferação elevado, bem como apresentam capacidade adipogênica, 

osteogênico, miogênica, além  de células endoteliais,  de origem neural, e células hepáticas 

(94). Além disso, não desenvolvem tumor, retém telômeros longos, e mantem um cariótipo 

normal por mais de 250 passagens (94).  

O LA apresenta ainda, a proteína NANOG e SSEA-4 (95), e perfil para 

diferenciação em condrócitos (96).   

Há fortes evidências de que a origem das CTM de líquido amniótico seja 

proveniente do epiblasto (forma o assoalho da cavidade amniótica), portanto são sensíveis a 

sinais para diferenciação (97). 

Estudos comparativos entre humanos e macacos rhesus têm mostrado que o 

processo de formação de âmnio é basicamente equivalente, em ambas as espécies. No 

entanto, a cavidade amniótica começa a se formar de 7-8 dias após a fertilização (dpf) no 

embrião humano. Já na outra espécie estudada, 10 dpf (98).  O ectoderma embrionário 

(epiblasto) dá origem a todos os tecidos fetais. Em humanos, a ectoderme amniótica é a 

primeira estrutura que é facilmente distinguida do epiblasto logo após a implantação, bem 

antes do início da gastrulação (15-17 dpf)(99). 
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Essas células são consideradas originárias do feto em desenvolvimento e estão em 

um estágio intermediário entre as células-tronco embrionárias e as células-tronco adultas 

(94).  

Dessa forma, considerando o LA como uma possível fonte de pluripotencia, com 

características semelhantes à embrionária, decidiu-se estudar no corrente trabalho o 

potencial de diferencial condrogênico dessas células. 
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HIPÓTESE  

No líquido amniótico encontram-se células progenitoras mesenquimais, com 

potencial de originar condrócitos quando submetidas à cultura em presença de fatores de 

crescimentos envolvidos com a condrogênese. Por serem células mais primitivas possuem 

maior capacidade de diferenciação e proliferação. Uma vez que estas células se 

diferenciam, poderemos avançar em direção a estudos de enxerto das mesmas em lesões 

articulares e doenças degenerativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

JUSTIFICATIVA  



43 

 

JUSTIFICATIVA 

Com o sucesso desta pesquisa uma nova alternativa de tratamento para lesões 

articulares será possível, uma vez que lesões condrais, assim como doenças tal qual a OA 

são causadoras de grande morbidade. A possibilidade de terapia celular passa a ser uma 

alternativa promissora em doenças que comprometam a cartilagem articular. Além disso, o 

aumento do número de bancos de líquido amniótico, tanto públicos como privados, 

possibilitarão um acesso mais fácil a estas células. 
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OBJETIVO 

 

Proporcionar a condrogênese a partir de células-tronco mesenquimais de líquido 

amniótico humano cultivadas em meio de cultura contendo TGF-β3 em sistema de cultura 

de micromass. 
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MATERIAL E MÉTODOS  

1. COLETA DO LÍQUIDO AMNIÓTICO HUMANO 

Após a assinatura dos termos de consentimento livre e esclarecidos de 53 mulheres, 

gestantes e de segundo trimestre, essas foram submetidas à amniocentese e então coletados 

40 ml de líquido amniótico (LA). 

A indicação da amniocentese foi feita pela obstetrícia sob a suspeita de anomalia 

cromossômica, conforme protocolo específico do serviço de Medicina Fetal do hospital das 

clinicas da UNICAMP (anomalias estruturais fetais detectadas na ultra-sonografia e risco 

aumentado de cromossomopatias pela avaliação de risco fetal). Após orientação e 

consentimento informado, foi realizado amniocentese sob visão ecográfica.  

O procedimento seguiu as seguintes etapas: antissepsia com PVPI alcoólico, 

isolamento por campo fenestrado, aplicação em pele e subcutânea de lidocaína 2% sem 

vasoconstritor, punção abdominal até cavidade amniótica com agulha raquídea 20G, para a 

retirada de 40 ml de líquido amniótico em duas seringas de 20 ml.  

