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RESUMO

Giglio PN. Comparacdo de culturas de células da cartilagem articular
humana obtidas por digestdo enzimatica ou por migracdo de explante [tese].
Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2023.

Introducdo: a terapia celular ja é utilizada como opgéo de primeira linha
para tratamento de lesdes condrais focais, através do uso de células da
cartilagem obtidas por bidpsias artroscopicas, expandidas em cultura e
implantadas, na técnica conhecida como transplante autdlogo de
condrécitos. O método mais utilizado para obtencédo de células da cartilagem
€ a digestdo enzimatica do tecido com colagenase. Recentemente, foi
descrito o método de isolamento de células da cartilagem por migracéo
celular de explante condral, descrito como uma forma de selecionar células
com maior potencial para uso em terapias regenerativas de cartilagem.
Porém, nenhum trabalho prévio descreveu a obtencéo destas células a partir
de bidpsias de cartilagem artroscopicas em pacientes sem osteoartrite, que
sdo a populacdo de interesse para tratamentos regenerativos de lesdes
focais. Além disso, existem poucos estudos comparativos da obtencdo de
células por migracdo e por digestdo enzimatica. Objetivo: o objetivo deste
estudo foi estabelecer linhagens de células derivadas da cartilagem isoladas
por migracdo de explante ou digestdo enziméatica, a partir de bidpsias
artroscopicas condrais de voluntarios sem osteoartrite, e realizar a
caracterizacao celular comparativa das células obtidas quanto a marcadores
de superficie, indiferenciacdo, plasticidade e caracteristicas fenotipicas
condrogénicas. Métodos: biopsias de cartilagem fora da area de carga
foram colhidas de oito voluntarios sem osteoartrite submetidos a cirurgia do
joelho. A partir dos fragmentos de cartilagem, foram isoladas células através
de digestdo enzimatica ou por migracdo de explante condral, estabelecendo-
se linhagens celulares distintas. Foi realizada caracterizacdo e comparacao
das linhagens quanto a expresséao de marcadores de indiferenciacéo (SOX2,
Nanog), imunofenotipagem, fatores de transcricdo e genes relacionados a
diferenciacdo em linhagens mesenquimais (RUNX2, SOX9, ALP,
osteocalcina, osteopontina, sidecan, perlecan, PPARy e CEBPa), proteinas
de matriz (colageno II, colageno 1, relacdo colageno ll/coldgeno 1),
diferenciacdo em linhagens mesenquimais osteogénica, adipogénica e
condrogénica. Resultados: foram estabelecidas linhagens celulares a partir
de oito amostras de cartilagem (cinco homens e trés mulheres, com idade



entre 19 e 54 anos), sendo quatro com extracdo por migracao de explante e
quatro por digestdo enzimatica por colagenase. Os dois tipos de linhagem
nao apresentaram diferencas nos marcadores de indiferenciacdo e
plasticidade de diferenciagdo em linhagens mesenquimais. Células
separadas por digestdo enzimatica apresentaram maior producdo de
coldgeno Il, maior relacdo colageno ll/coldgeno |, fatores positivamente
relacionados a producdo de matriz condral, porém maior expressdo de
colageno |, relacionado a fibrose, e RUNX2, fator chave de diferenciacéo
osteogénica. Ja as células separadas por migracdo de explante tiveram
maior expressao de PPARy. SOX9, o fator chave de diferenciacao
condrogénica, ndo apresentou diferenca entre os grupos. Conclusédo: é
possivel obter células por migracdo de explante condral de biopsia
artroscopica de individuos sem osteoartrite. Estas células apresentam perfil
de indiferenciacéo e plasticidade semelhante as células obtidas por digestéo
enzimatica. Estas Ultimas apresentaram maior expressao de proteinas da
matriz condral, mas também marcadores de producdo de fibrose e o0sso.
Estudos subsequentes in vivo devem comparar o potencial de regeneracao
destas duas linhagens de células.

Descritores: Cartilagem; Cartilagem articular; Técnicas de cultura de células;
Condrdcitos; Terapia baseada em transplante de células e tecidos; Doencas
das cartilagens.



ABSTRACT

Giglio PN. Comparison of human articular cartilage cell cultures obtained by
enzymatic digestion or by chondral explant migration [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Introduction: cell therapy is one of the first-line options for the treatment of
large focal cartilage defects, with the technique known as autologous
chondrocyte transplantation, in which cartilage cells obtained from
arthroscopic biopsies are expanded in culture and implanted. The most
commonly used method for isolating cartilage cells is enzymatic digestion of
the tissue by collagenase. Recently, the method of isolating cells by
migration from cartilage explants was described, and these cells could have
a greater potential for use in cartilage regenerative therapies. However, no
previous study described obtaining migratory cells from arthroscopic cartilage
biopsies of patients without osteoarthritis, who are the population of greater
interest for regenerative treatments of focal cartilage defects. Moreover, there
are few comparative studies of cell procurement by migration and enzymatic
digestion. Objective: the aim of this study was to establish cell lines derived
from cartilage isolated by explant migration or enzymatic digestion, from
chondral arthroscopic biopsies of volunteers without osteoarthritis, and to
perform comparative cellular characterization of the cells in terms of surface
markers, undifferentiation, plasticity, and chondrogenic phenotypic
characteristics. Methods: cartilage biopsies outside the weight-bearing area
were collected from eight volunteers without osteoarthritis undergoing knee
surgery. From the cartilage fragments, cells were isolated by enzymatic
digestion or explant migration, establishing distinct cell lines. Characterization
and comparison of the lines was performed in terms of the expression of
undifferentiation markers (SOX2, Nanog), immunophenotyping, transcription
factors, and genes related to differentiation in mesenchymal lineages
(RUNX2, SOX9, ALP, osteocalcin, osteopontin, syndecan, perlecan, PPARYy,
and CEBPa), matrix proteins (collagen I, collagen 1, collagen ll/collagen |
ratio), differentiation in osteogenic, adipogenic, and chondrogenic
mesenchymal lineages. Results: cell lines were established from eight
cartilage samples (five men and three women, aged between 19 and 54
years), four with extraction by explant migration and four by collagenase
enzymatic digestion. The two types of line did not show differences in
undifferentiation markers and plasticity of differentiation in mesenchymal



lineages. Cells separated by enzymatic digestion presented higher
production of collagen II, higher collagen ll/collagen | ratio, factors positively
related to chondral matrix production, but also higher expression of collagen
I, related to fibrosis, and RUNX2, a key factor of osteogenic differentiation.
On the other hand, cells separated by explant migration had higher
expression of PPARy. SOX9, the key factor of chondrogenic differentiation,
showed no difference between the groups. Conclusion: it is possible to
obtain cells by chondral explant migration from arthroscopic biopsy of
individuals without osteoarthritis. These cells present a profile of
undifferentiation and plasticity similar to the cells obtained by enzymatic
digestion. The latter showed higher expression of chondral matrix proteins,
but also markers of fibrosis and bone production. Subsequent in vivo studies
should compare the regeneration potential of these two cell lines.

Descriptors: Cartilage; Cartilage articular; Cell culture techniques;
Condrocytes; Cell- and tissue-based therapy; Cartilage diseases.
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Lesbes focais da cartilagem representam um desafio significativo para
a ortopedia e cirurgia do joelho, pois sdo muito comuns, limitantes
clinicamente, possuem baixo potencial de reparo natural e tendem a
progredir para osteoartrite. Embora a incidéncia de lesdes na cartilagem na
populacdo em geral seja desconhecida, diversos estudos mostram que entre
34% e 63% dos joelhos submetidos a artroscopia por dor apresentam algum
tipo de lesdo condral**. Nos estudos que diferenciam lesées condrais focais
das relacionadas a osteoartrite avancada, as lesfes focais estdo presentes
em 19% a 42% dos joelhos'3*. Quanto as lesGes com indicacdo potencial
para tratamento cirargico, ou seja, focais, Unicas, bem delimitadas,
profundas e em pacientes com menos de 50 anos, Hjelle et al.! relatam uma
prevaléncia de 9,2%.

Os sintomas das lesdes de cartilagem incluem dor, inchaco, rigidez e
travamento®, podendo ser limitantes. Heir et al.® demonstram que pacientes
jovens com lesfes condrais focais apresentam prejuizo na qualidade de vida
tdo intenso quanto pacientes mais velhos com osteoartrite em estagio
avancado (que necessitam de artroplastia).

A resposta reparativa in vivo as lesdes condrais é insatisfatoria’.
Diversos fatores contribuem para isso: a cartilagem é um tecido avascular, o

gue impede mecanismos de reparo baseados no recrutamento de células
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pela via vascular®®, Ademais, a baixa densidade celular do tecido limita a
resposta a lesdo por migracdo e proliferacdo de células locais'®!!, e os
condrocitos locais apresentam limitagcdes intrinsecas no reparo de danos
teciduais!?. Por fim, para um reparo ideal, seria necessario reproduzir a
complexa arquitetura formada por matriz extracelular e células, essencial
para sua fungdo ao longo prazo sem degeneracdo®34,

Como consequéncia destas limitagdes, a resposta natural ao dano
condral varia da auséncia de resposta de reparo eficaz (para lesGes parciais)
a formacdo de fibrocartilagem (para lesbes que atingem o0 0SSO
subcondral)!®>'6, Apesar da fibrocartilagem ser capaz de preencher
defeitos!’*8, suas propriedades morfolégicas e mecanicas sdo inferiores,
com maior risco de degeneracdo secundarial4, jA que o tecido saudavel nas
bordas do defeito e na cartilagem adjacente fica submetido a estresse
mecanico aumentado, o que facilita a progressdo da degeneracdo condral
no compartimento e evolucédo para osteoartrite'®-21, Clinicamente, a histéria
natural das lesdes focais de cartilagem ocorre com progresséao de alteracées
degenerativas, aumento das lesées e novas lesdes condrais??>-24,

O tratamento ideal para lesBes condrais focais deve ser capaz de
preencher o defeito com cartilagem hialina organizada, ter minima
morbidade, proporcionar longa sobrevida sem dor e evitar a progressao para
osteoartrite'325,

O primeiro uso da terapia celular para tratamento de lesbes da
cartilagem foi em 1987, e descrito em 1994, por Brittberg et al.?®, com o

transplante autdlogo de condrécitos (TAC). Nele, células autdlogas da
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cartilagem articular do paciente, obtidas por biopsia por artroscopia, séo
extraidas por digestdo enzimatica da matriz por colagenase e expandidas
em cultura. Em um segundo procedimento cirdrgico, elas sédo implantadas no
defeito condral, com objetivo de promover a formacdo de reparo com
cartilagem hialina?’. Esta técnica ja foi utilizada com sucesso no Brasil, com
experiéncias do grupo do Instituto de Ortopedia e Traumatologia (IOT) do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo (HCFMUSP) publicadas em 201028 (de forma eletr6nica) e 20202°.

Ao contrario de técnicas prévias de estimulo medular local®®3!, que
resultam exclusivamente na formacao de fibrocartilagem, o TAC permite a
formacdo de cartilagem hialina®?-34. Ou seja, este tipo de terapia celular
permite a regeneracao de lesdo condral, superando as limitacdes do reparo
natural do tecido. Atualmente, o TAC é considerado no mundo um dos
tratamentos de primeira linha para lesdes condrais focais?’2>36, com bons
resultados em longo tempo de seguimento®’38, Porém, a regeneracdo da
cartilagem hialina com o tratamento ndo é perfeita: a histologia é
heterogénea, com areas de cartilagem hialina misturadas com
fibrocartilagem®3, com propriedades biomecanicas inferiores a da cartilagem
normal®® com falha no longo prazo de 18%%°.

Apesar da ampla experiéncia mundial com o transplante autélogo de
condrécitos, h& pontos controversos quanto a biologia das células utilizadas
nesta técnica. O proprio uso do termo “condrécitos” esta mais relacionado a
uma suposicao histérica da cartilagem adulta ser composta por um unico tipo

de célula em diferenciacdo terminal, do que as propriedades biologicas
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observadas em cultura. Estas células derivadas da cartilagem, extraidas por
digestdo enziméatica, mesmo sem um processo de selecdo especifico,
possuem capacidade para diferenciacdo in vitro em multiplos tecidos,
incluindo cartilagem, tecido fibroso, musculo esquelético, osso e gordura*'~
43, Ou seja, provavelmente ndo é acurado considerar que as células
derivadas da cartilagem utilizadas clinicamente em TAC sejam uma
populacdo homogénea de condrdcitos adultos unipotentes.

Algumas hipo6teses sdo possiveis para explicar a multipoténcia em
células da cartilagem adulta: é possivel que o condrdcito diferenciado seja
capaz de reprogramacdo ou desdiferenciacdo para um fendtipo menos
maduro, que a cartilagem seja composta por células de perfil heterogéneo
em diversos estagios de diferenciacéo, ou que subpopulacdes de células na
cartilagem sejam isoladas ou expandidas seletivamente em cultura®!.

Desde a descricdo de células-tronco mesenquimais (CTM) por
Caplan®4, tornou-se um paradigma para terapias regenerativas a
identificacdo de populacbes de células imaturas, com plasticidade,
capacidade de diferenciacao e papel na regulacéo de processos reparativos.
Células progenitoras ja foram identificadas em tecidos adultos diversos#,
inclusive na cartilagem. Em 2004, descreveu-se uma técnica de isolamento
de células da cartilagem por meio do uso de ensaio de adesdo a
fibronectina, que os autores batizaram de progenitores condrais*®. Estas
células tém alta eficiéncia para formacdo de colbnias e capacidade de
enxertia em tecidos embrionarios animais, manutencdo de atividade de

telomerase, expressdo de genes relacionados a expressdo de matriz de
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cartlagem e potencial condrogénico em culturas prolongadas®’. A
identificacdo destas supostas linhagens de células progenitoras da linhagem
cartilaginosa, também denominadas células condroprogenitores, reforcou a
hipétese de subpopulacbes celulares heterogéneas na cartilagem.
Posteriormente, outros métodos foram descritos para isolamento de células
supostamente progenitoras da cartilagem, incluindo a selecdo por
capacidade de migracdo celular de explante condral*®, em que células
migram de fragmentos condrais para uma placa de cultura“.

As células conhecidas como condroprogenitoras sdo supostamente
menos diferenciadas que condrécitos maduros, portanto, especula-se que
desempenhem um papel na regeneracédo do tecido condral*®. Sdo células
gue apresentam uma tendéncia fenotipica para condrogénese, pouca
hipertrofia®®, grande capacidade de expansédo e de manutencéo do potencial
condrogénico em culturas por periodos longos4’°1-%3, Estas sé&o
caracteristicas potencialmente desejaveis para células usadas em terapia
celular para defeitos condrais.

No contexto de terapia regenerativa para cartilagem, a capacidade de
migracao de células derivadas da cartilagem é de grande interesse, por ser
potencialmente importante no processo de reparo de defeitos condrais?.
Apesar disso, a maioria das publicagcdes sobre isolamento de supostas
células progenitoras da cartilagem usa ensaio de fibronectina*®, havendo
uma relativa escassez de caracterizacdo de supostas células progenitoras
por migracdo de explante*®4®. Na literatura atual, existe consideravel

heterogeneidade na caracterizacao de supostos condroprogenitores isolados
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da cartilagem, como marcadores de superficie, genes de indiferenciacao,
capacidade de diferenciacdo e caracteristicas fenotipicas condrogénicas.
Adicionalmente, a quase totalidade dos estudos de células obtidas por
migracdo em cartilagem humana utiliza material de pacientes com
osteoartrite*®, que podem ter diferencas importantes com células obtidas de
articulacbes sem osteoartrite. Ha4 autores, inclusive, que descrevem que a
obtencdo destas células de cartilagem saudavel ndo é possivel*®. Esta é
uma limitacdo importante, jA que pacientes com lesGes condrais focais,
porém sem osteoartrite estabelecida, sdo os melhores candidatos a terapias
regenerativas.

Portanto, dentro de uma logica de medicina translacional, as células
obtidas por migracdo de explante de cartlagem, o0s potenciais
condroprogenitores migratérios, sdo promissoras para uso em terapia celular
em defeitos de cartilagem. Porém, ha lacunas importantes do conhecimento
basico a serem avaliadas: a viabilidade de obtencdo destas células de
cartilagem sem osteoartrite; sua caracterizacdo quanto a marcadores de
superficie, indiferenciacdo, plasticidade e marcadores de potencial de
producdo de matriz condral; e a comparacdo destas caracteristicas com a
técnica padrdo de obtencdo de células da cartilagem cultura, a digestéao

enzimatica da cartilagem8:54-57,
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Estabelecer linhagens de células derivadas da cartilagem isoladas por
migracdo de explante (grupo explante) e células derivadas da cartilagem
isoladas por meio de digestdo enzimatica (grupo colagenase), a partir de
bidpsia artroscopica da cartlagem do joelho adulto, humano, sem
osteoartrite.

Caracterizacdo celular e comparacdo dos dois grupos de linhagem
por marcadores de superficie, marcadores de indiferenciacao, plasticidade e

caracteristicas fenotipicas condrogénicas.
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Para facilitar a leitura desta tese, foi elaborado um glossario com

alguns termos relacionados a biologia e cultura celular (Anexo A).

3.1 Métodos de isolamento de células para cultura a partir da
cartilagem articular
3.1.1 Isolamento e caracterizacdo de células da cartilagem articular a
partir de digestdo enzimética

Os trabalhos a seguir descrevem o isolamento de células da
cartilagem por digestdo da matriz extracelular, sem nenhum processo de
selecdo especifico. Tradicionalmente, essas células sdo conhecidas como
condrécitos cultivados, e, portanto, esta nomenclatura foi respeitada nesta
revisdo de literatura. Na secdo de discussédo desta tese, uma discussdo
critica da nomenclatura utilizada na literatura serd apresentada.

Holtzer et al.%8, em 1960, reportam pioneiramente o isolamento de
condrdcitos da cartilagem vertebral de embribes de galinha, através de digestao
por tripsina, seguida de cultivo em monocamada. A atividade condrogénica é
demonstrada pela capacidade de sintetizar sulfato de condroitina e de
incorporar enxofre-35 inorganico. Na cultura em monocamada, ha perda de
morfologia condrocitica e incapacidade de incorporar enxofre-35. Os autores

denominam esse fenbmeno de desdiferenciacao.
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Smith>, em 1965, reporta pioneiramente a criopreservacdo de
condrocitos extraidos de cartilagem animal (coelho, cdo e macaco), usando
dimetilsulféxido (DMSO), com recuperacdo de células viaveis apos o
descongelamento. Os autores implantam com sucesso condrocitos em
defeitos Osseos extra-articulares de coelhos (ilio e uUmero), havendo
incorporacao das células e formacdo de matriz condral. Este € o primeiro
trabalho que descreve o isolamento de condrdcitos de mamiferos adultos,
demonstra a possibilidade de criopreservacao (essencial para uso futuro em
terapia celular), e a capacidade de incorporacédo dessas células em tecidos
musculoesqueléticos adultos.

Manning e Bonner®, em 1967, sdo pioneiros no isolamento de
condrocitos da cartilagem articular humana, usando digestdo enzimética com
colagenase. As células tém alta capacidade de adesdo ao plastico,
estabelecem culturas viaveis em monocamada, e sdo capazes de concentrar
enxofre-35. A morfologia das células em cultura é alongada, semelhante a
fibroblasto, confirmando a alteracdo morfolégica de condrdcitos adultos
humanos em cultura descrita por Holtzer et al.®® em condrécitos
embrionarios de galinha. As células sdo capazes de formacdo de matriz
guando cultivadas em botdo celular ("pellet"), mas ndo se multiplicam nessa
condicdo. Primeira descricdo de isolamento e cultura de condrdcitos
articulares humanos, confirmando sua desdiferenciacdo, mas também
reportando que as células cultivadas podem produzir matriz quando
condensadas em um bot&o celular. E a primeira evidéncia de retorno a uma

morfologia condrocitica apds desdiferenciacéo.
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Chesterman e Smith®!, em 1968, descrevem tentativa de uso de
condrocitos, isolados de cartilagem articular de coelhos por digestédo
enzimatica e cultivados em monocamada, para tratamento de defeito
articular osteocondral, também em coelhos. Nado ha rejeicdo das células
homologas, havendo formacéo de matriz condral nos defeitos, que, porém, é
envolta de tecido fibroso. Nao houve preenchimento adequado do defeito.
Os autores inferem que o insucesso na regeneracdo da cartilagem pode ser
por conta da profundidade do defeito, com exposicdo do 0SSO esponjoso e
medula éssea. Posteriormente, em 1978, os autores®? especulam um motivo
adicional para a falha: a incapacidade de manutencdo de numero suficiente
de condrécitos no defeito, por conta da movimentacao e carga articular. Esta
€ a primeira descricdo de modelo experimental de transplante de condrdcitos
cultivados em defeito articular, vislumbrando seu uso futuro para terapia
celular.

Layman et al.?3, em 1972, demonstraram de forma pioneira a
alteracéo na producao de colageno por condrécitos articulares de coelho em
cultura monocamada. Diferentemente do que ocorre na cartilagem nativa,
onde ha sintese predominante de colageno Il, condrdcitos cultivados em
monocamada produziram colageno |. Este € o primeiro trabalho que
descreve a alteracdo da producdo de colageno em condrdcitos em cultura, e
no uso da razdo colageno ll/colageno | como marcador de diferenciagéo

condrocitica.
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von der Mark et al.®%, em 1977, investigam se a expressdo de
colageno | ou Il por condrécitos cultivados em monocamada esta
relacionada com a morfologia individual de cada célula. Os autores
confirmam a transicdo da expressao de colageno Il para colageno | com a
progressdo da cultura. Diferentemente da hipotese levantada pelos autores,
a morfologia plana ou esferoide de células individuais ndo esta relacionada
com o tipo de colageno produzido. Esta € a primeira descricdo da transicédo
da producédo de colageno Il para | com o tempo em cultura monocamada.

Benya e Shaffer®®, em 1982, sdo pioneiros ao demonstrar a
reversibilidade da desdiferenciacdo de condrdcitos isolados de cartilagem
articular de coelhos cultivados em monocamada. Condrdcitos cultivados em
monocamada, em terceira, quarta, quinta e sexta passagens, apresentam
fendtipo desdiferenciado. Estas células, independente de qual passagem,
guando transferidas para cultura tridimensional em suspensdo na agarose,
apresentam interrupcdo quase completa de multiplicacdo e aumento de
sintese de colageno e proteoglicanos. Porém, quanto maior a passagem,
mais tempo é necessario para retorno da sintese. Os autores inferem que a
reversao do fenotipo ndo ocorre por proliferacdo de um subtipo de células,
mas pela transicdo de cada célula sobrevivente, ja que 80% das células
sobrevivem a transferéncia de cultura e ha minima proliferacdo celular na
agarose. Os autores também especulam que a morfologia das células é o
principal determinante do fenétipo: plana em monocamada e esférica em
agarose. Este trabalho demonstra a capacidade de reversdo da

desdiferenciacdo, que € crucial para uso clinico de condrécitos cultivados,
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gue precisam adquirir fendtipo condrocitico in vivo. Descartam a hipétese de
gue a transicdo de fenotipo seria por multiplicacdo diferencial de células,
mas sim por transicdo fenotipica. A cultura em suspensdo de agarose
descrita sera frequentemente usada como forma de manter, ou retornar,
condrécitos para fendétipo diferenciado.

Aulthouse et al.?%, em 1989, demonstram a capacidade de transicdo
da producdo de coldgeno de condrdcitos cultivados em monocamada,
gquando passados para cultivo em suspensdo. Condrocitos extraidos da
cartilagem costocondral humana perdem o fenétipo diferenciado em cultura
monocamada, assumindo morfologia estrelada (semelhante a célula
mesenquimal) ou alongada com espiculas (semelhante a fibroblasto). Na
cultura em monocamada, ndo ha identificacdo de proteoglicanos por
coloracdo azul de Alcian. H4 forte marcacdo imuno-histoquimica para pro-
colageno tipo | e fibronectina, mas apenas em poucas células para colageno
tipo Il. Quando transferidas para culturas de suspensdao em agarose, as
células assumem morfologia arredondada, ha identificacdo de
proteoglicanos, e quase todas as células séo positivas para colageno tipo Il
Este trabalho demonstra a transi¢cao do tipo de colageno com a reversédo do
fendtipo desdiferenciado para diferenciado.

Grande et al.5’, em 1989, demonstram pela primeira vez sucesso em
modelo animal em coelhos de transplante autélogo de condrécitos, com um
primeiro tempo cirdrgico para criagcdo de defeitos condrais e obtengdo de
cartilagem para isolamento e cultura de células, seguido de segundo tempo,

com implantacdo de condrécitos em suspensdo sob enxerto periosteal
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suturado no defeito. Varias aspectos inovadores importantes sao reportados
no trabalho: criacdo de lesbes focais da cartilagem articular sem violar o
osso subcondral (diferentemente de estudos anteriores), portanto sem
induzir resposta de reparo nativa com fibrocartilagem; uso de condrdcitos
autdlogos; uso de enxerto periosteal para cobertura do defeito, isolamento
das células e protecédo do regenerado; demonstracdo de menor sinovite em
articulacbes tratadas; e, o mais importante: formacédo de tecido de reparo
condral com predominancia de colageno Il em todas articulacdes tratadas,
havendo preenchimento médio de 82% da area dos defeitos. Em dois
animais (20%), houve regeneracdo completa da lesdo. Nas articulacdes
controle, com sutura de enxerto de periésteo, mas sem implante celular,
houve auséncia de regeneracao da lesdo (18% da area preenchida). Para
confirmar que os condrécitos implantados foram a origem do tecido de
reparo, o experimento foi repetido em trés animais com células tratadas com
nucleodideo radiomarcado. Assim, as células originarias do implante
puderam ser rastreadas no tecido pela emissao de radiacdo, e de fato se
incorporam na lesao condral, fortalecendo a hipétese de que o reparo ocorre
por proliferacdo das células implantadas, e ndo por inducdo de resposta
local. Trata-se de trabalho experimental seminal, demonstrando in vivo o
conceito de transplante autdlogo de condrdcitos.

Brittberg et al.?6, em 1994, reportam o resultado da primeira série de
pacientes tratados com transplante autdlogo de condrécitos, em 23
pacientes sintomaticos, com lesbes focais de cartilagem de espessura

completa, mas sem lesdo do osso subcondral. Os condrécitos séo isolados
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por digestdo enzimatica de bidpsias de cartilagem realizadas por artroscopia,
em primeiro tempo cirdrgico e cultivados em monocamada, com Soro
autélogo, até a obtengdo de 2,6 a 5x10° células. O numero de passagens
necessario nao € reportado. Em segundo procedimento cirdrgico, as células,
ressuspendidas em solucdo, sdo injetadas sob enxerto de periésteo
suturado no defeito condral do paciente. Os autores reportam resultados
subjetivos excelentes ou bons em 87% dos casos de lesdao femoral, porém
apenas em 28% das lesGes patelares e preenchimento do defeito em
artroscopias diagnésticas com 3 meses. Os autores descrevem
pioneiramente o uso de terapia celular para tratamento de cartilagem e
confirmam a capacidade de producéo de cartilagem hialina em humanos por
condrécitos cultivados. Porém, a caracterizacdo biologica das células
reportadas € pobre.

Kolettas et al.?®, em 1995, identificam o tempo de vida de condrécitos
cultivados entre 34 e 37 duplicacbes da populacdo. Tanto em cultura de
monocamada quanto em suspensao ha agarose, ha expressdo de acido
ribonucleico mensageiro (RNAm) relacionadas ao perfil condrocitico,
incluindo colageno tipo Il, colageno IX, aggrecan, versican, mas nao ha
expressdo de sindecan. Os autores concluem que condrdcitos cultivados,
apesar de sua morfologia, n&o passam por desdiferenciacéo
verdadeiramente, mesmo em culturas prolongadas, uma vez que a
expressdo de genes relacionados a cartilagem permanece. Adicionalmente,
eles inferem que a transicao para formato plano das células esta relacionada

a mecanismos de proliferacdo e reparo, e € parte da fisiologia do condrdcito,
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e nao caracteriza uma verdadeira perda de fenotipo. Este estudo é pioneiro
no uso de técnicas de biologia molecular para caracterizar condrdcitos
expandidos em monocamada.

Brittberg et al.%%, em 1996, descrevem resultados de modelo
experimental de transplante autdlogo de condrocitos em coelho, com
algumas inovacdes relevantes: bidpsia de cartilagem fora da area de carga
no primeiro procedimento; comparacao entre dissociacdo de células da
cultura em monocamada por de forma enzimética, com tripsina, ou
mecanicamente, com um raspador de células; avaliacdo da capacidade
condrogénica das células cultivadas por implantacdo intramuscular em
camundongo nude (animais imunodeprimidos por mutacdo genética);
avaliacbes sequenciais com 8, 12 e 52 semanas, para avaliacdo do
amadurecimento do tecido regenerado; comparacdo de implante de células
injetadas sobre enxerto periosteo ou formado por células cultivadas
"scaffold” de fibra de carbono. Células dissociadas da cultura
mecanicamente ficam agrupadas, enquanto as suspendidas com tripsina
ficam quase completamente separadas individualmente. N&o houve
diferenca na qualidade do tecido de reparo com os dois métodos, e os
agrupamentos de células extraidos mecanicamente sdo mais dificeis de
transportar para a area do defeito. A injecdo intramuscular de condrocitos
cultivados em camundongo "nude" resulta na formacéo de cartilagem hialina
ap06s duas semanas. Condrécitos cultivados em "scaffold" de fibra de
carbono n&o apresentam reagcao adversa ao material, e crescem aderidos

aos filamentos de carbono, com deposicdo de matriz com aparéncia
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histolégica de cartilagem hialina. Os autores mostram pioneiramente que no
tratamento de lesfGes da cartilagem com transplante autélogo de condrocitos
(coberta com periosteo), ha maturacéo prolongada do tecido de reparo: nas
avaliacbes de 8, 12 e 52 semanas, h4a aumento da area do defeito
preenchida, e ha progressdo histolégica de tecido com agrupamentos
celulares, com baixa integracdo ao 0sso e cartilagem adjacentes, para um
aspecto colunar organizado (semelhante a cartilagem articular saudavel), e
sinais de integracdo com as bordas e leito do defeito. O regenerado
resultante do uso "scaffolds" de carbono com condrdcitos, apesar de
apresentar mais cartilagem hialina em 12 semanas, sofreu degeneracdo na
avaliacdo de 52 semanas, possivelmente pela natureza ndo biodegradavel
do material. Esse fato mostra a importancia do tempo de avaliacdo de
desfechos para reparo de cartilagem ser adequado para refletir a maturacéo
do tecido, e que uma melhor resposta regenerativa inicial pode néo ser
persistente no resultado final. Além do avanco no entendimento da evolucao
do tecido regenerado em implante de condrécitos, é notério o uso do ensaio
in vivo em camundongo nude para avaliagcdo da capacidade condrogénica
das células cultivadas.

Stokes et al.’”?, em 2001, demonstram a relacdo do fator de
transcricdo SOX9 com a recuperacdo em cultura do fenétipo condrocitico.
Condrécitos humanos fetais, desdiferenciados ap6s cultivo em
monocamada, sao transferidos para cultura tridimensional em hidrogel (poli-
HEMA), onde retomam a producgdo de colageno II. Os autores demonstram

que a ativacdo do gene para colageno Il (COL2A1) é mediada pelos fatores
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SOX (SOX6, SOX9, SOX5). Os autores concluem que os fatores SOX séo
genes regulatérios mestres na expressao do fenotipo condrocitico, e sua
modulacdo e expressao podem ser chaves para a aplicacdo em terapia
celular para cartilagem. Este trabalho demonstra a importancia dos fatores
de transcricdo SOX, ainda hoje um dos marcadores mais importantes de
condrogenicidade.

Dell'Accio et al.”*, em 2001, cultivam condrécitos isolados de condilos
femorais humanos por digestdo com colagenase, com o proposito de
identificar marcadores moleculares relacionados a uma maior capacidade de
formacdo de cartilagem in vivo, em ensaio experimental em camundongos
"nude". A capacidade de formacdo de cartilagem diminuiu apés 2-3
passagens em cultura em monocamada. A condrogénese in vivo estava
positivamente relacionada a expressao do receptor 3 do fator de crescimento
fibroblastico (FGFR-3), proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP 2) e colageno
Il, e negativamente relacionada a expressao da quinase do tipo receptor de
ativina 1 (ALK-1). Este estudo demonstra a possibilidade de buscar
marcadores moleculares de capacidade condrogénica em condrdcitos
expandidos. Uma vez que suas propriedades bioldgicas ndo sdo uniformes,
seria possivel selecionar células de interesse a partir de culturas

Barbero et al.”?, em 2003, demonstram que condrdcitos articulares
humanos desdiferenciados sdo capazes de diferenciagdo condrogénica,
adipogénica e osteogénica. O uso de fatores de crescimento aumenta o
potencial condrogénico e osteogénico, enquanto diminui o potencial

adipogénico. A andlise de populagfes derivadas de clones Unicos demonstra
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que ha heterogeneidade nos clones, com nulipotentes, capazes de se
diferenciar em apenas uma linhagem (a maioria condrogénica), em duas
linhagens (condrogénico e osteogénico ou adipogénico) ou nas trés
linhagens. Os autores ndo conseguem afirmar se células com capacidade de
diferenciacdo multiinhagem sdo uma subpopulacéo das células inicialmente
isoladas, ou se sao resultado de expansdo e de desdiferenciacdo de
condrécitos. Este é um trabalho seminal, demonstrando que condrocitos
expandidos desdiferenciados tém multipoténcia. Esse fato potencialmente
muda o entendimento da biologia destas células, colocando em xeque o
entendimento delas como células adultas terminalmente diferenciadas e
comprometidas com linhagem condrogénica.

Dell'Accio et al.l, em 2003, usam culturas de células extraidas de
cartilagem articular humana com colagenase, em ensaios in vivo de
diferenciacédo celular, usando camundongos "nude". As células sdo capazes
de gerar cartilagem, fibrose, musculo esquelético, osso e adipdcitos,
dependendo do equilibrio entre a estabilidade fenotipica e o0s sinais
ambientais. Os autores questionam se esse comportamento esta relacionado
a uma reprogramacédo de condrocitos diferenciados, ou a existéncia de uma
populacdo separada de células multipotentes na cartilagem articular. Essas
células multipotentes podem suplantar condrécitos diferenciados por
crescimento mais eficiente em cultura, ou entdo as suas populagbes podem
coexistir nas linhagens cultivadas. Os autores afirmam nao ser possivel,
naquele momento, identificar uma subpopulacdo de células multipotentes,

pela auséncia de marcadores moleculares inequivocos de células-tronco
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mesenquimais. Este trabalho apresenta a confirmacdo e descricdo mais
detalhada da multipoténcia de condrdcitos cultivados. Porém, nédo é possivel
afirmar se essa & uma caracteristica universal dos condrocitos, ou de
subpopulacdes presentes na cartilagem.

Tallheden et al.”®, em 2003, demonstram a capacidade in vitro de
condrocitos articulares humanos de diferenciacdo condrogénica, adipogénica
e osteogénica. Porém, diferentemente de células-tronco mesenquimais,
condrécitos submetidos a ensaio osteo-condrogénico in vivo produzem
apenas cartilagem. Este € mais um estudo sobre diferenciacdo de
condrécitos cultivados, porém, demonstra diferencas dessas caracteristicas
com relacdo aquela esperada para células-tronco mesenquimais.

De la Fuente et al.”4, em 2004, propdem demonstrar a multipoténcia
de condrdcitos desdiferenciados cultivados a partir da cartilagem articular
humana. Na citometria de fluxo, as células sédo positivas para CD9, CD12,
CD29, CD44, CD49a, CD49b, CD49c, CD49e, CD51, CD54, CD55, CD58,
CD59, CD90, CD95, CD105, CD106, CD166, beta 2 microglobulina, HLA-1.
Este perfil € quase idéntico ao de células-tronco mesenquimais de medula
Ossea testadas pelos autores. Os condroécitos sao capazes de diferenciacéo
in vitro osteogénica, adipogénica, condrogénica, miogénica e neurogénica.
Por isso, 0s autores especulam que condrécitos desdiferenciados sdo na
verdade uma populagéo de célula tronco mesenquimal. Além de novamente
demonstrar a multipoténcia de condrécitos em cultura, os autores
caracterizam marcadores de superficie, havendo grande similaridade com

relacdo a células-tronco mesenquimais.
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Marlovits et al.”®>, em 2004, demonstram as mudangas na razéo de
colageno tipo | e tipo Il em culturas monocamada de condrocitos articulares
humanos por até 46 dias. A transicdo de morfologia esférica para achatada &
acompanhada por uma rapida mudanca no fenétipo de colageno,
substituindo o tipo Il pelo tipo I. A expressdo dos genes que codificam o
colageno tipo | e Il é dependente do tempo, e a proporcao de colageno tipo
para tipo | diminui ao longo do tempo, com queda abrupta a partir do sexto
dia, chegando nos niveis minimos em 30 dias.