As amostras do LA logo após a coleta foram enviadas ao laboratório de biologia 

molecular da cartilagem - Faculdade de Ciências Médicas – UNICAMP (LABIMOCA), 

onde foram  semeadas em garrafas de culturas contendo meio para expansão celular (α-

mem, GIBCO, Grand Island, NY,EUA) por cerca de 7 dias em incubadora à 37ºC com 5% 

de CO2 , para que as células pudessem aderir ao frasco. As células não aderentes foram 

descartadas.  

Dos 53 líquidos amnióticos coletados, somente 12 exibiram cariótipo normal 

(realizado na medicina fetal) e, portanto continuaram a serem cultivados e expandidos, os 

que exibiram cariótipo alterado foram descartados.  
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Quando as células em cultivo atingiram cerca de 70% de confluência, 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 três 

passagens para que atingissem um número populacional idealizado. 

 

2. CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS MESENQUIMAIS 

Dos 12 LA com cariótipo normal, as células presentes no fluido foram analisadas 

por citometria de fluxo, para a investigação da expressão dos anticorpos CD90 conjugado 

com a fluorescência PECY5, CD15 conjugado com a fluorescência PE, CD45 conjugado 

com a fluorescência PERCP e CD34 conjugado com a fluorescência PE. 

Citometria de fluxo é um sistema de fluxo hidrodinâmico que intercepta as 

partículas suspensas no fluido com um laser gerado por um sistema de iluminação. A 

interceptação do laser na partícula promove um desvio da luz e a emissão de uma 

fluorescência, estas informações são coletadas pelo sistema óptico e eletrônico, que traduz 

os sinais luminosos em informações armazenadas no sistema de controle e arquivo de 

dados.   

Após a aquisição dos dados, foi possível realizar análises gráficas dos resultados, 

utilizando o programa FACS – CellQuest. A intensidade de fluorescência das células 

positivas foi determinada em relação à intensidade de fluorescência do anticorpo controle 

não relacionado. 

 

3. DIFERENCIAÇÃO. 

Dos 12 LA com cariótipo normais, somente 4 LA chegaram até a fase de expansão 

das células com três passagens, a quantidade de passagens foi necessária para obtermos o 
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número desejado de células. Após as três passagens às células foram divididas em gotas de 

15µl contendo 5x105células, pipetadas delicadamente em uma placa de cultura de 96 poços 

com fundo em V botton (figura 1), e levadas à estufa mantida 37◦C e 5% de CO2 por duas 

horas para serem submetidas à cultura em micromass. Durante este tempo as células se 

aderiram entre si e à placa e então após duas horas o meio pode ser adicionado sem que as 

células se espalhassem. 

O meio para diferenciação continha DMEM com alta glicose (Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium) (life sciences), 10 ng/ml TGFβ-3 (R&D Systems), 100 nM dexametasona, 

1x ITS+1 premix, 40µg/ml de prolina, e 25 µg/ml ascorbato-2-fosfato (Sigma-Aldrich, 

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

 

4. CONFIRMAÇÃO DA DIFERENCIAÇÃO DOS CONDRÓCITOS 

4.1. qRT-PCR:  reação de cadeia da polimerase em tempo real, após transcrição 

reversa.  

Nos 4 LA foi realizado o micromass e após 21 dias nesse sistema de cultura, foi 

realizada a  confirmação da diferenciação das células em condrócitos pela técnica de qRT-

PCR.  

O RNA foi extraído das células diferenciadas de 21 dias de micromass com TGF-

β3, com Trizol ®(Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante (Life 

Technologies InvitrogenTM, Carlsbad, CA92008, EUA) tratado com DNAse I (Invitrogen) 

(Life Technologies InvitrogenTM, Carlsbad, CA92008, EUA) para digerir qualquer DNA 

genômico contaminante  e seguida da reação de transcriptase reversa utilizando 

SuperScriptII (Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante para obtenção do ácido 

desorribonucleico complementar (cDNA). 
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A PCR quantitativa (PCR em tempo real) foi realizada utilizando SYBR green, em 

uma máquina de detecção de sequência, 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 expressão das 

sequências gênicas de colágeno tipo II, Agrecano, SOX-9 e o GAPDH foi escolhido como 

controle endógeno da reação, o qual serve para normalizar a expressão dos genes de 

interesse nas diferentes amostras.  