Brittberg et al.”®, em 2005, reportam que condrécitos humanos
isolados por digestdo com colagenase formam agrupamentos celulares
heterogéneos em cultura de suspensdo em agarose. Os agrupamentos sao
classificados pela morfologia das células e formacdo de matriz, sendo
possivel observar grupos mais diferenciados, com formacdo de matriz, e
menos diferenciados, com células homogéneas. Clones resultantes destes
grupos apresentam potencial de crescimento diferentes, tanto em cultura de
suspensdo com agarose quanto em cultura monocamada. Os autores
concluem que células obtidas da cartilagem articular tém caracteristicas
heterogéneas. Este trabalho demonstra a heterogeneidade de condrécitos
expandidos em cultura, por meio de caracterizacdo morfolégica apos
transferéncia em cultura tridimensional.

Thornemo et al.*?, em 2005, demonstram propriedades progenitoras
de subpopulacdes de condrocitos articulares humanos selecionados em
cultura de suspensao em agarose. Apés isolamento das células por digestéao

enzimatica com colagenase e cultivo em monocamada na primeira
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passagem, os condroécitos sao transferidos para as culturas em agarose, de
forma a excluir a contaminacao por células-tronco mesenquimais de medula
Ossea, periosteais ou fibroblastos, incapazes de crescer nesse tipo de
cultura. Apo6s 6 semanas, agrupamentos celulares com morfologias
diferentes sdo observados a partir de 4% das células semeadas. Os autores
classificam morfologicamente os agrupamentos, em quatro grupos, com
caracteristicas maiores ou menores de diferenciacdo. As células de
agrupamentos homogéneos, morfologicamente menos diferenciadas, tém
capacidade maior de gerar subculturas em novas placas, enquanto 0s
agrupamentos com células morfologicamente diferenciadas tém pequena
capacidade de formar subculturas. Todos os tipos de agrupamento
expressam genes para receptores de FGF e colageno Il, caracteristicos de
linhagens condrociticas. H& variacdo da distribuicdo da morfologia dos
agrupamentos formados entre os individuos doadores da cartilagem, mas
sem correlacdo com sexo ou idade. Células de agrupamentos menos
diferenciados sdo capazes de diferenciacdo in vitro condrogénica,
adipogénica e osteogénica. Células de agrupamentos mais diferenciados
nao sao capazes de expansdo em culturas secundarias, impedindo ensaio
de diferenciacdo. Os autores concluem que as propriedades multipotentes
observadas na literatura s&do devidas a subpopulacbes de células
condrociticas, e ndo de células-tronco mesenquimais contaminantes, e que a
cartlagem ndo é um tecido poés-mitético terminalmente diferenciado, e
possui células com caracteristicas de células-tronco. Este trabalho elucida

pontos importantes: primeiramente, os autores afastam a contaminacgéo da
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populacao por células-tronco mesenquimais de medula 6ssea, periosteais ou
fibroblastos; em seguida, demonstram a heterogeneidade de células
expandidas, inclusive com relacdo a multipotencialidade, reforcando a
hipétese de subpopulacdes com caracteristicas de células-tronco.
Diaz-Romero et al.”’, em 2005, exploram a caracterizacdo por
marcadores de superficie de condrdcitos articulares humanos expandidos
em monocamada. Diferentes categorias de marcadores sao positivos nos
condrocitos: integrinas e moléculas de adesdo (CD49a, CD49b, CDA49c,
CD49e, CD49f, CD51/61, CD54, CD106, CD166, CD58, CD44),
tetraspaninas (CD9, CD63, CD81, CD82, CD151), receptores (CD105,
CD119, CD130, CD140a, CD221, CD95, CD120a, CD71, CD14), ecto-
enzimas (CD10, CD26), e outras moléculas de superficie (CD90, CD99). Ha
expressdo de marcadores tipicos de células-tronco mesenquimais (CD10,
CD90, CD105, CD166). Os autores identificaram marcadores que s&o
afetados pelo processo de digestdo enzimatica por colagenase (CD 105 e
CD14), inferindo que o estudo de condrdcitos frescos isolados por digestéo
nao reflete o imunofendtipo na cartilagem nativa. Em comparacdo com
condrécitos cultivados por 24 horas, o cultivo em monocamada por duas
semanas resulta no aumento da expressdo de diversos marcadores, em
ordem de aumento: CD90, CD166, CD49c, CD44, CD49e, CD151, CD81,
CD49f, CD51/61. CD105, CD10 e CD99. Ha diminuicdo de expressdo de
CD14, CD49a, CD106 e CD54. O perfil de marcadores na citometria
permanece unimodal, indicando alteracao uniforme de toda a populagéo, e

ndo crescimento ou sobrevida diferencial de uma subpopulacdo. Este é o
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estudo mais completo de marcadores de superficie de condrdcitos
cultivados. E relevante que os autores demonstram marcadores de células-
tronco, com a interferéncia de que a digestdo por colagenase causaria
alteracdo no fenotipo. Também é importante a descricdo da caracteristica
unimodal na citometria, mostrando que as alteragbes que ocorrem em
cultura sdo uniformes na populacéao.

Grogan et al.’”®, em 2007, a partir de condrécitos expandidos de
cartilagem articular humana saudavel obtida em autopsias, identificam
marcadores que se correlacionam com a capacidade condrogénica avaliada
pela producdo de glicosaminoglicanos em culturas de botdo celular.
Condrécitos com alta capacidade condrogénica apresentam expressao
aumentada de genes envolvidos em interacdo célula-célula e célula-matriz
(CD49c e CD49f), e tém os marcadores de superficie CD44 (receptor de
hialuronato), CD151 (relacionado a adesdo célula-célula) e CD29c
(integrina). Ja condrécitos com menor capacidade condrogénica expressam
fator de crescimento tipo insulina 1, metaloproteinase de matriz 1 e
agrecanase 2. A separacdo de condrécitos com base em CD49e ou CD44
resultou em maiores niveis de glicosaminoglicanos e colageno tipo Il. Os
autores concluem que a avaliacdo de marcadores de superficie especificos
pode ser util na separacdo de células com maior potencial clinico para
terapia celular de cartilagem. Este estudo demonstra a potencial importancia
de marcadores de superficie na identificagdo de potencial condrogénico,

propriedade que pode ser aplicada em terapia celular.
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Diaz-Romero et al.*3, em 2008, contrastam marcadores de superficie
de condrécitos articulares expandidos e células-tronco mesenquimais de
medula 6ssea. Condrocitos séo positivos para CD14, fortemente para CD90,
fracamente para CD105, enquanto células-tronco mesenquimais sao
negativas para CD14, e positivas fracamente para CD90 e fortemente para
CD105. Células-tronco tiveram pouca variacdo dos marcadores em cultura,
enquanto condrécitos tiveram aumento de CD90, CD166, CD49c, CD44,
CD10, CD26, CD49e, CD151, CD51/61, e CD81, e diminuicdo de CD49a,
CD54 e CD14. Os autores relacionam a proporcdo CD14/CD90 com a razéo
agrecano/versicano e colageno ll/colageno I, mostrando que a evolucdo de
marcadores de superficie em cultura esta relacionada a um fenotipo menos
diferenciado. Os autores inferem que a desdiferenciacdo de condrdcitos
ocorre no nivel da populagdo, ndo por uma amplificacdo de uma pequena
populacdo de células-tronco mesenquimais. As células sdo capazes de
diferenciacdo osteogénica, condrogénica e adipogénica. Este estudo
compara diretamente condrécitos  cultivados com  células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea, demonstrando similaridades e diferencas
importantes. Mais uma vez, fica demonstrado que essas células estdo
relacionadas, mas ndo sao idénticas. Pela caracteristica da evolucdo de
marcadores em cultura para condrécitos, em contraste com a relativa
estabilidade em células-tronco, € fortalecida a hip6tese de que as células
passam por transicdo do fenétipo ou reprogramacdo, e ndo uma expansao

seletiva de células progenitoras.
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Giovannini et al.”®, em 2010, estudam a presenca de colageno | e |l
intracelular em condrécitos articulares bovinos expandidos em monocamada
através de marcacao dupla em citometria de fluxo. De forma inovadora, os
autores avaliam se a transicao de fendtipo da producdo de colageno Il para
colageno | ocorre abruptamente no nivel celular, com células produzindo
apenas uma das proteinas, ou gradual, com células individuais com
expressado simultanea de ambos. Ao longo das passagens, hd uma transicéo
entre a maioria das células produzindo apenas colageno I, para a
coexpressao dos dois tipos de colageno por células individuais, para apenas
células produzindo colageno I. Adicionalmente, usando marcacéo dupla para
colageno 1l e BrdU (um marcador de proliferacdo), é demonstrada a
capacidade de proliferacdo tanto de células positivas ou negativas para
colageno Il, o que mostra que a capacidade de proliferacdo ndo esta
obrigatoriamente ligada a perda de producéo de colageno Il. Este € mais um
trabalho que fortalece a hipétese de uma transicdo de fenétipo gradual, no
lugar de uma mudanca abrupta ou de uma expansao seletiva.

Hamada et al.8?, em 2013, descrevem a expressdo génica e
marcadores de superficie de condrdcitos articulares humanos de trés joelhos
sem osteoartrite extraidos por colagenase e expandidos em monocamada
da primeira até a quarta passagem. A razao de RNAm para colageno Il para
colageno | diminui a cada passagem, sendo o melhor marcador de
diferenciacdo das células. A expressdo dos marcadores CD44, CD49c e
CD151 aumenta com cada passagem, enquanto CD14, CD49ae CD54

diminuem. Entre os marcadores de superficie, a razdo CD54/CD44 tém
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melhor relacdo com a razao de colageno Il/l. A maior mudanca na expressao
génica e de marcadores ocorreu no inicio da cultura, entre as passagens 0 e
1. Selecdo celular de condrécitos CD54*CD44* resulta em uma
subpopulacdo de células com maior expressédo de colageno Il e agrecano,
mas sem significancia. Os autores especulam que, havendo uma maior
amostra, os resultados poderiam ser significativos.

Benz et al.8l, em 2013, avaliam células da cartilagem obtidas por
digestdo enzimética para caracteristicas de células-tronco. As células
expressam antigenos tipicamente relacionados com células-tronco
mesenquimais (CD49e, CD73, CD90, CD105, CD140b e CD166), porém
com capacidade para retorno a um fendtipo condrocitico (mesmo com
tempos prolongados de cultura), mas apenas uma capacidade limitada para
diferenciacéo adipogénica e osteogénica.

Karlsen et al.8?, em 2021, avaliam células da cartilagem obtidas por
digestdo enzimatica expandidas para a expressao individual, célula a célula,
de RNAm. Existe variacdo consideravel entre as células, mas ha evidéncia
de subpopulacfes identificaveis. As células expressavam marcadores para
CTM e foram capazes de diferenciacdo adipogénica e osteogénica, levando
a afirmacdo pelo autor que essas células devem ser consideradas

formalmente como CTM.
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3.1.2 Isolamento de progenitores da cartilagem articular

A partir dos anos 2000, outras técnicas de isolamento ou separacao
de células da cartilagem articular sdo utilizadas com intuito de obtencdo de
células envolvidas em reparo e regeneracdo da cartilagem. Em 2004,
Dowthwaite et al.*® utilizam ensaio de adeséo de fibronectina para isolar uma
populacdo que denominou como "células progenitoras da cartilagem". Estas
células sdo caracterizadas por alta expressdo de SOX9 e NOTCHI,
afinidade para CD49e e maior atividade da telomerase quando comparada a
células isoladas por digestao enzimatica sem selecéo.

Em 2009, Koelling et al.*® propéem a identificacdo de células da
cartilagem que possuam capacidade migratdria, uma vez que essas duas
caracteristicas seriam desejaveis para terapias regenerativas. Estes autores
nomeiam estas células de "condroprogenitores migratorios".

Novamente, respeitou-se, nesta revisdo de literatura, a terminologia
utilizada pelos autores citados, com o uso de termos como "células
progenitoras da cartilagem” ou "condroprogenitores migratorios”, para se
referir a células derivadas da cartilagem selecionadas migracdo de explante
condral. Conforme ja apontado, na secdo de discussdo desta tese, uma

discusséo critica destes termos sera apresentada.
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3.1.3 Isolamento e caracterizacdo de células migratorias da cartilagem

articular

Koelling et al.*8, em 2009, propdem a identificacdo de células com
caracteristicas progenitoras que possuam capacidade migratoria. Para isso,
0s autores nao utilizam digestdo enzimatica por colagenase, mas sim a
migracao de ceélulas de explante de tecido. Pequenos fragmentos de tecido
de reparo em lesdes condrais de osteoartrite em joelhos humanos sé&o
colocados em placas de cultura, e ocorre a migracdo de células do
fragmento para a placa, entre 5 e 10 dias, com 93,83% de sucesso. Os
autores reportam fracasso ao tentar o processo com cartilagem de joelho
sadio. As células migratorias expandidas apresentam niveis de transcricdo
intermediarios de RUNX2 e altos de colageno |, e na imunocitoquimica sao
positivas para RUNX2, SOX9 e colageno |. Na analise de citometria
intracelular, condroprogenitores sao positivos para CD29 (beta 1 integrina),
CD49c (alfa 3 integrina) e CD49e (alfa 5 integrina). As células tém
capacidade de produzir tecido semelhante a cartilagem em culturas
tridimensionais de agarose, mesmo sem inducdo. Também sdo capazes de
diferenciacdo osteo e adipogénica em meios especificos. Os autores
cunham o termo progenitores condrogénicos para essas células. E notavel
gue a origem das células é o tecido desorganizado de reparo em lesdes
condrais da osteoartrite, e 0s autores reportam insucesso em isolar as
células de cartlagem saudavel, algo que se mantém controverso

posteriormente na literatura.
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Joos et al.®, em 2013, demonstram isolamento de condroprogenitores
migratorios pela técnica de explante de cartilagem néo fibrilada
(macroscopicamente intacta) em joelho com osteoartrite, e ndo de areas
ulceradas com perda estrutural. As células séo positivas para CD73, CD90,
CD166 e CD54 na imunocitoquimica. Na citometria de fluxo, de forma
semelhante a células-tronco mesenquimais, elas apresentam positividade
para CD29, CD44, CD73, CD90 (todos > 90%), CD105 e CD166 (> 75%),
CD54 e MSCA-1 (44% a 66%), Stro-1 (16% a 23%) e CD88 (9% a 10%).
Apresentam maior positividade de CD9 (80% contra 47%) e menor de
CD164 (12% contra 44%). Quanto a receptores de adesao,
condroprogenitores sao fortemente positivos para CD49a, CD49e e CD29.
Os condroprogenitores sdo capazes de diferenciacdo adipogénica,
condrogénica e osteogénica. A migracdo das células foi estimulada por
PDGF-BB e IGF-1 e inibida por IL-1 beta e TNF alfa. Sobrenadante de
cartilagem com osteoartrite, submetida ou ndo a trauma contuso, também
estimulam a migracdo dos condroprogenitores. Os autores inferem que o
balanco citocinas de atracdo e inibicdo de condroprogenitores pode restringir
0 potencial regenerativo de cartilagem in vivo. Neste trabalho, os autores
demonstram ser factivel a obtencdo de condroprogenitores migratérios de
cartilagem macroscopicamente intacta, porém ainda em articulagdo com
osteoartrite. Além de reportarem marcadores de superficie, demonstram a
capacidade de diferenciagdo multilinhagem e caracteristicas de sua resposta

guimiotatica.
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Zingler et al.8%, em 2016, demonstram que a extracdo de células
progenitoras por explante ndo € possivel apds lavagem vigorosa de
fragmentos condrais intactos de joelhos com osteoartrite submetidos a
artroplastia, em comparacdo com apenas uma lavagem breve. Os autores
ressaltam que o comportamento na cartlagem de articulacdo sem
osteoartrite poderia ser diferente. Baseados nos resultados, os autores
especulam se as células migratérias obtidas por explante podem ter outra
fonte, e estar somente aderidas ao tecido condral durante a retirada
cirirgica. A obtencédo de material pos artroplastia pode expor a cartilagem a
contaminacgdo por tecido medular 6sseo, ou outro tecido pericondral, como
sindvia. Os autores colocam em duvida a origem de células
condroprogenitoras migratérias. Uma vez que tém caracteristicas de células-
tronco mesenquimais, elas poderiam ser células de outro sitio, atraidas e
aderidas na cartilagem por estimulacdo na osteoartrite.

Wang et al.85, em 2017, avaliam condroprogenitores obtidos por
explante de cartilagem articular bovina saudavel, apés trauma por
arranhadura da superficie condral, para a producdo de fator de crescimento
vascular endotelial 1 (VEGF) e fator estromal derivado de célula 1a (SDF-
1a), relacionados com a patogénese da osteoartrite e catabolismo de
cartlagem. Em comparagdo com condrécitos obtidos por digestao
enzimatica, condroprogenitores superexpressam VEGF e SDF-1a.
Condroprogenitores respondem a estimulacdo com SDF-1a com sintese de
VEGF. Os autores concluem gque condroprogenitores contribuem para a

superabundancia de VEGF em liquido sinovial de osteartrite, com
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implicacbes na fisiopatologia da doenca. Este artigo demonstra que
cartilagem articular saudavel, de origem animal, € fonte adequada para
condroprogenitores migratorios, ap6s trauma local com arranhadura por
agulha. Este fato corrobora a origem condral das células, ja que na
articulacdo saudavel ndo ha violacdo da interface osso subcondral e
cartilagem, que ocorre em nivel microscépico na osteoartrite. A factibilidade
do uso de cartlagem saudavel traumatizada (por fragmentacdo, por
exemplo) é essencial para a obtencéo de condroprogenitores de joelhos sem
osteoartrite, para fins de terapia celular autéloga.