Esses primers foram construídos a partir de bibliotecas genômicas, utilizando o 

programa Primer ABI expresso (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os primers 

estão listados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - As sequências de primers utilizados para qRT-PCR. Sequências 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 poço da placa da qRT-PCR continha um volume total de 12 µl sendo que 6µl 

eram da fluorescência do tipo SYBR Green PCR Master Mix, 3µl eram ou da amostra de 
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LA cultivados com TGF- β3 durante 21 dias em micromass (A1) contendo 10 ng de cDNA, 

ou da amostra de LA em monocamada (TO) contendo 10 ng de cDNA, ou da cartilagem  

humana adulta (CONDRO) contendo 10 ng de cDNA  e 3µl de cada um dos primers para a 

frente e reverso concentrados a 150 pM, totalizando assim os 12µl.  

A reação da qRT-PCR foi realizada a 95° C por 10 min (ativação), 45 ciclos de 95 ° 

C por 15 segundos, 60 ° C por 20 segundos, 72 °C por 20 seg. (amplificação), e 72 ° C por 

1 min (extensão final).  

As curvas de dissociação foram obtidas depois da PCR para confirmar a 

especificidade dos produtos amplificados.  

A PCR em tempo real, nos propiciou uma quantificação relativa da expressão dos 

genes através da comparação da amplificação do RNAm entre os três grupos: 1- TO - 

células do LA sem o tratamento cultivadas em monocamada,  2- A1- células do LA 

submetidas ao sistema de micromass com TGF-β3 cultivadas por 21 dias e 3- CONDRO - 

a cartilagem humana adulta como controle positivo da expressão dos genes investigados, 

este controle foi importante para termos certeza que os fenótipos gerados se aproximavam 

da real expressão. 

 

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 proteínas secretadas pelas 

células. As proteínas foram precipitadas com 2 mg/ml de pepsina (Sigma-AldrichH) e 30 v 

/ v de ácido acético, PA glacial. As amostras foram mantidas a 30°C por 30 min e 

armazenadas durante a noite a 4°C sob agitação. Em seguida, centrifugadas por 90 min a 

6400 RPM, formando um pellet. 
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Os pellets foram  lavados duas vezes com tampão PBS. A proteína foi quantificada 

utilizando espectrofotômetro (Applied Biosystems). Em seguida, 30 mg de proteína foram 

colocadas em gel 10% de SDS-PAGE (dodecilsulfato de sódio de poliacrilamida) para 

eletroforese e posteriormente a proteína 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 primário 

para colágeno tipo II policlonal (ChemiconH) cuja diluição foi de 1:2000, capaz de 

reconhecer o telopeptídeos C-terminal do colágeno tipo II humano, que tem um peso 

molecular de 70 kD. O anticorpo foi lavado três vezes com PBS e, em seguida, incubado 

com um anticorpo secundário 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. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

A análise estatística foi construída através do ONE-WAY ANALYSIS OF 

VARIANCE (ANOVA) utilizando o programa PRISMA. O intervalo de confiança foi de 

95%, considerando as múltiplas comparações 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, EXPANSÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS: 

Foram coletados e processados 53 líquidos amnióticos dos quais apenas 12 

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

submetidos à análise. O líquido amniótico foi coletado de gestantes no 2◦ trimestre de 

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

cultura com até 24 h após a coleta. Nenhuma relação foi encontrada entre a idade 

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

uma morfologia fibroblastóide. (figura 5) 

 

Figura 5. Células de líquido amniótico com 7 dias de cultura  

 

2. CITOMETRIA DE FLUXO.  

Na caracterização imunofenotípica das células mesenquimais de líquido amniótico após 

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 líquido amniótico humano com 7 dias de cultura  
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3- DIFERENCIAÇÃO. 