Batschkus et al.®, em 2017, avaliam o secretoma de
condroprogenitores obtidos por explante de cartilagem de joelhos com
osteoartrite, tanto em cultura em monocamada quanto em cultura em
suspensdo de agarose. O secretoma revela componentes de matriz
extracelular, proteinas de sinalizacdo e fatores de crescimento, também
encontrados em cartilagem saudavel. H4 aumento de proteinas relacionadas
com resposta regenerativa em cultura de suspensdo, e diminuicdo de
proteinas envolvidas no catabolismo. Os autores concluem que a cultura de
condroprogenitores em suspensao de agarose, além de produzir tecido
semelhante a cartilagem, aumenta seu potencial condrogénico observado
pela secrecdo de proteinas. Este estudo contribui para o entendimento da
biologia de condroprogenitores migratorios, descrevendo seu perfil de

secrecgao proteica para matriz extracelular.
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Nguyen et al.8’, em 2018, reportam que lisado de plaguetas (LP) na
cultura de condroprogenitores extraidos por explante de fragmentos condrais
articulares humanos de quadris ou joelhos com osteoartrite. Em controles
sem LP, uma pequena quantidade de células é obtida de 50% das amostras,
em comparacao com grande quantidade de células em 100% das amostras
suplementadas. Ha expressdo aumentada de colageno tipo Il com o uso de
LP, mas também de colageno tipo | em lacunas intercelulares. Ap6s um ano
de cultura dos fragmentos de cartilagem, as amostras tratadas continuam
liberando células. Quando as células sdo suspensas e transferidas para
culturas secundarias, ha incapacidade de formacdo de -culturas nas
amostras controle, enquanto as suplementadas com LP proliferam e
expressam colageno tipo I. Quando transferidas para culturas em suspenséao
de agarose, estas células retomam o fenétipo de sintese de colageno Il e
agrecano. A suplementacéo de LP nessas culturas induz a producao de fator
a-1 induzivel por hipéxia (HIF-1a), relacionada a proliferacdo de condrécitos.
Os autores concluem que o LP induz a ativacao de fendtipo de proliferacéo
desdiferenciada, mas que mantém a habilidade de assumir fendtipo
condrocitico com producdo de matriz em condicbes em ambiente propicio.
Os autores inferem que este pode ser um mecanismo possivel in vivo para
reparo condral. Este estudo demonstra que suplementagcdo de
condroprogenitores com lisado de plaguetas (que pode ser obtido de forma

autologa), pode ter aplicacdes no uso em terapia celular.
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Janssen et al®, em 2019, estudam o efeito de TGF-B3 em
condroprogenitores isolados por explante de cartilagem articular de joelhos com
osteoartrite. As células expressavam receptor para TGF-33 tipo 1 (TGFBR1), e
pouca expressao de receptor para fator de crescimento epidermal (EGFR). Tanto
TGF-B3 quanto EGF aumentaram a expressao de SOX9, enquanto EGF isolado
estimulou também a expressdo de RUNX2. Estimulacdo com TGF-B3 tanto
isolado quanto em combinacdo com EGF aumentaram RNAmM para agrecano e
colageno I, enquanto EGF isolado diminuiu a expressdo de ambos. Os autores
identificaram TGFBR1 e EGFR expressados em amostras histologicas tanto de
cartilagem normal quanto de osteoartrite. Este estudo demonstra o estimulo
condrogénico de TGF-B3 em células migratorias da cartilagem.

Matta et al.®®, em 2019, descrevem o proteoma de superficie de
condroprogenitores migratorios extraidos por explante de joelhos com
osteoartrite, apds cultura em monocamada. S&o identificadas 1256 proteinas na
superficie dos condroprogenitores. Como achados dignos de nota,
condroprogenitores sao positivos para integrinas beta 1 (CD29), alfa 3 (CD49c),
alfa 5 (CD49e), e para CD13, CD29, CD44, CD73, CD90 e CD105, e negativos
para CD34, CD31, CD117 e CD45. Porém, os marcadores tipicamente
positivos para células-tronco mesenquimais CD18, CD31 e CD271 sao
negativos em  condroprogenitores. Os  autores concluem que
condroprogenitores estdo intimamente relacionados com células-tronco
mesenquimais, mas apresentam uma interface celular distinta. Este estudo
contribui no entendimento dos marcadores de superficie de condroprogenitores,
e para o entendimento de que, apesar de semelhancas, sao células diferentes

das células-tronco mesenquimais de medula 0ssea.
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Wang et al.’’, em 2020, comparam condroprogenitores migratérios de
cartilagem articular humana de joelhos com osteoartrite em areas de lesbes
profundas ou superficiais (graus 1-2 de Outerbridge contra graus 3-4). Ha maior
migracdo de células em areas de lesdes mais graves. Caracteristicas
morfologicas, proliferativas e de formacdo de colénia sdo semelhantes nas
populacdes obtidas de lesGes mais ou menos graves. Por outro lado, células de
lesbes mais graves expressam mais CD271 (32,5% contra 22,5%), relacionado
ao catabolismo da matriz extracelular. Além disso, condroprogenitores de leséo
mais graves tém maior capacidade osteogénica e adipogénica e menor
condrogénica, além de maior resposta quimiotatica a liquido sinovial de
osteoartrite. Os autores inferem que as alteracdes de condroprogenitores em
lesbes mais graves, em comparacdo com lesdes iniciais, esta relacionada a
fisiopatologia da progresséo da osteoartrite. Os autores demonstram diferencas
biologicas entre condroprogenitores migratorios extraidos de lesdes graves ou
iniciais na osteoartrite. Fica claro que estas células tém papel na resposta de
reparo natural (mas ineficaz) na osteoartrite, e que 0 meio em que se
encontram tém interferéncia nas suas propriedades biologicas.

Carluccio et al.88, em 2020, reportam sucesso na obtencdo de
condroprogenitores migratérios obtidos de cartilagem osteoartritica humana
guando o explante € realizado em meio de cultura enriquecido com lisado de
plaguetas, em comparag¢ao ao insucesso na maioria das amostras utilizando
soro fetal bovino. Além disso, a proliferacdo foi maior com uso de LP. De
forma inovadora, os autores mostram que condroprogenitores ndao tém

potencial tumorigénico, usando ensaio in vitro crescimento independente de
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ancoragem em metilcelulose e ensaio in vivo com camundongos
imunodeficientes. Desta forma, este € o primeiro estudo demonstrando a
seguranca do uso de condroprogenitores autdlogos com relacdo a
tumorigénese. E interessante notar que, diferente de estudos prévios, os
autores ndao sdo bem-sucedidos em extrair condroprogenitores com uso de
meio suplementado com soro fetal bovino. Pode-se inferir que diferencas no
meio de cultura e técnica de cultivo sdo importantes para 0 sucesso ou
insucesso na obtencao das células.

Janssen et al.?%, em 2021, avaliam mecanismos de regulacdo de
condrogénese em condroprogenitores. O nocaute do gene RUNX2 provocou
a diminuicdo de deposicdo de colageno |, e mais acentuadamente de
colageno I, em contraste com estudo prévio*® (revisado anteriormente neste
texto), que mostrou que o "knockdown" de RUNX2 aumenta o potencial
condrogénico. Os autores inferem que é importante uma funcdo minima de
RUNX2 para diferenciacdo condrogénica de condroprogenitores. Ja a
inativacdo de RAB5C, proteina envolvida em trafego endossomal, aumenta o
potencial condrogénico, avaliado pela expressdo de marcadores como o trio
SOX (SOX5, SOX6 e SOX9) e aumento da deposicdo de colageno tipo II,
sem mudanca na deposicao de colageno tipo I, e ndo impede a proliferacéo
e deposicdo de matriz extracelular em modelo animal com camundongos
"nude”. Este estudo € relevante ao demonstrar a interrelacdo de SOX e
RUNX2 na resposta condrogénica e osteogénica, apesar de RUNX2
estimular osteogénese em detrimento de condrogénese, sua inativacao

completa ndo é desejada.
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Vinod et al.°, em 2021, obtiveram culturas de células obtidas de
cartilagem articular de joelho com osteoartrite, isoladas apods digestédo
enzimatica e ensaio de adesdo a fibronectina  (supostos
"condroprogenitores”) ou isoladas por migracdo de explante. Células
migratorias demonstram menor expressdo de marcadores de hipertrofia
(RUNX2 e COL1Al1l) e maiores niveis de marcadores condrogénicos
(agrecano e razdo COL2A1/COL1A1).

Vinod et al.®t, em 2023, comparam células isoladas por explante da
cartilagem de joelhos adultos com osteoartrite ou de cartilagem articular de
joelhos de fetos humanos. As células derivadas de cartilagem fetal apresentam
menor expressdao de CD106 e maior de CD146 em comparacdo as células
adultas. Além disso, as células fetais demonstraram niveis significativamente
mais altos de expresséao de glicosaminoglicanos e colageno tipo 2.

Vinod et al.®?, em 2023, comparam quatro métodos de isolamento de
células migratérias de explante de cartilagem proveniente de joelhos com
osteoartrite: 1) fragmentos grandes de 8 mm a 15 mm cultivados continuamente;
2) fragmentos de 8 mm a 10 mm, que apds 48 horas de cultura sédo banhados
por solucdo de colagenase 0,1% por duas horas, para "amolecimento” da matriz
extracelular; 3) fragmentos pequenos de 1 mm cultivados continuamente; 4)
fragmentos muito grandes, de 25 mm, que apds 48 horas sofreram lesdo por
arranhadura com agulha, e apds 7 dias foram suspensas. Os guatro métodos
resultam em células com perfis de marcadores de superficie, expressédo génica
condrogénica e hipertrofia similares. Mas o tempo de migracéo foi maior quando

usados os fragmentos menores, de apenas 1 mm.
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3.2 Comparacao de células condrais migratorias obtidas por explante
de cartilagem e células condrais obtidas por digestdo enzimatica da
cartilagem articular

Abaixo sdo revisados os estudos que comparam diretamente células
extraidas por digestdo enzimatica, tradicionalmente denominados
condrocitos, com células migratorias extraidas de forma seletiva pela sua
capacidade de migracdo de explante de tecido condral, denominadas na
literatura recente de "condroprogenitores migratorios”. No contexto de
terapia celular para cartilagem, entender as diferencas e semelhancas é
essencial para inferir pros e contras, ou até mesmo superioridade ou
inferioridade, com relacdo ao seu uso clinico.

Koelling et al.*8, em 2009, comparam condroprogenitores migratérios
com condrdcitos em primeira passagem. Ambos foram obtidos de cartilagem
articular de joelhos humanos com osteoartrite: condroprogenitores por
explante de fragmentos adjacentes a area de maior defeito Osseo, e
condrécitos por digestdo enzimatica de uma area sem lesdo visivel.
Condrdcitos apresentam alta expressao de colageno 2, niveis intermediarios
de SOX9 e baixos niveis de coldgeno | e RUNX2. Ja condroprogenitores
apresentam niveis intermediarios SOX9 e colageno tipo Il e altos de
colageno | e de RUNX2. Na andlise imunocitoquimica, condrdcitos séo
positivos para SOX9 e agrecano, e negativos para RUNX2, enquanto
condroprogenitores sao positivos para SOX9, RUNX2 e colageno I. Na
analise de citometria intracelular, condrdcitos sdo positivos para SOX9,

CD29 (beta 1 integrina) e CD49e (alfa 2 integrina), enquanto
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condroprogenitores sdo positivos para CD29, CD49c (alfa 3 integrina) e
CD49e. Na citometria de superficie, condroprogenitores tiveram maior
expressdo que condrécitos de CD13, CD44 e CD73 e menor de CD29,
CD90, e CD105. Enquanto condroprogenitores sdo capazes de
diferenciacdo condrogénica, adipogénica e osteogénica, condrdcitos em
primeira passagem sao incapazes. A suplementagao do cultivo de TGFB3 e
BMP-6 provoca aumento no nivel de RNAm para colageno Il e diminui¢éo
para colageno I, RUNX2 e metaloproteinase 13, mas ndo causa alteracéo na
SOX9. Ja o "knockdown" de RUNX2 (por interferéncia por RNA) provoca
diminuicdo na expressao de colageno | e metaloproteinase 13, e aumento da
expressdo de SOX9, colageno Il e agrecano. Portanto, o bloqueio de
expressdo de RUNX2 aumenta o potencial condrogénico dos
condroprogenitores. Alguns detalhes sdo especialmente relevantes neste
trabalho. Os dois tipos de células sdo extraidos de joelhos com osteoartrite.
Além disso, os condrdcitos foram avaliados em primeira passagem, quando
apresentam um fenétipo sabidamente mais diferenciado. Porém, este néo é
0 contexto clinico mais relevante na terapia celular de lesdes condrais, que €
dependente de um numero de células grande, e ndo disponivel na primeira
passagem. Portanto, a comparacédo de células em passagens mais tardias
seria relevante.

Seol et al.®?, em 2012, descrevem modelo ex vivo de areas lesadas
por trauma contuso em cartilagem articular bovina e humana saudaveis. As
areas contundidas no tecido osteocondral apresentam repovoamento por

células apés 5 dias. Os autores inferem que a grande quantidade de células


https://paperpile.com/c/RO0Hj2/HUcjC

REVISAO DA LITERATURA - 42

ndo pode ser justificada somente por migracdo, mas também por alta
proliferacéo celular. Os autores cultivam condroprogenitores que migram a
partir do explante de cartilagem contundida e condrécitos a partir de digestao
enzimatica da cartilagem, havendo crescimento mais rapido de
condroprogenitores. Condroprogenitores cultivados apresentam capacidade
de diferenciacdo condrogénica e osteogénica, porém pouca de diferenciacéo
adipogénica. Avaliou-se a expressdo génica por técnica de microarray de
condroprogenitores recém suspensos de placa de cultura de explante (sem
passagem para cultura secundaria), e de condrdcitos in situ na cartilagem
articular. Condroprogenitores expressam mais marcadores de células-tronco
(como membro 2 da subfamilia G de transportadores de cassetes de ligacao
de ATP [ABCG2], RUNX2 e notch-1), expressam também mais moléculas
relacionadas a inflamacdo e migracdo celular (IL-6, SDF-1, IL-8), ao
catabolismo de matriz (metaloproteinase de matriz 1 e 13), a proliferacédo
celular (ciclina B1 e D1) e SOX9 (regulador chave de fenétipo condral), e
expressam, por outro lado, menos genes para componentes de matriz
extracelular (colageno tipo Il, aggrecan, proteina oligomérica de cartilagem
[COMP]). Condroprogenitores expressam altos niveis de lubricina
(proteoglicano 4 - PRG4). Condroprogenitores, em comparacdo com
condrdcitos, apresentam maior atividade de migracdo, e maior resposta
quimioatrativa com exposicéo a lisado celular e proteina nuclear B1 do grupo
de alta mobilidade (HMGB1). O bloqueio de HMGB1 suprimiu resposta
quimioatrativa de forma significante na exposicdo a lisado celular. Os

autores inferem que a morte de condrécitos apos trauma é o principal fator
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de ativacdo de condroprogenitores no tecido nativo, por mecanismo mediado
por HMGB1l. Por fim, os autores concluem que condroprogenitores
participam da resposta ao reparo de danos a cartilagem, pelo povoamento
de zonas contundidas por condroprogenitores, mas que sua alta expressao
de citocinas inflamatérias e metaloproteinases pode levar a inflamacéao e
degeneracdo de articulacbes lesionadas. Por outro lado, essas
caracteristicas podem se dever a uma fase inicial de resposta ao dano, e a
expressado de lubricina pode estar relacionada a restauracéo de lubrificacéo
na cartilagem danificada. Este estudo demonstra que a cartilagem sem
osteoartrite, traumatizada, tem resposta de repovoamento celular com
condroprogenitores migratérios, e fazem comparacdo com condrdcitos
obtidos por digestdo enzimatica.

Zhou et al®¥, em 2014, comparam a expressdo génica de
condroprogenitores obtidos por explante de cartilagem articular bovina
saudavel, apdés trauma por arranhadura da superficie condral, com
condrécitos e sinoviécitos. 24 mil genes sao analisados por "microarray".
Condroprogenitores expressam menos genes para proteinas matriz da
cartilagem articular, e mais genes para citocinas inflamatérias. Em analise de
PCR confirmatéria, condroprogenitores expressavam menos genes para
proteinas da matriz (colageno Il, aggrecan, proteina de ligacdo, COMP), e
mais genes para interleucina 8, ligante 2 do receptor de quimiocina de
motivo C-C (CCL2), porém, ndo ha diferenca da expressdo de SOXO.
Condroprogenitores depositaram menos glicosaminoglicanos sulfatados em

cultura de botdo celular. Os autores concluem que condroprogenitores sao
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fenotipicamente mais semelhantes com sinovidcitos que condrocitos. Os
autores inferem que condroprogenitores ndo sdo mais apropriados que
condrécitos para regeneracdo de matriz. Este € mais um estudo que
demonstra a obtencdo de condroprogenitores migratérios de cartilagem
saudavel, porém, a sua capacidade de condrogénese foi menor que a de
condracitos.