 

Após 21 dias cultura com as células de LA em placas de 96 poços com fundo em 

Vbotton (figura 7a, b), foi observada a formação de uma estrutura semelhante à cartilagem 

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

    

 

                           

   

                                               

Figura 7A -  placa com 96 poços, B- vista inferior da placa mostrando o Vbotton, figura C 
estrutura semelhante a cartilagem após 21 dias de cultura em sistema micromass.  

 

 

 

 

A 

C 

B 
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4- RT-PCR EM TEMPO REAL  

4. 1. Curva de eficiência dos primers 

Após a reação de transcriptase reversa, determinamos a concentração ideal de 

primers, e para isto, eles foram diluídos em 100nM, 200 nM, 400nM e 800nM. 

Usamos cDNA de condrócitos obtidos de pacientes submetidos à prótese total de 

joelho para amplificação dos genes investigados como controle positivo para os mesmos. 

Obtivemos a amplificação de todos os primers com melhor eficiência a 400 nM. Por 

fim, encontramos a eficiência dos mesmos com 100,1% para Sox-9, 110,2% para colágeno 

tipo II, 113, 6% para Agrecano, e utilizamos como normalizador com 105,6% o GAPDH 

(figura 8,9,10,11 respectivamente). 

A validação do sistema de genes de interesse/controle endógeno (GAPDH), para 

verificar se as eficiências de amplificação de ambos os genes foram realizadas e 

apresentam-se semelhantes e próximas a 100%.  

A validação consistiu na amplificação, tanto com os primers do gene de interesse, 

quanto do controle endógeno dos cDNAs em duplicatas de uma amostra escolhida 

aleatoriamente. Essa etapa foi essencial para que o controle endógeno pudesse ser utilizado 

para normalizar os valores de expressão relativa dos genes de interesse. 

Após o cálculo das eficiências de amplificação do gene de interesse e do controle 

endógeno, foi construído um gráfico de dispersão, o qual teve por finalidade definir qual foi 

a amplitude de concentrações para as quais o sistema foi eficiente.  

Para a construção do gráfico, foram utilizados os mesmos valores de logaritmo da 

concentração das amostras no eixo X e a diferença entre as médias dos Cts do controle 

endógeno e as médias dos Cts do gene de interesse para cada concentração no eixo Y. 
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 Em seguida, obteve-se uma linha de tendência para estes valores, a qual possui uma 

equação de reta na qual foi possível verificar o valor da inclinação da mesma.  

Com a validação realizada passou-se para a fase de realização dos ensaios de 

quantificação relativa, utilizando a melhor concentração de cDNA para os primers, 
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Figura 8. Curva da eficiência do SOX-9 

 

Figura 9. Curva de eficiência do colágeno II 
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Figura 10. Curva de eficiência do agrecano. 

 

Figura 11. Eficiência do GAPDH 
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Gráfico 2. Comparação da expressão do colágeno II em monolayer (TO), micromass (A1) 

e condrócitos adulto (condro). A expressão do colágeno II foi maior em micromass do que 

em monolayer. 

 

Gráfico 3. Comparação da expressão do agrecano em monolayer (TO), micromass (A1) e 

condrócitos adulto (condro). A expressão do agrecano foi maior em micromass do que em 

monolayer. 
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DISCUSSÃO 

A preocupação em encontrar novas maneiras de reparar a cartilagem articular, 

incentivou a busca de uma fonte de células-tronco pouco explorada, prontamente 

disponível, de fácil acesso, e que apresentasse capacidade de se diferenciar em condrócitos.  

 

A fonte de CTM proveniente do líquido amniótico humano (LA) preencheu todos os 

requisitos propostos e ainda, superou  nossas expectativas. O LA vem mostrando-se  capaz  

de auto-renovação elevada, bem como perfil para pluripotência (94).  

 

Células do líquido amniótico são tradicionalmente utilizadas para o diagnóstico pré-

natal de uma vasta gama de anomalias cromossômicas (100). Recentemente, as células do 

líquido amniótico foram descritas como uma fonte de células-tronco mesenquimal que 

apresenta uma população de células heterogêneas, uma vez que nele encontram-se células 

do tecido extra-embrionário, tais como células de âmnio, placenta, pele fetal, bem como as 

provenientes de vias respiratórias, gastrointestinal e urinário.(8) Além disso, num outro 

estudo, foram encontradas células provenientes da ectoderme, mesoderme e endoderme. 