Zhou et al.®®, em 2016, avaliam atividade fagocitica de
condroprogenitores obtidos por explante de cartilagem articular bovina
saudavel, apdés trauma por arranhadura da superficie condral, com
condrécitos e macréfagos. Condroprogenitores e macréfagos, em
comparacao com condrdcitos, apresentam maior internalizacdo de debris de
condrécitos marcados. Condroprogenitores, em comparacdo com
condrocitos, expressaram mais marcadores relacionados com fagocitose.
Baseado nesses achados, em conjunto com os do estudo prévio do grupo®4,
os autores inferem que condroprogenitores podem cumprir funcdo na
resposta a lesdo e reparo tecidual na cartilagem, iniciando a cascata
inflamatoria, clareando debris celulares e de matriz, e potencialmente
iniciando processo de reparo na matriz. Isto seria de imensa importancia,
uma vez que a cartilagem € tecido sem acesso vascular para células do
sistema imune responsaveis por iniciar o processo de resposta a dano na
maioria dos tecidos. Este trabalho demonstra a capacidade de clareamento
de debris por condroprogenitores, propriedade relevante no processo de

reparo ou regeneragao condral.


https://paperpile.com/c/RO0Hj2/6ryBL
https://paperpile.com/c/RO0Hj2/qrrZJ

REVISAO DA LITERATURA - 45

Wang et al.®, em 2019, comparam condroprogenitores migratérios
obtidos por explante e condrocitos obtidos por digestdo enzimatica de
cartilagem articular humana sadia (apdés amputacdo traumatica por acidente).
Condroprogenitores, em comparacdo com condricitos, apresentam
diferenciacdo osteogénica e adipogénica mais intensas, uma maior resposta a
HMGB (quimioatrativo apds lesdo condral). Na citometria de fluxo,
condroprogenitores tém positividade para CD29 (72,44%), CD90 (90,67%), e
CD105 (84,67%), consideravelmente maior que condrdcitos (CD29, 66,15%;
CD90, 4,86%; e CD105, 6,11%). Ambos sdo negativos para marcador
endotelial ou hematopoiético CD31 (4,6% contra 6,04%) e CD45 (4,47% contra
5,51%). Em andlise de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
PCR), foram demonstradas as expressoes relativas de condrocitos com relacédo
a condroprogenitores para os genes: ABCG2 (0,25 vezes), Notch-1 (0,13
vezes), RUNX2 (0,21 vezes), SOX9 (18,6 vezes), aggrecan (5,1 vezes),
colageno 1l (22,2 vezes), e PPAR-y (0,13 vezes). Apds tratamento com plasma
rico em plaquetas (PRP), condroprogenitores tém, em comparacdo com
condrdcitos, maior capacidade de proliferacdo. Em modelo in vivo de lesédo
condral em coelhos, implantes de PRP com condroprogenitores,
diferentemente dos condrdcitos, apresentaram capacidade de condrogénese.
Os autores concluem que condroprogenitores podem ser uma fonte de células
para terapia de cartilagem superior a condrdcitos. Este trabalho demonstra a
viabilidade de extracdo de células migratérias da cartilagem articular de joelhos
saudaveis, sem osteoartrite. Além disso, relata uma maior capacidade
condrogénica in vivo de condroprogenitores migratorios de cartilagem sadia

com relagéo a condrocitos, quando estimulados por PRP.
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Carluccio et al.88 em 2020, comparam condroprogenitores
migratorios, obtidos de explante cartilagem de osteoartrite humana, com
condrocitos, obtidos por digestdo enzimatica do mesmo material, e a
influéncia de meio enriquecido por lisado de plaguetas em comparacdo com
soro fetal bovino. As analises séo realizadas em segunda passagem. Os
autores ndo tém sucesso no cultivo de condroprogenitores com uso de soro
fetal bovino, apenas com LP. Tanto condrécitos quanto condroprogenitores
apresentam marcadores relacionados a células-tronco mesenquimais.
Condroprogenitores apresentam menor expressdo de CD166 que
condrécitos tratados com LP, enquanto condrécitos ndo tratados séo
negativos para CD166. O uso de plaguetas diminui marcadores de
senescéncia nos dois tipos celulares. Condroprogenitores e condrdcitos
suplementados com LP tém capacidade semelhante de formar colbnias
guando semeados em baixa densidade, mas condrécitos sem uso de LP néo
formam colbnias nesse ensaio. A expressdo de nestina (um marcador de
indiferenciacdo) € maior em condroprogenitores. Com relacdo a marcadores
condrogénicos, colageno Il é mais expressado por condrdcitos
suplementados com soro fetal, seguido de condroprogenitores e condrocitos
suplementados com LP, enquanto para SOX9, a expressdo também é maior
em condrdcitos suplementados com soro fetal, mas semelhante entre
condroprogenitores e condrécitos suplementados com LP. Tanto
condroprogenitores guanto condrqcitos, independentemente da
suplementacado, sdo capazes de diferenciacdo condrogénica, adipogénica e

osteogénica, confirmando que os dois tipos celulares sdo multipotentes.
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Além de estudar o potencial de LP como suplementacdo em terapia celular
para cartilagem, € interessante notar que os autores ndo obtiveram sucesso
no cultivo de condroprogenitores com soro fetal bovino.

Wagner et al.®®, em 2021, investigam os efeitos migratérios da
proteina nuclear B1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1), molécula
guimioatrativa e pro-inflamatoria liberada por morte celular, em condrécitos e
condroprogenitores migratérios obtidos de cartilagem de joelho humano com
osteoartrite. A expressdo de HMGBL1 na cartilagem doente e nos condrocitos
da cartilagem doente é maior do que em espécimes saudaveis. HMGB1,
RAGE, e TLR4 sdo expressos por condroprogenitores e condrdcitos. A
estimulacdo com HMGB1 aumenta a migracdo de condroprogenitores. Os
autores concluem que HMGB1 € produzido por condrécitos e € um atrativo
para condroprogenitores, com possivel relevancia da fisiopatologia de lesées
condrais e osteoartrite. Este estudo elucida possiveis mecanismos de
interacdo entre condroprogenitores e condrdcitos no reparo tecidual da

cartilagem.
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O presente estudo foi realizado no Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, em parceria com o Laboratério de
Investigactes Médicas 19 (LIM-19) do Instituto do Coracdo da FMUSP.

Foi obtida aprovacdo da Comissdo de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo sob o numero: 46438821.2.0000.0068 (Anexo B), sendo obtido
termo de consentimento esclarecido dos doadores de material biolégico
(Anexo C).

Trata-se de estudo experimental laboratorial, pré-clinico, de
caracterizacdo de linhagens de cultura celular obtidas de tecidos

humanos.
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4.1 Critérios de incluséo

Foram selecionados doadores voluntarios para obtencdo de amostra

de cartilagem articular seguindo os seguintes critérios:

Critérios de Incluséo:

- Paciente do Grupo de Joelho do IOT-HCFMUSP, em
programacao para cirurgia por artroscopia do joelho para
tratamento de lesdo meniscal ou ligamentar, de acordo com a
rotina normal do grupo.

- ldade entre 18 e 55 anos.

Critérios de exclusao:

- Doenca inflamatoéria, infecciosa.

- Auséncia de consentimento ou incapacidade de compreensao do
termo de consentimento.

- Nao realizacao da cirurgia programada por qualquer motivo.
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4.2 Obtencao de material bioloégico

No momento da cirurgia para o tratamento habitual de sua doenca, os
pacientes foram submetidos a biopsia de cartilagem. Apds inspecao
artroscopica do joelho de rotina, foi realizada bidpsia de cartilagem, fora de
area de carga, na borda lateral do troclea ou do intercondilo (Figura 1). Foi
utilizada goiva artroscopica especifica, de forma a retirar um fragmento de 5
mm por 10 mm de cartilagem com espessura total, sem violagcdo do 0sso

subcondral (Figura 2).

Figura 1 - Visualizacdo por artroscopia de bidpsia da cartilagem articular do joelho,
sendo elevada por uma goiva artroscopica

Figura 2 - Amostra de cartilagem retirada por biépsia artroscépica
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O fragmento foi imediatamente transferido para tubo plastico com
fundo cbnico de 15 mL, contendo 10 mL de solucao fisioldgica (NaCl 0,9%) e
encaminhado para o Laboratério de Histocompatibilidade e Imunidade

Celular (LIM-19), onde foi processado imediatamente.

4.3 Obtencédo das células por método enzimatico (tripsina/colagenase)
(grupo colagenase)

As amostras foram lavadas trés vezes em solucdo tampéao fosfato-
salino (Phosphate-Buffered Saline - PBS) contendo antibi6ticos (penicilina
100 Ul/mL e estreptomicina 100 pg/mL). Foi realizada a dissociagao
mecanica das amostras em placas de cultura, com auxilio de lamina de
bisturi, até a obtencdo de pequenos fragmentos homogéneos. Os
fragmentos foram transferidos para tubo plastico com fundo cénico de 15 mL
contendo 5 mL de tripsina 0,25% e mantido em estufa a 37 °C, sob agitacao,
por 30 minutos. Apés esse periodo, a amostra foi centrifugada por 8 min a
300 x g em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e foi
acrescentado ao material centrifugado 5 mL de solucéo de colagenase 0,3%
(p/v), sendo incubada em estufa a 37 °C sob agitacdo por 2 horas. A
amostra foi centrifugada por 5 minutos a 300 x g em temperatura ambiente e
lavada 3 vezes com PBS.

As células foram transferidas para placas de cultivo de 8,5 cm? de
area de crescimento (Corning®) e preenchidas com 5 mL de meio de cultivo
completo (DMEM low glucose, suplementado com penicilina 100 UIl/mL,

estreptomicina 100 yg/mL e 10% de soro fetal bovino [SFB]). As células
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foram mantidas em incubadora a 37° C, em atmosfera imida e com 5% de
CO2. Apos 48 horas de cultivo, ocorreu a primeira substituicdo do meio de
cultura, seguida por trocas de 70% do volume total do meio a cada trés dias.
Quando as ceélulas alcancaram 80% de confluéncia, foi executado o
procedimento enzimético padrdo com tripsina-versene-EDTA (ATV) para
expandir as células, que foram entdo criopreservadas até serem utilizadas

nos expe rimentos.

4.4 Obtencdo de condroprogenitores migratérios por explante (grupo
explante)

As amostras foram lavadas em PBS por trés vezes e, em seguida,
dissociadas mecanicamente em uma placa de cultivo de 56,5 cm2 (Corning®)
com o auxilio de uma lamina de bisturi, gerando fragmentos homogéneos e
pequenos. Os pedacos de tecido foram incubados em uma estufa a 37 °C,
em atmosfera imida e com 5% de COg, por 15 minutos sem a presenca de
liquidos. Depois desse tempo, 15 mL de meio de cultura completo foram
adicionados, e as células foram incubadas a 37 °C em atmosfera umidas e
com 5% de CO:z por 72 horas. Apds esse periodo, o meio de cultura foi
substituido e os fragmentos soltos de cartilagem foram removidos. Quando a
confluéncia das células atingiu 80%, o procedimento enzimatico padrdo com
ATV foi realizado para a expansao das células, que foram criopreservadas

até serem usadas nos experimentos.
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4.5 Congelamento e descongelamento das células

Apoés a realizacdo do procedimento enzimatico padrdao com ATV, as
células soltas da garrafa de cultivo celular foram transferidas para um tubo
plastico de fundo conico de 15 mL, e adicionado meio de cultura completo. O
tubo foi centrifugado a 300 x g por 7 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células foram criopreservadas em meio
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 10% de
dimetilsulféxido (DMSQ), na proporcéo de 1x10° células por mL de meio de
congelamento. As células foram armazenadas em ultrafreezer a - 80°C ou
nitrogénio liquido.

O descongelamento das células foi realizado rapidamente em banho-
maria a 37 °C. As células foram cultivadas em meio DMEM completo e
transferidas para uma garrafa de cultivo celular de 75 cm?, mantida em
incubadora a 37 °C com atmosfera umida e 5% de COs-.

Todos os experimentos foram realizados com células na passagem 4
(p4). A contagem de passagem ocorreu sempre que 0 procedimento
enzimatico padrao com ATV foi realizado, quando as células atingiram 80%

de confluéncia.
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4.6 Imunofenotipagem

A caracterizacdo das células foi determinada pela analise de
proteinas de membrana utilizando citometria de fluxo. Os antigenos foram
identificados por meio de diferentes anticorpos monoclonais conjugados com
fluorocromos: isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein
isothiocyanate) e ficoeritina (PE, do inglés phycoeritin). Controles de
marcacao inespecifica foram usados para calibrar o equipamento, analisar
os resultados e definir a positividade da amostra.

ApoOs a dissociacao celular por ATV, as células foram quantificadas e
distribuidas em aliquotas de 5x10° células em tubos especificos para
citometria (Becton Dickinson®, EUA). Em cada tubo, foi adicionado 1 mL de
PBS para remover o meio de cultivo, seguido de centrifugacdo por 7 minutos
a 300 G em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram incubadas
com anticorpos monoclonais CD29 (CD2004-RPE), CD90 (MHCD9001-
FITC), CD105 (MHCD10504-RPE), CD34 (CD34-581-FITC), CD117
(CD11704-RPE), CD45 (MHCD4504R-PE), CD14 (MHCD1404-RPE) e
CD80 (MHCD8001-FITC), HLA-DR (11-9956-42) da Invitrogen, EUA, na
diluicdo 1:100, por 60 minutos em temperatura ambiente e protegidas da luz.

Posteriormente, 1 mL de PBS foi adicionado e as células foram
centrifugadas a 300 x g por 7 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi homogeneizado e
ressuspenso em 500 pL de solucdo de paraformaldeido (Sigma-Aldrich®,

EUA) 1% em PBS.
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As células, adequadamente marcadas, foram analisadas utilizando o
citbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson®, EUA). A intensidade da
fluorescéncia capturada pelo citdmetro foi avaliada no software FlowJo V.10
(Becton Dickinson®, EUA). Em cada amostra, foram adquiridos 10.000
eventos. Os resultados foram apresentados e analisados como histogramas
e como porcentagem da populacéo celular que exibiu resposta positiva para

cada anticorpo.

4.7 Plasticidade das células provenientes de cartilagem articular
4.7.1 Diferenciacdo osteogénica

As células foram semeadas em uma concentracdo de 0,5 x 103
células por poco em placas de 96 pocos e cultivadas em meio completo, em
incubadora a 37 °C com atmosfera iumida e 5% de CO: até alcancarem 70-
80% de confluéncia. Quando a confluéncia desejada foi atingida, o meio
completo foi substituido pelo meio indutor de diferenciacdo osteogénica
(Stem Cell Technologies®). Os controles de indiferenciacdo foram mantidos
apenas com meio completo. A placa foi incubada a 37°C, com atmosfera
Uumida e 5% de CO:2 por 21 dias, trocando o meio de cultivo trés vezes por
semana.

Apbs 21 dias, o meio de diferenciagdo osteogénica foi removido e as
células lavadas duas vezes com PBS. Em seguida, foram fixadas com
solucdo de paraformaldeido 4% por 2 horas. Realizaram-se duas lavagens
adicionais com PBS e as células foram coradas com 100 pL de solucdo de

Alizarina Red (Sigma-Aldrich®, EUA) por 3 minutos, a fim de visualizar a
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producdo de ions calcio pelas células tratadas e confirmar a diferenciacao
O0ssea. As células foram lavadas trés vezes com PBS e as imagens foram
capturadas utilizando um microscépio invertido com contraste de fase
(Zeiss®). A solucdo de Alizarina Red foi preparada dissolvendo 2 g do
corante em 100 mL de agua MiliQ® e ajustando o pH para 4,2 com hidréxido

de amonio.

4.7.2 Diferenciacdo adipogénica

As células foram semeadas em uma concentracdo de 0,5 x 103
células por poco em placas de 96 pocos e cultivadas em meio completo, em
incubadora a 37 °C com atmosfera iumida e 5% de CO: até alcancarem 70-
80% de confluéncia. Ao atingir a confluéncia desejada, o meio completo foi
substituido pelo meio indutor de diferenciacdo adipogénica (Stem Cell
Technologies®). Os controles de diferenciacdo foram mantidos em meio
completo e a placa foi incubada a 37 °C, com atmosfera Umida e 5% de CO:
por 14 dias, trocando o meio de cultivo trés vezes por semana. A
diferenciacédo adipogénica foi confirmada pelo acumulo de vacuolos lipidicos
citoplasmaticos neutros por meio da coloracdo com Oil Red O (Sigma-
Aldrich®, EUA).

Apbs o periodo de diferenciacdo, o meio indutor foi removido, as
células foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas com paraformaldeido
4%. Em seguida, as células foram coradas com 100 pL de solucdo de Oil
Red O por 15 minutos a temperatura ambiente. Depois da incubacao, as

células foram lavadas duas vezes com PBS para remover 0 excesso de
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corante e as placas de cultura foram visualizadas em microscoépio invertido
com contraste de fase. A solucdo estoque do corante foi preparada com 0,5
g de Oil Red O dissolvido em 100 mL de isopropanol, seguida de filtracao.
Para as coloracfes, a solucao de trabalho foi preparada misturando 20 mL

da solugédo estoque com 30 mL de agua MiliQ®, seguida de filtragéo.

4.7.3 Diferenciacdo condrogénica

As células foram semeadas na concentragcado de 1,0 x 10° células em
microtubos de polipropileno de 2,0 mL e centrifugadas a 200 x g por 10
minutos a temperatura ambiente. O meio de cultura foi trocado com cuidado
para ndo desfazer o botdo celular. Utilizou-se meio indutor de diferenciacéo
condrogénica (Stem Cell Technologies) ou meio completo para as células
destinadas ao controle de indiferenciacdo. O meio de cultura foi trocado trés
vezes por semana, e 0s microtubos foram mantidos em incubadora a 37 °C,
atmosfera umida e 5% de CO: por 21 dias.

A diferenciacdo condrogénica foi confirmada pela coloracdo de
Safranina O (Sigma-Aldrich®). Apés a diferenciacdo, o meio indutor foi
descartado, as células lavadas duas vezes com PBS e fixadas com
paraformaldeido 4%. Em seguida, as células foram coradas com solucdo de
Safranina O 0,1% por 3 minutos a temperatura ambiente. Depois da
incubacédo, as células foram lavadas duas vezes com PBS para remover o
excesso de corante e visualizadas em um microscépio invertido com
contraste de fase. A solucdo de Safranina foi preparada dissolvendo 0,05 g

do corante em 50 mL de agua MiliQ®.
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4.8 Detecgdao das proteinas, colageno |, colageno Il, Nanog, PPARYy,
RUNX2, SOX2, SOX9 por imunofluorescéncia indireta quantitativa
high-content screening

As células foram semeadas em microplacas pretas de 96 pocos de
fundo chato (Corning®), na concentracéo de 1,5 x 103 células por poco, e
cultivadas em meio completo a 37 °C, atmosfera umida e 5% de CO: por 24
horas. Apds esse periodo, as células foram fixadas com paraformaldeido 4%
(Sigma Aldrich) por 2 horas a 4 °C. As placas foram lavadas com Dulbecco's
Phosphate Buffered Saline (DPBS) e as células permeabilizadas com
solucéo de Triton X-100 0,1% a 4 °C por 15 minutos, seguido do bloqueio
com BSA 5% por 40 minutos a temperatura ambiente.

Depois do bloqueio, as células foram incubadas por 16 horas com
anticorpos para Colageno |, Colageno Il, Nanog, PPARy, RUNX2, SOX9,
SOX2. Detalhes sobre cada anticorpo utilizado estao disponiveis no Anexo
D.

Apos incubacdo com os anticorpos anti-Colageno |, Colageno II,
PPARy, SOX2, as células foram incubadas por 2 horas com anticorpo
secundario anti-rabbit AlexaFluor® 488 (diluicdo 1:500; A-11008- Molecular
Probes) e com Hoechst 33342 (0,1 mg/mL).