Sabe-se que o âmnio placentário pode ser derivado do epiblasto após oito dias da 

fertilização, o que justifica sua capacidade de manter as propriedades de células iniciais 

pluripotentes de maneira semelhante às 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 

terapêutica de transplante em 2003 (9), o que reforça o quão nova é essa fonte e o quão 

necessário e relevante se torna o aprofundamento no seu estudo. Destaca-se ainda que o LA 

oferece inúmeras vantagens quando comparado a outras fontes de células perinatais para 
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uso clínico em terapias fetais e neonatais. A amniocentese tem se tornado um procedimento 

comum de diagnóstico que pode ser realizado com segurança sob a orientação do ultra-som. 

A técnica está associada a uma taxa de apenas 0,5% de aborto espontâneo e este dado a 

torna mais segura do que outros procedimentos invasivos pré-natais (10). Além disso, não 

há qualquer risco de se obter um adicional de 5 - a 10 ml de líquido amniótico durante sua 

realização, e essa quantidade é suficiente para a maioria das aplicações 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 única (monolayer) (91), equinos (101), e humanos no qual as células 

foram avaliadas quanto ao potencial condrogênico sob a condição de pellet e hidrogel de 

alginato durante 14 e 21dias (96) e não no sistema de micromass com utilizado no presente 

estudo. 

 

As células provenientes do LA são capazes de gerar elementos das três camadas 

germinativas, e esta característica permitiu classificá-las como um estágio intermediário 

entre embrionária e adulta ou ainda como pluripotentes (94, 102). Além disso, cerca de 

90% das células do LA expressam o fator de transcrição Oct-4, conhecido por ser expresso 

em células embrionárias. Essa versatilidade a torna muito interessante para aplicações 

clínicas (94). Quando comparadas às células-tronco embrionárias, as células-tronco do 

líquido amniótico podem ser obtidas sem a destruição de embriões humanos, aliviando 

assim grande parte da controvérsia ética que ainda existe na comunidade científica (103). 

Por todas essas razões, esta promissora fonte de CTM foi a escolhida nesse estudo para 

promover condrogênese. 
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Para dar início ao processo de diferenciação, primeiramente foi verificado se a 

célula escolhida era capaz de aderir ao plástico, uma vez que essa é uma das características 

de célula mesenquimais, e uma das maneiras mais simples e fácil de ser detectada (104). 

Após a confirmação prosseguimos para próxima fase.  

Como próxima etapa, foi expandido o número das mesmas utilizando-se 20% de 

soro bovino fetal (SBF), pois há relatos de que quando utilizado apenas 10%  a célula 

apresentou características de fibrocartilagem, com expressão de colágeno I e X, além de um 

processo lento de expansão (105). Por outro lado, há outros trabalhos que utilizaram uma 

concentração maior de SBF e que obtiveram outro perfil, semelhantemente aos nossos 

achados. (100, 106). 

 

Como reforço para verificação do perfil mesenquimal, utilizamos também a técnica 

de citometria de fluxo para avaliarmos os marcadores de superfície 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 é o mesmo encontrado em célula 

mesenquimais (108). 

 

Morfologicamente, estas células adquiriram o formato fibroblastóide, também 

característico de células-tronco mesenquimais, reforçando ainda mais a existência destas 

células nesse tecido, em concordância 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 rápida resposta a estímulos, da mesma forma que outros 

relataram (90, 106).  

 

Decidimos promover a condrogênese lançando mão 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”, razão pela qual creditamos ter garantido que a 

expressão do colágeno II, agrecano, e Sox-9 fossem fiéis ao processo que ocorre in vivo. Já 

a escolha de placas com 24 poços, como utilizada por outro, não permitiu a mesma 

interação célula-célula, visto que os poços são maiores e observaram a presença de 

colágeno tipo I, indicador de fibrocartilagem, diferentemente do  observado no corrente 

estudo (110).   