As células incubadas com anticorpos anti-RUNX2 e Sox9 foram
incubadas por 2 horas com anticorpo secundario anti-mouse R-phycoerythrin
(diluicdo 1:500; P852- Molecular Probes®) e com Hoechst 33342. Os
anticorpos Nanog ja sdo marcados com AlexaFluor® 488 e foram incubados

apenas com Hoechst 33342 por 2 horas. Apos a incubagéo, as células foram
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lavadas duas vezes com DPBS e as imagens capturadas utilizando o
equipamento ImageXPress Micro High Content System (Molecular Devices®,
CA, USA). Foram adquiridas imagens de cinco sitios por poco e dois pocos
marcados com 0 mesmo anticorpo. A intensidade de fluorescéncia das
células e a porcentagem de células positivas foram determinadas usando o

Software Cell Scoring MetaXpress®.

4.9 Analise de expressdo génica dos marcadores de diferenciacdo
celular

4.9.1 Extracdo do RNA total

ApoOs o crescimento celular e dissociacdo enzimatica, as células foram
contadas e alocadas em microtubos de 1,5 mL com 1 x 10® células por
microtubo. Os microtubos foram centrifugados a 200 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante (meio de cultura) foi descartado e 1
mL de Trizol (Invitrogen®) foi adicionado a cada microtubo, com as amostras
armazenadas em freezer a - 20°C por no minimo 24 horas. Apds o
descongelamento a temperatura ambiente, 200 mL de cloroférmio (Sigma®)
foram adicionados as amostras, seguido de agitacdo vigorosa e incubacao
por 3 minutos em temperatura ambiente. Depois, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. Na etapa subsequente a
extracdo, o RNA foi precipitado utilizando 500 pL de &lcool isopropilico
(Sigma®) gelado para cada microtubo. As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos e, em seguida, centrifugadas a 12.000

X g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 1 mL de etanol



METoDOS - 61

75%, diluido em agua livre de RNAse, foi adicionado ao RNA precipitado. As
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos
a 4 °C. Novamente, o sobrenadante foi descartado e cada amostra recebeu

20 pL de agua livre de RNAse.

4.9.2 Tratamento com DNAse

O kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega®) foi utilizado.
Resumidamente, as amostras de RNA foram diluidas em agua livre de
RNAse, garantindo 1 mg de RNA no volume final de 8 mL. O material foi
incubado com a enzima RQ1 DNase 1U/yL e com RQ1 DNase Reaction
Buffer 1X a 37 °C por 30 minutos para digestdo do DNA gendémico. Apés a
incubacéo, o tampdo RQ1 DNase Stop foi adicionado para inativar a enzima,

seguido de incubacado a 65°C por 10 minutos.

4.9.3 Sintese do cDNA

Com o RNA tratado com DNAse, a transcricao reversa foi realizada
para sintese do cDNA usando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems®, EUA), incluindo os seguintes componentes: dNTPs
(4 mM de cada), primers (20 pmol), enzima transcriptase reversa (1,0 uL) e 1
X buffer (2,0 pL). As condicdes ideais para as reacgdes foram 25 °C por 10
minutos, 37 °C por 120 minutos e 85 °C por 5 minutos, usando o

termociclador XP cycler (Bioer technology®, China).
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4.9.4 Avaliacado dos genes envolvidos na diferenciacéo celular

A analise da expressdo génica dos genes relacionados a
diferenciacéo celular foi realizada por PCR em tempo real. A expressao de
RNAmM foi normalizada com base na expressdo do gene endogeno GAPDH
(Thermo Fisher®, EUA — 402869). Os ensaios foram feitos em duplicata, e a
variacdo nos valores de Cycle of Threshold (CT) entre as duplicatas néo
excedeu 0,5. Cada ensaio incluiu uma amostra de referéncia e um controle
negativo de amplificacdo, sem adicdo de amostra. O termociclador 7500
Fast Real-Time PCR System (Life Technologies®, EUA) foi usado com as
seguintes condi¢Bes: 95°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s
e 60 °C por 30 s. Os primers foram obtidos da DNA Integrated Technologies,
utilizando-se ensaios pré-desenhados para sondas hidrolisaveis, conforme
Quadro 1, e o Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®) foi

empregado.

Quadro 1 - Primers utilizados para andlise de diferenciacéo celular

Genes SEQ REF Assay ID (IDT Technologies®)
RUNX2 NM_001024630(3) Hs.PT.56a.19568141
ALPL NM_001127501(3) Hs.PT.56a.40555206
Osteocalcina NM_199173(1) Hs.PT.56a.39318706.9
Osteopontina NM_001251829 Hs.PT.58.192522426
CEBPa NM_004364(1) Hs.PT.58.4022335.g
PPARg NM_005037(4) Hs.PT.58.25464465
Sindecan 1 NM_002997 Hs.PT.58.1366577

Perlecan NM_005529 Hs.PT.58.18698732
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4.10 Anélise de dados

As estatisticas foram analisadas com base nos dados obtidos em
ensaios conduzidos com células isoladas por digestdo enzimatica ou
explante. O teste t do software GraphPad Prism 8® foi utilizado para analise
dos dados. Os resultados foram apresentados como média + desvio padréo
de trés experimentos distintos, realizados em duplicata. Valores de P < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.



5 RESULTADOS
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Foram obtidas amostras finais de cartilagem de 8 voluntarios, sendo
cinco homens e trés mulheres, com idades entre 19 e 54 anos que foram
submetidos a procedimento cirdargico no Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. As amostras foram processadas utilizando
método enzimatico (quatro amostras - grupo colagenase) ou explante de
cartilagem (quatro amostras - grupo explante). Para o grupo explante, a
migracao progressiva de células entre o fragmento de tecido e o plastico da
placa de cultura foi observada (Figura 3). Uma das amostras do grupo
explante ndo resultou em células migratorias viaveis apos 90 dias, sendo
excluida das analises e substituida por coleta de amostra adicional. N&o
houve diferenca da média de idade entre os doadores dos grupos analisados

(35,0 + 12,0 € 32,0 + 12,0 p = 0,75).
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Figura 3 - Fotomicrografia de células migratérias a partir de explante de cartilagem.
A) 4 dias de cultura; B) 9 dias de cultura; C) 12 dias de cultura e D) 15 dias
de cultura. Células aderidas ao fundo das garrafas de cultivo celular em
forma de fibroblasto. Imagens obtidas com microscépio invertido Zeiss
Axio A.1 com objetiva de 10 X. Escalaigual a 200 pum

A morfologia das células em cultura foi semelhante entre os grupos,
com formato alongado, fusiforme e apresentando formato de fibroblasto
(Figura 4). O crescimento observado foi semelhante entre os grupos, com
tempo de dobramento de 2,55 dias para grupo explante e 2,98 dias para

grupo colagenase.
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Figura 4 - Fotomicrografia de culturas celulares. A) grupo explante e B) grupo
colagenase. Imagens obtidas com microscépio invertido Zeiss Axio A.l
com objetiva de 10 X. Escala igual a 200 um

5.1 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Foi realizada imunofenotipagem por meio de citometria de fluxo para
marcadores mesenquimais e ndo mesenquimais, na passagem P4, para
células dos dois grupos. Ambos 0s grupos expressaram, com positividade >
95%, CD29, CD90 e CD105, ao passo que nao expressaram os marcadores
de células hematopoiéticas e endoteliais CD14, CD34, CD45, CD80, CD117

e HLA-DR. Os resultados sé&o apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Tabelal- Resultados de citometria de fluxo para marcadores de
células-tronco mesenquimais

CD29 CD90 CD105
Explante 96,6 £ 0,22 100,0 + 0,16 97,4+ 0,36
Colagenase 95,4 £ 0,53 98,7 £ 0,22 97,8 £ 0,48

Resultados em porcentagem de células positivas + desvio padréo.
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Tabela 2 - Resultados de citometria de fluxo para marcadores de
células hematopoiéticas e endoteliais

CD14 CD34 CD45 CD80 CD117 HLA-DR
Explante 0,6+0,06 090,10 380,07 34+0,01 120,01 18=+0,05

Colagenase 1,2+0,04 13+0,01 21+0,02 29+001 03+001 0,5+0,02

Resultados em porcentagem de células positivas + desvio padréo.

5.2 Plasticidade das células provenientes de cartilagem articular

Para caracterizacdo da plasticidade das células, todas as amostras
foram submetidas a diferenciacdo multipotente em trés tipos celulares:
adipdcitos, osteoblastos e condroblastos, com a utilizacdo dos meios de
diferenciacéo comerciais padronizados.

Tanto células do grupo colagenase quanto explante tiveram
capacidade de diferenciacdo nas trés linhagens mesenquimais,
caracterizando-as como células multipotentes. A diferenciacdo adipogénica
foi confirmada pela observacdo de vacuolos lipidicos com a coloracédo Oil
Red (Figura 5 A e B). A osteogénica foi confirmada pela deposicao de célcio
fixado com a coloracdo Vermelho de Alizarina (Figura 5 C e D). Por fim, a
condrogénica foi confirmada pela formacdo do agregado celular

condrogénico, observada com a coloracdo de Safranina O (Figura 5 E e F).
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Figura5 - Imagens representativas da diferenciagdo em adipdcitos, ostedcitos e
condrdcitos. A e B: diferenciacdo adipogénica (Oil Red O); C e D:
diferenciagdo osteogénica (Alizarina Red); E e F: diferenciacéo
condrogénica (Safranina O). Grupo explante: A, C, E; grupo colagenase: B,
D, F. Imagens obtidas com microscépio invertido Zeiss Axio A.l. Escala
igual a 200 um em A,B, E e F e barra de calibragdo =50 mem Ce D
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5.3 Imunofluorescéncia indireta quantitativa high-content screening
5.3.1 Andlise das proteinas de indiferenciacdo NANOG e SOX2

Foram analisados os marcadores de indiferenciacdo Nanog e SOX2
por meio de imunofluorescéncia indireta nas células obtidas pela técnica de
explante ou colagenase. Ndo houve diferenca na expressao entre 0s grupos:
o fator transcricional Nanog foi positivo para 57,53% + 3,75% das células
obtidas por explante e 52,78% + 6,02% das células obtidas por colagenase
(p = 0,519; Gréfico 1). Ja SOX2 foi positivo para 8,38% + 3,01% das células
obtidas por explante e 8,08% + 2,98% das células obtidas por colagenase (p

> 0,999, Grafico 2).

Gréfico 1 - Andlise do fator de transcricdo de indiferenciacdo Nanog.
Os dados sao representados pela porcentagem de células
positivas e desvio padrdo para andlise do grupo explante e
do grupo colagenase. Foi utilizado o software Cell Scoring
MetaXpress Software para andlise de positividade. Foi
realizado o Teste t no software GraphPad Prism 8. p=0,5191
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Gréfico 2 - Andlise do fator de transcricdo de indiferenciagcdo SOX2. Os
dados sado representados pela porcentagem de células
positivas e desvio padrdo para analise do grupo explante e
do grupo colagenase. Foi utilizado o software Cell Scoring
MetaXpress Software para andlise de positividade. Foi
realizado o Teste t no software GraphPad Prism 8. p > 0,999
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5.3.2 Analise das proteinas RUNX2, SOX9 e PPARY
As proteinas RUNX2, SOX9 e PPARYy sao os fatores chaves para as
diferenciacdes osteogénica, condrogénica e adipogénica, respectivamente.
O fator transcricional RUNX2 foi expresso em todas as células
analisadas independente da origem de obtencdo. Foi observada maior
intensidade de fluorescéncia e consequentemente uma maior quantidade de
proteina RUNX2 quando as células foram obtidas pelo uso da colagenase

(4,47 + 3,51 x 10* contra 35,49 + 12,02 x 10% p = 0,038, Gréfico 3 e Figura 6).

Gréfico 3- Andlise do fator de transcricdo Runx2. Os dados sao
representados pela intensidade de fluorescéncia das
células que foi determinada utilizando o software Cell
Scoring MetaXpress Software. Foi realizado o Teste t. As
andlises estatisticas foram feitas no software GraphPad
Prism 8. p = 0,038
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100 um

Figura 6 - Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta da proteina Runx2. Os
nucleos das células estdo corados com Hoechst na cor azul, e a expressao
da proteina Runx2 estd em volta do nicleo na cor vermelha. A: grupo
explante; B: grupo colagenase. Barra de calibragdo = 100 pum

J4 o fator de transcricdo SOX9, chave para a diferenciacéo
condrogénica e producdo de matriz condral, ndo teve expressao diferente
nos grupos colagenase e explante (407,9 + 67,22 x 10* contra 327,9 + 79,76
x 104, p = 0,844, Gréfico 4). A Figura 7 demonstra marcacéo representativa

da imunofluorescéncia.
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Gréfico 4 - Andlise do fator de transcricdo SOX9. Os dados séo
representados pela intensidade de fluorescéncia das
células que foram determinadas utilizando o software Cell
Scoring MetaXpress Software. Foi realizado o Teste t. As
andlises estatisticas foram feitas no software GraphPad
Prism 8. p =0,844
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Figura 7 - Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta da proteina SOX9. Os
nucleos das células estdo corados com Hoechst na cor azul, e a expressao
da proteina SOX9 esta em volta do nacleo na cor vermelha. A: grupo
explante; B: grupo colagenase. Barra de calibragcdo = 100 um
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Por fim, o receptor hormonal PPARYy, essencial na diferenciagao
adipogénica e inibicho da osteogénese, teve marcacdo citoplasmatica
semelhante entre os grupos, enquanto a porcentagem de marcagdo nuclear
foi maior no grupo explante (40,34% + 8,23% contra 6,12% * 1,75%, p =

0,0159; Figura 8 e Gréficos 5).

100 um

Figura 8 - Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta do receptor PPARy. Os
nucleos das células estdo corados com Hoechst na cor azul, e a expresséo
da proteina PPARy estd em volta do nicleo na cor verde. A: grupo
explante; B: grupo colagenase. Barra de calibragdo = 100 um

Gréfico 5- Analise do fator do receptor PPARy. Os dados séo
representados pela porcentagem de marcacdo nuclear e
pela intensidade de fluorescéncia citoplasmética das
células. A porcentagem de células positivas foi determinada
utilizando o software Cell Scoring MetaXpress Software. Foi
realizado o Teste t. As analises foram feitas no software
GraphPad Prism 8. p = 0,0159
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5.3.3 Colageno I e colageno Il

A marcacado para colageno | foi maior no grupo colagenase que no
grupo explante (178,5 + 21,06 x 10* contra 88,32 + 25,88 x104, p = 0,03,
Grafico 6). A avaliacdo qualitativa das imagens demonstra, para 0 grupo
explante, ramificacfes citoplasmaticas que se expandem no substrato de
cultivo e expressdao homogénea da sintese de colageno I. Em contraste, no
grupo colagenase, a perda dos prolongamentos citoplasmaticos é evidente
na maioria das células, somadas a sintese exacerbada e heterogénea de

colageno |, na regido perinuclear e do complexo golgiense (Figura 9).

Gréfico 6 - Andlise do fator do colageno tipo I. Os dados séo
representados pela intensidade de fluorescéncia das
células. A intensidade de fluorescéncia foi determinada
utilizando o software Cell Scoring MetaXpress Software. Foi
realizado o Teste t. As analises foram feitas no software
GraphPad Prism 8. p = 0,003
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Figura 9 - Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta do coladgeno tipo I. Os
nucleos das células estdo corados com Hoechst na cor azul, e a expresséo
de colageno esta em volta do nacleo na cor verde. A e C: grupo explante; B
e D: grupo colagenase. Barra de calibragc&do = 100 pm

Da mesma forma, a marcacdo para colageno Il também foi maior no
grupo colagenase que no grupo explante (351,0 + 81,35 x 10* contra 66,0 +
14,01 x10 4, p = 0,004, Grafico 7). A avaliacdo qualitativa por imagem
mostra, para 0 grupo explante, uma discreta sintese da proteina, com
padrdo homogéneo em todo o citoplasma das células cultivadas. Em
contraste, no grupo colagenase, houve maior sintese de colageno I,
identificada na regido perinuclear e do complexo golgiense e a presenca de

vesiculas, evidenciadas pela imunomarcacao intensa (Figura 10).
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Gréfico 7 - Andlise do fator colageno tipo Il. Os dados séo
representados pela intensidade de fluorescéncia das
células. A intensidade de fluorescéncia das células foi
determinada utilizando o software Cell Scoring MetaXpress
Software. Foi realizado o Teste t. As andlises foram feitas
no software GraphPad Prism 8. p = 0,004
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Figura 10 - Fotomicrografia da imunofluorescéncia indireta do colageno tipo Il. Os
nucleos das células estdo corados com Hoechst na cor azul, e a
expressdo de coladgeno est4d em volta do nicleo na cor verde. A e C:
grupo explante; B e D: grupo colagenase. Barra de calibracdo = 100 um
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A razdo da marcacdo colageno ll/colageno | foi utilizada como
marcador do fenotipo condrogénico, e foi maior no grupo colagenase do que

no explante (5,34 £+ 1,15 contra 1,29 + 0,15, p = 0,0004, Gréfico 8).

Gréfico 8 - Anadlise da razdo entre o colageno tipo Il e colageno tipo I.
Os dados sao representados pela relagcdo entre o0s
colagenos. Foi realizado o Teste t. As anélises foram feitas
no software GraphPad Prism 8. p < 0,001
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5.4 Andalise de expressdo génica dos marcadores de diferenciacéo
celular

Foi analisada a expressdo dos genes relacionados a diferenciacao
das trés linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica, usando PCR
em tempo real. A analise da expressdo de RNA mensageiro foi normalizada
em relacdo a expressdo do gene endogeno GAPDH.

Os genes relacionados a diferenciacdo osteogénica testado foram
ALPL, RUNX2, osteocalcina e osteopontina. As células do grupo explante
tiveram uma maior expressdo do gene do ALPL (gene para fosfatase
alcalina, p = 0,02; Grafico 9), porém uma menor expressao do gene RUNX2
(p = 0,004; Grafico 10). J& as expressbes de osteocalcina e osteopontina

nao foram estatisticamente diferentes entre os grupos (Graficos 11 e 12).

Gréfico 9 - Expressdo do gene ALPL (fosfatase alcalina) para as
células da cartilagem obtidas por explante ou digestéo
enzimética por colagenase. A analise foi determinada
utilizando o termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
System. Os dados foram analisados usando Teste t através
do pacote estatistico GraphPad Prism 8. Os resultados
foram expressos como média + desvio padréo (DP). p = 0,02
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Gréfico 10 - Expressdo do gene RUNX2 para as células da cartilagem
obtidas por explante ou digestdo enzimatica por
colagenase. A analise foi determinada utilizando o
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System. Os dados
foram analisados usando Teste t através do pacote
estatistico GraphPad Prism 8. Os resultados foram
expressos como meédia + desvio padrao (DP). p = 0,004
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Gréfico 11 - Expressdao do gene osteocalcina para as células da
cartilagem obtidas por explante ou digestdo enzimética por
colagenase. A analise foi determinada utilizando o
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System. Os dados
foram analisados usando Teste t através do pacote
estatistico GraphPad Prism 8. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao (DP). p = 0,695
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Gréfico 12 - Expressdao do gene osteopontina para as células da
cartilagem obtidas por explante ou digestdo enziméatica por
colagenase. A analise foi determinada utilizando o
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System. Os dados
foram analisados usando Teste t através do pacote
estatistico GraphPad Prism 8. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao (DP). p = 0,422
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Quanto aos genes relacionados a diferenciacdo adipogénica, PPARy
e CEBPq, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos

(Gréficos 13 e 14).
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Grafico 13 -

Grafico 14 -

Expressao do gene PPARy para as células da cartilagem
obtidas por explante ou digestdo enzimatica por
colagenase. A analise foi determinada utilizando o
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System. Os dados
foram analisados usando Teste t através do pacote
estatistico GraphPad Prism 8. Os resultados foram
expressos como meédia + desvio padrao (DP). p = 0,088
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Expressdo do gene CEBPa para as células da cartilagem
obtidas por explante ou digestdo enzimatica por
colagenase. A analise foi determinada utilizando o
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System. Os dados
foram analisados usando Teste t através do pacote
estatistico GraphPad Prism 8. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao (DP). p = 0,232

CEBPa
1.5-

ARQ

0.5+

0.0-
Explante Colagenasa



REsuLTADOS - 84

Por fim, os genes relacionados a diferenciagdo condrogénica

estudados foram sindecan e perlecan. A expressao do sindecan foi maior no

grupo colagenase (p = 0,04), enquanto a expressdo de perlecan foi

semelhante entre 0s grupos.

Grafico 15 -

Expressdo do gene Sindecan para as células da cartilagem
obtidas por explante ou digestdo enzimatica por
colagenase. A analise foi determinada utilizando o
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System. Os dados
foram analisados usando Teste t através do pacote
estatistico GraphPad Prism 8. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao (DP). p = 0,04
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Grafico 16 -

ARQ

Expressdo do gene Perlecan para as células da cartilagem
obtidas por explante ou digestdo enzimatica por
colagenase. A analise foi determinada utilizando o
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System. Os dados
foram analisados usando Teste t através do pacote
estatistico GraphPad Prism 8. Os resultados foram
expressos como meédia + desvio padrdo. p =0,34
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A principal motivacdo deste estudo foi o isolamento de células da
cartilagem articular pelo método do explante, apds bidpsia artroscopica
em joelhos sem osteoartrite, e sua caracterizacdo comparativa com
células isoladas com digestédo enzimatica por colagenase.

Este estudo é de especial importancia, uma vez que as lesdes da
cartilagem articular ainda sdo desafios importantes para a medicina
moderna, e um campo relevante de aplicacdo de técnicas de terapia
celular®. A terapia celular com uso de células derivadas da cartilagem é
realidade clinica em grande parte do mundo, sendo que a digestdo
enzimatica com colagenase o método mais estabelecido para isolamento
destas células?’. Recentemente, ha interesse na literatura por células
isoladas pela metodologia de migracdo de explante de cartilagem, que
alguns autores consideram uma subpopulacdo especial de
"condroprogenitores migratorios"48:5°, e em seu potencial uso em terapias

regenerativas.


https://paperpile.com/c/RO0Hj2/fUXvp
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6.1 Isolamento e cultivo células derivadas da cartilagem saudavel

Houve sucesso em desenvolver culturas de células isoladas de
cartilagem articular humana, provenientes de biopsias por artroscopia de
joelhos sem osteoartrite, tanto pelo método de digestdo enzimatica quanto
por migracdo de células por explante.

O uso da digestdo enzimatica para este fim é consolidado na
literatura, sendo o método clinicamente usado em bidpsias artroscopicas
para transplante autélogo de condrécitos?6-€,

Por outro lado, h& controvérsia se a técnica de migracdo de explante
é factivel em articulacbes sem osteoartrite. Apenas uma publicacao prévia
descreve o isolamento de células por migracdo de explante de cartilagem
articular de joelhos sem osteoartrite: em 2019, Wang et al.>® utilizaram
cartlagem saudavel proveniente de amputacbes apds trauma
automobilistico. Até o presente momento, este € o primeiro trabalho
descrevendo o estabelecimento de culturas de células da cartilagem obtidas
por migracao de explante de cartilagem articular saudavel obtida através de
bidpsia por artroscopia.

Em contraste com o presente estudo, quase a totalidade dos estudos
prévios demonstraram a obtencéo de células migratorias a partir de explante
de cartilagem articular com osteoartrite*854.56.57,83.86,87.949 o ngo de tecido
saudavel. Por um lado, isto poderia ser explicado pela conveniéncia de
obtencdo do material biolégico, descartado de rotina em cirurgias de prétese
de joelho. Por outro lado, a literatura parece apontar para uma maior

dificuldade de obtencéo destas células em cartilagem saudéavel. Koelling et
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al.*® descreveram insucesso em obter células por migracdo de explante de
cartilagem saudavel, entdo inferiram que elas sO estariam presentes ou
ativadas como resultado do processo reparativo estimulado pela
fisiopatologia da osteoartrite, e seu isolamento seria impossivel na
articulagdo sem osteoartrite®. J& Wang et al.>’ demonstraram um maior
namero de células migratérias em areas de maior lesdo da osteoartrite, em
comparacao com areas menos acometidas. Corroborando essa visao, outros
autores descreveram o isolamento de células migratorias de cartilagem
saudavel bovina, porém apds modelo experimental de traumatismo, o que
supostamente ativaria ou recrutaria estas células8®93-9,

Considerou-se importante o fato de o trabalho atual demonstrar
sucesso na obtencdo de células migratérias de explante de cartilagem em
joelhos sem osteoartrite. Considerando o contexto clinico da terapia celular
em cirurgia reparativa de cartilagem, sdo os pacientes com lesdes condrais
focais, porém sem osteoartrite instalada, a populacéo de maior interesse?®. A
osteoartrite afeta a fisiologia de todos os tecidos articulares, portanto, é
possivel haver diferencas importantes na biologia de células obtidas a partir

de articulacbes com e sem osteoartrite®”’.
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6.2 Técnica para obtencdo de células da cartilagem por migracdo de
explante

Recentemente, em 2023, Vinod et al.®> compararam quatro métodos
de processamento de cartilagem para obtencdo de células por migracéo de
explante, usando cartilagem de joelhos com osteoartrite. Foram comparados
tamanhos de fragmentos cultivados grandes ou pequenos, lesdo traumatica
dos fragmentos e tratamento rapido com colagenase para amolecimento da
matriz extracelular. Todos os métodos obtiveram células com caracteristicas
semelhantes, mas houve uma quantidade menor de células disponiveis
inicialmente com o uso de cartilagem picada em fragmentos pequenos, de 1
mm. No estudo atual, a amostra da cartilagem foi picada em pequenos
fragmentos, o que, de acordo com os achados de Vinod et al.%?, poderia
resultar em um menor rendimento de células. Porém, a extrapolacdo destes
resultados para o presente estudo sao limitados: os autores utilizaram
cartilagem descartada de artroplastias, enquanto no presente trabalho foram
utilizadas bidpsias por artroscopia de doadores sem osteoartrite. Ou seja,
tanto o contexto fisiopatolégico foi diferente, quanto a quantidade de tecido
disponivel foi menor. O estudo atual ndo se propds a comparar diferentes
tipos de preparo do fragmento de bidpsia para a migracdo do explante, mas

este é um objeto relevante para estudos futuros.
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6.3 Cultivo celular

A morfologia das células observada nas culturas ndo foi diferente entre
0S grupos, tendo caracteristicas semelhantes a fibroblastos. Esta morfologia é
compativel com as descrigcBes classicas da literatura para células derivadas
da cartilagem em cultura, para ambos os métodos de isolamento?®.57,68.70.98,

Nao houve diferenga no tempo de crescimento entre as amostras.

6.4 Imunofenotipagem

A citometria de fluxo foi usada para avaliar os marcadores de
superficie relacionados com a definicdo de células-tronco mesenquimais.
Foram demonstrados perfis semelhantes nos dois grupos (CD105*, CD90",
CD34, CD14, HLA-DR"), ambos compativeis com definicdo de CTM da
Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT)%°. Vérios trabalhos
prévios mostram resultados semelhantes, descrevendo imunofenétipo
compativel com CTM para células migratérias da cartilagem?8558388 ¢
células obtidas por digestdo enzimatica sem selegdo’#81100.101 por outro
lado, Wang et al.>®, demonstraram marcadores semelhantes ao de CTM para
células migratérias de explante condral, porém em condroécitos extraidos por
colagenase CD90 era negativo (4,86%) e CD105 fracamente positivo
(6,11%). O grupo de Diaz-Romero demonstrou, em dois trabalhos*37’, que
existe alteracdo do imunofendtipo ao longo do tempo de células da
cartilagem extraidas por colagenase, como aumento de CD90 e diminui¢ao
de CD14, assumindo progressivamente um perfil mais semelhante aos de
CTM. Estas alteragBes imunofenotipicas ocorreriam juntamente com outras

relacionadas ao perfil "desdiferenciado” de condrdcitos em cultura®.
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6.5 Genes indiferenciacao

Além do imunofendtipo e da capacidade de diferenciacdo, o estudo
atual avaliou outras caracteristicas relacionadas a indiferenciacdo e a
multipoténcia, como o fator transcricional Nanog e SOX2.

O fator transcricional Nanog esta relacionado a manutencdo de
pluripoténcia de células mesenquimais por inibicdo de diferenciacéo??, e
pdde ser identificado nas culturas de ambos os grupos, sem diferenca entre
eles. Além disso, Zeng et al.1%3 demonstraram que o Nanog pode ter papel
na manutencdo da funcdo condrogénica de células da cartilagem. A
expressdo génica de Nanog em células extraidas da cartilagem por
colagenase foi reportada previamente!®10l mas nenhum trabalho, até o
momento, avaliou a presenca deste fator em células condrais extraidas por
explante.

O fator transcricional SOX2 também esté relacionado a manutencao
de pluripoténcia em células-tronco!%4, e foi identificado de forma similar nas
células de ambos o0s grupos estudados. Sandrasaigaran et al.l®
previamente identificaram a expressao de RNAm para SOX2 em cultura de
células de cartilagem extraidas por colagenase. Nenhum trabalho, até o
presente momento, estudou este fator em células condrais isoladas por

migracgéo de explante.
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6.6 Fatores de transcricdo e genes relacionados a diferenciacdo em
linhagens mesenquimais

O presente estudo analisou a expressdo de fatores relacionados a
diferenciacdo osteogénica (RUNX2, ALPL, osteocalcina e osteopontina),
condrogénica (SOX9, sindecan e perlecan) e adipogénica (PPARy e CEBPa).

Quanto aos fatores relacionados a diferenciacdo osteogénica, houve
maior expressdo do fator transcricional RUNX2 em células extraidas da
cartilagem por digestdo enzimatica do que por migracdo de explante, tanto
no nivel de RNAm por biologia molecular quanto de proteina por
imunofluorescéncia. Ja o gene para fosfatase alcalina (ALPL) foi mais
expresso nas ceélulas extraidas por migracdo de explante. Por fim,
osteocalcina e osteopontina ndo foram diferentes entre os grupos.

O RUNX2 é o principal fator relacionado com a proliferacdo e
diferenciacdo de osteoblastos'®®. A expressdo deste fator em células
condrais esta relacionada com producdo de colageno | em detrimento de
colageno I, progressdo para hipertrofia na ossificacdo endocondrall®® e
osteoartrite do joelho!%’. Ja sua inibicdo promove o aumento de expresséo
de fatores relacionados ao potencial condrogénico, como SOX9, colageno Il
e proteoglicanos*®. O estudo atual demonstrou maior expressdo de RUNX2
em células isoladas por colagenase, em contraste com estudos
prévios*®55.9394  Uma possivel explicacdo é o uso de cartilagem de
articulacbes com osteoartrite para obtencdo de células migratérias nos
estudos prévios, ja que a osteoartrite se relaciona com expressao

aumentada deste fatorl?’.
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O gene da fosfatase alcalina é expresso na fase inicial do processo da
osteogénese, seguido por expressdo de osteocalcinal®®1%, O fator RUNX2 é
estimulador da producédo de ALPL. No estudo atual, apesar da ALPL ter sido
mais expressa em células obtidas por migracédo de explante, esse aumento
nao foi acompanhado de osteocalcina, osteopontina, e, principalmente, do
RUNX2, principal regulador da osteogénese. A ALPL regula a expressao da
fosfatase alcalina ndo especifica, que pode ser influenciada por outros
fatores, como estresse oxidativo relacionado a cultura celular. Portanto, n&o
se acredita que a diferenca de ALPL observada represente uma diferenca na
tendéncia de osteogénese dessas células.

A osteocalcina é a segunda proteina mais comum na matriz 6ssea,
depois do colageno. Sua expressdo esta relacionada a diferenciacéo
osteogénica, e nao foi diferente entre os grupos no presente estudo. A
expressdo de osteocalcina em células migratorias da cartilagem foi descrita
previamente®’, mas este é primeiro estudo que compara a sua expressdo
com relacdo a células isoladas por digestdo enzimética.

Quanto aos fatores relacionados a diferenciacdo condrogénica, foram
avaliados SOX9, sindecan e perlecan, sendo que destes, apenas o sindecan
foi diferente entre os grupos, com maior expressao para células extraidas
por digestdo enzimatica.

O SOX9 é o fator chave na diferenciacdo de condrécitos e producao
de matriz extracelular condral. Ele causa a ativacdo do gene COL2A1,
estimulando a producdo de colageno |II, principal proteina da matriz

condral'’®, além de estar relacionado a recuperacdo do fenétipo
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condrocitico’® e maior producdo de matriz extracelular qguando células da
cartilagem em cultura sdo estimuladas''®-''?2, Células da cartilagem em
cultura que superexpressam SOX9 sdo capazes de maior producdo de
matriz condral. No presente estudo, foi demonstrada uma expressao
semelhante de SOX9 entre os grupos, o que fala a favor de um potencial de
diferenciacdo e producdo de matriz condral semelhante, assim como
mostrado por Koelling et al.*® e Carluccio et al.®® anteriormente. Porém a
literatura €& controversa, com estudos contraditérios demonstrando
expressdo maior de SOX9 em células obtidas por digestdo enzimatica®®, ou
em células obtidas por migracdo de explante®. Essas diferencas podem
refletir condicdes especificas de cultura, como meio utilizado, tempo de
cultura celular e nimero de passagens’®. Também podem ser afetadas pela
intensidade de dano tecidual da cartilagem osteoartritica, ja que a doenca
provoca alteracdo na expressao deste fator'!s,

O perlecan € um proteoglicano de matriz extracelular presente em

diversos tecidos!'4. Seu papel na condrogénese é associado a ligacGes das

Q_)/

cadeias de sulfato de heparano (HS) e sulfato de condroitina(CS)*®,

g_)/

regulacdo da atividade do fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e
regulacdo da atividade da proteina morfogenética 6ssea (BMP)6.117 além
de estar relacionado a mecanorreceptores da cartilagem e ao reparo de
lesdes teciduais!'®. Este é o primeiro estudo que investigou o perlecan em
células de cultura extraidas da cartilagem, e ndo foram encontradas

diferencas entre 0s grupos na sua expressao.
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O sindecan é um proteoglicano transmembrana expresso em todas as
células aderentes, que participa na adesao celular, regulacdo da sinalizacéo
dos fatores de crescimento, e sinalizacdo da matriz celular. Acredita-se que
0 sindecan esteja relacionado a tentativa de reparo de dano condral na
osteoartrite!'® e a aderéncia de condrécitos ao plastico em culturast®,
Observou-se uma maior expressao de sindecan em nas células separadas
por colagenase, sendo a primeira vez que este achado foi reportado.

Por ultimo, os fatores relacionados a diferenciacdo adipogénica foram
estudados: PPARy e CEBPa. O PPARy é um fator de transcricdo
relacionado a diferenciacéo e funcdo de adipdcitos. Também estd associado
a sobrevivéncia de células de cartilagem em condi¢cdes de estresse por
evitar inibicdo de autofagia'?® e inibicido de degradacdo de matriz
extracelular'??, A inibicdo de PPARy em modelos experimentais resulta em
osteoartrite’?>. No presente estudo, demonstrou-se maior presenca de
marcacao nuclear de PPARy em células isoladas por explante, porém
expressdo semelhante biomolecular. Previamente, Wang et al.%®
demonstraram maior expressdo de PPARy em células migratorias de
explante condral. Atuando sinergicamente ao PPARy, o gene CEBPa
também é essencial para a diferenciacdo adipogénical?4'?>, e ndo foi

diferente entre os grupos no presente estudo, sendo este um achado nunca

antes reportado na literatura.
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6.7 Producao de proteinas de matriz condral

Um dos aspectos mais importantes para avaliacdo do perfil
condrogénico de células em cultura, no contexto de uso para terapia celular
regenerativa, € a producdo de proteinas de matriz. A principal proteina de
matriz da cartilagem € o colageno tipo Il. Por outro lado, o colageno tipo | € a
proteina de matriz predominante na fibrocartilagem. Portanto, é desejavel
uma tendéncia maior de producéo de colageno Il do que de colageno I. Por
conta disso, a razao de colageno ll/colageno | é utilizada como um marcador
de capacidade condrogénica de células em cultura, sendo desejavel uma
maior expresséo de colageno tipo Il que de colageno tipo 1637580,

O trabalho atual mostrou maior intensidade de marcacdo na
imunofluorescéncia tanto para colageno Il quanto para colageno | nas
células extraidas por digestdo enzimatica do que nas células extraidas por
migracdo do explante. Adicionalmente, a razdo colageno ll/colageno | foi
maior no grupo colagenase. Ou seja, células deste grupo tiveram maior
producado de colageno como um todo, e com predominancia de colageno tipo
Il para colageno tipo I, em comparacédo com células do grupo explante.