 

Foi possível ainda nesse estudo confirmar que as células do LA são capazes de se 

diferenciar em condrócitos, o que reforça a possibilidade de utilizá-las para a regeneração 

da cartilagem. Verificou-se que o nosso modelo, utilizando o TGF-β3, foi eficiente na 

indução da condrogênese, dado semelhante aos encontrados para outros tipos de fontes 

estudadas com este estímulo (111, 112).  Associamos o TGF-ß3 a dexametasona, mesmo 

esta não sendo um fator de diferenciação específico, no entanto, várias publicações 

demonstraram que a dexametasona facilitada a diferenciação condrogênica de células 

mesenquimais (113) e células progenitoras mesodérmicas (114). 

A nossa célula foi capaz de reproduzir fielmente o processo de condrogênese que 

ocorre in vivo, pois a expressão do Sox-9, confirmada pelo qRT-PCR, foi precedida da 

expressão do colágeno II, e é sabido que este fator de transcrição é fundamental para a 
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indução da proteína colagênica (115), pois é ativo predominantemente em células 

mesenquimais em condensações durante o desenvolvimento inicial do esqueletos de 

embriões (59), dessa forma, o Sox-9 torna-se um indicador de que estamos reproduzindo 

com segurança o processo condrogênico, diferentemente de outro estudo realizado pelo 

nosso grupo, onde foi utilizado como fonte as CTMs  provenientes de sangue de cordão 

umbilical, onde verificou-se uma baixa expressão desse fator (116). A detecção deste fator 

exige uma ótima técnica capaz de promover condrogênese, associada a uma também ótima 

fonte de célula tronco, e nós conseguimos esta combinação. Entretanto, outro trabalho que 

avaliou o perfil condrogênico do LA e não verificou a expressão do Sox-9, fato que pode 

ter ocorrido em razão da técnica escolhida para a diferenciação por aqueles autores ter sido 

a técnica de diferenciação em pellet (96) enquanto no presente estudo utilizou-se a técnica 

de  micromass, descrita como mais eficiente na indução de condrogênese (105).  

Outro indicador que nossa maneira de diferenciação foi satisfatória, foi o fato da 

expressão do Sox-9 ter sido significantemente maior nas células em micromass do que em 

cartilagens adultas, situação que já  se esperava, pois em células totalmente diferenciadas a 

expressão desse fator é menor (60). 

 

Nesse estudo foi optado ainda para confirmar a diferenciação das CTMLA em 

condrócitos por meio da expressão dos genes do  colágeno II e do agrecano, além do Sox-9 

já comentado. Avaliou-se o nível proteico do colágeno II secretado pelas células recém-

diferenciadas numa coleção de meio de cultura proveniente das trocas ao longo dos 21 dias. 

A expressão do gene do agrecano, proteoglicano mais frequente na cartilagem 

humana, embora não seja exclusiva desse tecido, visto também ser encontrada em tendão 

(117) e placa de crescimento (21), foi  positiva em nossas amostras, o mesmo ocorrendo 
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com o gene do colágeno II e com a sua tradução na proteína correspondente,  o que 

reforçou ainda mais a eficiente condrogênese 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-clínica, abrindo uma nova via de realização de 

implante de condrócitos para a cartilagem lesionada, utilizando-se como fonte primária de 

células-tronco mesenquimais aquelas presentes no LA humano, sob a condição de cultivo 

em sistema de micromass associada a um scaffold. Nossos resultados sugerem ainda, uma 

nova possibilidade para investir-se em bancos de líquido amniótico humano procedentes de 

doações de gestantes. 
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CONCLUSÃO  

É possível concluir-se então, diante desses resultados, que a inédita combinação de 

micromass com células-tronco provenientes no líquido amniótico humano, na presença de 

TGF-ß3 durante 21 dias foi eficiente na indução de diferenciação condrogênica quanto à 

expressão dos genes SOX-9, colágeno tipo II e agrecano, além da produção da proteína 

colágeno do tipo II. 
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