Previamente, outros autores demonstraram expressdo mais intensa
de colageno tipo Il por células da cartilagem isoladas por digestdo
enzimatica do que por migracdo de explante4®5889394 e mais alto de
colageno tipo 1#8. Nenhum estudo prévio comparou a razdo de colageno

Il/coldgeno | entre estas células.
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6.8 Diferenciacéo tri-linhagem (osteogénica, adipogénica e
condrogénica)

No presente estudo, tanto as células da cartilagem extraidas por
digestdo enzimatica da cartlagem quanto por migracdo de explante
resultaram em populagdes cultivadas com capacidade de diferenciacao tri-
linhagem (osteogénica, adipogénica e condrogénica). Estas células,
portanto, podem ser caracterizadas como multipotentes.

Com relacdo as células migratérias de explante, na literatura prévia
existe concordancia plena com relacdo a capacidade de diferenciacdo nas
trés linhagens?8:5557.83,93,

Ja& com relacdo as células extraidas por digestdo enzimatica sem
separacao, ha relatos controversos na literatura. Por um lado, a maior parte
dos autores demonstrou diferenciacdo nas trés linhagens de células da
cartilagem isoladas por colagenase#~43.72-74.100 por outro, Koelling et al.*®
foram incapazes de diferenciar estas células nas trés linhagens.
Adicionalmente, De Luca et al.'°! e Benz et al.8! demonstraram capacidade
condrogénica e osteogénica, mas ndo adipogénica das células extraidas da
cartilagem por colagenase. Por ultimo, Wang et al.%® relataram capacidade
adipogénica e osteogénica menos intensa de células extraidas por digestédo
enzimatica que de células extraidas por explante. Sdo diversos os fatores
potenciais que poderiam estar relacionados a estas diferencas: idade dos
doadores, presenca de osteoartrite, condi¢cdes especificas de cultura, como

meio utilizado e tempo das células em cultura.
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6.9 Caracteristicas de célula tronco mesenquimal

Demonstrou-se que ambos os métodos avaliados para isolamento de
células da cartilagem articular saudavel, digestdo enzimatica ou explante,
resultaram em culturas com caracteristicas semelhantes as células-tronco
mesenquimais.

O critério minimo para identificacdo de CTM pela ISCT®® envolve:
aderéncia das células ao plastico em condigdes de cultura; positividade (=
95%) dos marcadores CD105, CD73 e CD90, negatividade (< 5%) dos
marcadores CD45, CD34, CD14 (ou CD11b), CD79a (ou CD19) e HLA-DR;
e diferenciacdo in vitro em linhagens osteogénica, adipogénica e
condrogénica.

Portanto, pelos critérios minimos formais da ISCT, € possivel
classificar como CTM as células obtidas por ambos os métodos.

A seguir, serd discutida a questdo controversa da nomenclatura das
células cultivadas derivadas de cartilagem, inclusive quanto sua

classificagdo como CTM.
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6.10 Nomenclatura de células derivadas da cartilagem cultivadas

A nomenclatura para células obtidas e cultivadas a partir da
cartilagem nao é padronizada. No estudo atual, houve o rigor em néo atribuir
denominacfes com conotacgdes bioldgicas especificas as células estudadas,
preferindo os termos descritivos: células isoladas por digestdo enzimatica e
células isoladas por migracéo de explante.

As células isoladas da cartilagem por digestdo enzimatica da
cartilagem, sem nenhum processo adicional, sdo comumente denominadas
na literatura como "condrécitos". Esta denominacao foi iniciada nos primeiros
isolamentos de células de cartilagem®® e é utilizada também no nome da
terapia celular para cartilagem clinicamente mais consolidada: o transplante
autélogo de condrocitos?®. Originalmente, a nomenclatura foi fruto da
inferéncia historica de que a cartilagem articular apresentaria um unico tipo
celular: condrdcitos diferenciados. Portanto, as células cultivadas a partir da
cartilagem seriam estes mesmos condrdcitos. Porém, o comportamento
bioldgico in vitro das células isoladas da cartilagem por digestdo enzimatica
nao é o esperado para uma célula em diferenciacdo terminal. Em cultura,
estas células perdem caracteristicas de diferenciacdo e producdo e matriz,
enquanto ganham caracteristicas de indiferenciacdo, multiplicacdo e
plasticidade, em um processo denominado tradicionalmente com
desdiferenciacdo®®0.7377.126 - que foi novamente demonstrado no estudo
atual. E sabido que este processo é potencialmente reversivel em condicoes

que estimulam a condrogénese, ou com implantacéo in vivg69.6579.127-129
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Da mesma forma, as células obtidas por migracdo de explantes de
cartilagem semeados em placas de cultura sdo comumente denominadas
"condroprogenitores migratorios”. O termo “"condroprogenitor" foi utilizado
pela primeira vez por Dowthwaite*®, que selecionou com ensaio de adesédo a
fibronectina uma subpopulacéo de células da cartilagem, supostamente uma
reserva tecidual de células indiferenciadas, envolvidas no reparo tecidual.
Por sua vez, Koelling*®, ao descrever as células obtidas por migracéo de
explante, de forma analoga, as denominou "condroprogenitores migratorios".
A justificativa para este nome foi as caracteristicas de indiferenciacdo e
plasticidade observadas nestas células. Porém, como discutido previamente,
as células derivadas da cartilagem, mesmo sem processo de selecéo
especifico, também apresentam caracteristicas de indiferenciacdo e
plasticidade em cultura. Ou seja, estas séo caracteristicas comuns de
células derivadas da cartilagem em cultura, ndo de uma subpopulacédo de
"condroprogenitores”. A hipotese de subpopulacdes também é enfraquecida
por estudo de expressdo de RNAm célula a célula, de Benz et al.®, que
demonstrou que a expressao génica das células derivadas da cartilagem,
apesar de variada, ndo permite a determinacao de subpopulacdes in vitro.

Dificultando ainda mais uma nomenclatura precisa, as células
derivadas da cartilagem obtidas pelos dois métodos apresentam
caracteristicas que permitem classifica-las formalmente como célula tronco
mesenquimal pelos critérios da ISCT®. Por conta disso, ha autores que
defendem que elas seriam de fato uma populagio CTM na

cartilagem?482.100.130 Este é um ponto controverso, ja que ha caracteristicas
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gue divergem de CTM bem estabelecidas de outros tecidos. Atualmente,
CTM séo entendidas como células do nicho perivascular, que esta ausente
na cartilagem avascular®. Além disso, enquanto em outros sitios, como
medula 6ssea ou gordura, uma pequena fracdo das células apresentam
critérios definidores de CTM, na cartilagem, ha positividade de forma quase
universal nas células obtidas’*’’, portanto divergente da carateristica de
populacao de reserva observada em outros sitios. De fato, apesar de a ISCT
estabelecer um critério minimo para CTM, definicbes de nomenclatura
especificas para diferentes tecidos sdo Uteis, como a existente para CTM
derivadas de gordura®®, algo que néo existe para a cartilagem.
Adicionalmente, € importante contextualizar que o uso do termo
"condrocitos" para células extraidas por digestdo enzimatica € anterior a
popularizacédo do termo CTM, por Caplan*4, em 1991, e seu isolamento em
diversos tecidos adultos'3?.

Dessa forma, a maioria ndo denomina as células derivadas de
cartilagem cultivadas como CTM, preferindo narrativas como a
"desdiferenciacdo" de condrécitos para um fenétipo primitivo’’, a hipétese de
selecdo em cultura de subpopulacdes indiferenciadas*?>4648  ou
simplesmente considerar que células de cartilagem em cultura possuem
inerentemente caracteristicas de CTM, sem classifica-las como CTM8,

Portanto, consideramos que a nomenclatura utilizada para células em
cultura derivadas da cartilagem seja imprecisa e pouco rigorosa. E da nossa
opinido que os termos "condrdcitos", "condrocitos desdiferenciados” ou

"condroprogenitores” devem ser evitados, jA que remetem a caracteristicas
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biologicas especificas, ndo necessariamente corroboradas pela literatura,
dando preferéncia a denominacdo geral de "células derivadas da

cartilagem", especificando a forma de obtencao utilizada.

6.11 Principais diferencas entre os grupos e inferéncias sobre o
potencial para uso in vivo

Células da cartilagem isoladas por migracdo de explante condral foram
descritas previamente como promissoras para uso como um produto de
terapia celular de cartilagem?®. O estudo atual € um primeiro passo essencial
dentro do contexto de translacédo para uso clinico desta técnica. Nele, foram
investigadas questdes primordiais: 1) a viabilidade do método para isolamento
das células e estabelecimento de culturas, a partir de bidpsia artroscopica de
cartilagem saudavel; 2) as caracteristicas detalhadas das linhagens celulares
obtidas; 3) a comparacéo direta destas caracteristicas com o padrao clinico
atual (células isoladas por digestdo enzimatica).

E importante reconhecer que a andlise in vitro de caracteristicas em
células em cultura ndo séo definitivas para determinar seu potencial in vivo
no reparo de lesdes condrais. A regeneracdo de tecido depende de
interacdes complexas entre o ambiente biolégico no local da lesdo e células
implantadas!?14.18,

Mesmo assim, marcadores do perfil condrogénico previamente
conhecidos permitem inferéncias sobre o potencial uso em terapias
regenerativas. No estudo atual, células separadas por digestdo enzimatica

apresentaram maior producdo de colageno Il, maior relacdo colageno
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[l/colageno |, todos potencialmente indicativos de um perfil condrogénico
mais favoravel. Por outro lado, estas mesmas células também expressaram
colageno |, relacionado a formacdo de fibrose, e RUNX2, marcador de
diferenciacdo osteogénica e inibidor de condrogénese. JA SOX9, o fator
chave de diferenciacdo condrogénica, ndo teve diferenca entre 0s grupos,
enquanto o PPARYy, fator chave da diferenciacdo adipogénica, foi mais
expresso por ceélulas obtidas por migracdo de explante. Os dois tipos de
linhagem néo apresentaram diferencas nos marcadores de indiferenciacao e
plasticidade para diferenciacdo em linhagens mesenquimais.

Dentre estes achados, considerou-se mais importante a producdo de
colageno Il e sua proporcdo com colageno I, por estarem relacionados de
forma mais direta a funcdo desejada destas células no reparo de leséo
condral. Estes fatos levam a inferir que as células da cartilagem extraidas
por colagenase teriam maior potencial para regeneracdo da cartilagem em
comparacao com as separadas por migracao de explante para este uso.

Como exposto, estudos in vivo sdo essenciais para confirmar
empiricamente a capacidade de regeneracdo de lesdes condrais de produtos
celulares, assim como evidenciar superioridade de uma ou outra para este
uso.

Existe apenas um estudo em modelo animal comparando células
obtidas por migracdo de explante e por digestdo enzimatica, por Wang et
al.%, de 2019. Os autores utilizaram um defeito condral de 5 mm em trécleas
femorais de coelhos, comparando o tratamento de plasma rico em plaquetas

acrescido de diferentes tipos de células. A melhor formacdo de regenerado
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condral em 12 semanas foi, em ordem decrescente: de PRP + células da
cartilagem extraidas por migracdo, depois PRP + células-tronco
mesenquimais de medula 0ssea, seguido de PRP + células da cartilagem
extraidas por digestdo enzimatica, e, por ultimo, PRP isolado. E notavel que,
assim como no presente estudo, os autores demonstraram menor producéo
de colageno Il pelas células extraidas por migracdo. Porém, apos o estimulo
com PRP, houve maior resposta com multiplicacdo celular e aumento da
producdo de colageno por estas células. Fica claro como o estudo de
terapias bioldgicas regenerativas é complexo: tdo importantes quanto o tipo
e caracteristica das células séo o tipo de scaffold utilizado e o ambiente local
in vivo. Atualmente, o transplante autélogo de condrdcitos é realizado mais
comumente com scaffolds de colageno ou acido hialurénico. Estudos futuros
sao essenciais para esclarecer a resposta biolégica das células migratorias a
esses scaffolds. A seguir, avaliar sua performance em modelos
experimentais de lesdo condral em animais, preferencialmente de maior

porte, que refletem de forma mais préxima o contexto clinico humano*32.
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6.12 Pontos fortes e limitacdes do estudo

Reconhecem-se limitacdes relevantes no estudo atual.

As amostras dos grupos nao foram pareadas (0 mesmo doador
fornecendo uma amostra para cada grupo). O pareamento de amostras traria
a vantagem de diminuir uma possivel variabilidade entre individuos nos
achados do estudo. No entanto, o material biolégico foi obtido de doadores
voluntarios, por bidpsia artroscopica, utilizando tamanho padronizado descrito
para uso clinico em transplante autélogo de condrécitos?’. Para realizar o
pareamento, uma opcao seria aumentar a quantidade de tecido retirado, o
que poderia ser questionado do ponto de vista ético e de seguranca, pela
possibilidade de aumento da morbidade do sitio doador. Por isso, optou-se
por manter a técnica padronizada, com amplo uso clinico e com evidéncias de
seguranca®®*. Outra opcéo seria dividir cada amostra em duas, o que poderia
limitar a capacidade de isolamento das células?®®, diminuindo a validade
externa dos achados para um contexto clinico translacional. Por esses
motivos, optou-se por realizar o estudo com amostras ndo pareadas,
otimizando a seguranca e aplicabilidade dos resultados.

O estudo atual utilizou uma amostra de oito linhagens celulares
estabelecidas a partir de oito doadores. O numero de linhagens celulares
independentes tradicionalmente considerado minimo em estudos de cultura
celular é trés'®, com o aumento do nimero de amostras trazendo retornos
decrescentes com relacdo a poder estatistico, e aumento linear de custo de
insumos e utilizagdo de estrutural®®, E importante ressaltar que, em estudos in

vitro com culturas celulares, mesmo se o niumero de amostras independentes
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for pequeno, o numero de observacdes na maioria dos experimentos € grande,
o controle da aplicacdo da metodologia € rigoroso, e a variabilidade dos
resultados é menor, em comparacdo com estudos clinicos. Ha grande variacao
no tamanho de amostra de estudos prévios com linhagens celulares da
cartilagem, havendo diversos exemplos de estudos com amostras menores que
oito linhagens®*558081.93 Desta forma, considerou-se o tamanho da amostra do
presente estudo adequado e dentro do padrdo da literatura.

As caracteristicas de células em culturas ndo sdo temporalmente
estaveis, havendo diferencas importantes entre células frescas (primeira
passagem), culturas precoces (até quarta passagem) e culturas tardias
(mais de cinco passagens). Resultados contrastantes da literatura podem
refletir essas diferencas temporais, e 0s presentes resultados poderiam ser
diferentes em outros momentos da cultura*>7>12°, A andlise de células de
primeira passagem é€ relevante por refletirem uma condicdo celular mais
préxima a do tecido original. Porém, para o contexto do uso clinico de
células cultivadas, dependente da producdo de um grande numero de
células, mais tempo de cultura é necesséario. Dessa forma, optou-se por
avaliar todas as amostras na mesma passagem, quando é possivel a
obtencdo de um numero de células adequado para terapia celular (10-20 x
106 células) para as duas populacdes.

Por outro lado, este estudo possui pontos fortes dignos de nota. Trata-
se de estudo pioneiro, com a caracterizacdo de células com potencial uso
em terapia celular para lesdes condrais focais, obtidas a partir de bidpsia

artroscopica da cartilagem articular do joelho humano, em pacientes sem
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osteoartrite do joelho. A quase totalidade dos estudos prévios da literatura
avaliando células migratdrias da cartilagem utiliza origem animal, ou entédo a
partir de material desprezado de artroplastias do joelho para osteoartrite. O
anico estudo prévio com células de cartilagem humana sem osteoartrite,
utilizou cartilagem saudavel de cadaveres jovens. Nestes trabalhos, a
diferenca de espécie, de diagnostico e do volume de amostra usado podem
ter impacto relevante nas caracteristicas biolégicas das populacfes obtidas.
Dessa forma, de forma a aumentar a validade externa dos achados para a
situacdo de interesse clinico, para lesbes focais de cartilagem, usou-se
cartilagem de joelhos humanos sem osteoartrite, obtida de pequenos
fragmentos obtidos por biépsia artroscépica. O presente estudo ndo se
limitou a descrever e caracterizar as células da cartilagem obtidas por
migracdo, mas comparar com o padrdo atual para uso clinico, que séo as
células obtidas por digestao enzimatica.

Quanto a metodologia, o uso de imunofluorescéncia indireta
guantitativa high-content screening para avaliacdo de marcadores biologicos
€ um ponto positivo. Esta técnica permite ndo somente a avaliacdo da
presenca ou auséncia de marcadores, mas também da sua quantificacdo e
localizacdo e distribuicdo nas células e no meio extracelular, permitindo
outras dimensdes de analise em comparacdo com a citometria de fluxo.

Do ponto de vista institucional, este foi um dos estudos que inauguraram
a parceria entre o IOT-HCFMUSP e o LIM-19, a qual permitiu o
desenvolvimento de linhas de pesquisa voltadas para terapias celulares e

regenerativas musculoesqueléticas, usando materiais como células derivadas
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da cartilagem, células-tronco mesenquimais de gordura, células-tronco de
medula 0ssea e fracdo vascular estromal da gordura. A partir destes esforcos,
se constituiu o Nucleo de Ortopedia Regenerativa, Banco de Tecidos e Terapia
Celular dentro do prédio do Instituto de Ortopedia, com estrutura para pesquisa
béasica celular. Atualmente, o grupo desenvolve trabalhos de todos os tipos: in
vitro, modelos experimentais animais e ensaios clinicos em humanos.

Como perspectivas futuras, as terapias biolégicas na ortopedia estao
em momento de expansdo. Elas geram interesse, ja que sdo promissoras
para tratamento de lesdes cronicas e recalcitrantes, para as quais ndo ha
tratamento ideal atualmente. Por meio delas, vislumbra-se um futuro em que
a ortopedia tera a sua disposicdo tratamentos de fato regenerativos,
juntamente com o arsenal jA tdo avancado de técnicas reconstrutivas e
substitutivas da atualidade.

Por outro lado, ainda existe uma caréncia de evidéncias, apesar de
um numero crescente de publicacdes sobre o tema, até mesmo quanto a
produtos que sdo usados clinicamente!3¢, Faltam trabalhos em todos os
degraus da piramide de evidéncias: estudos in vitro, caracterizando de forma
detalhada os produtos biologicos, principalmente de forma comparativa;
estudos em animais, para demonstracdes iniciais de eficacia biolégica, mas
também para estudo das interacdes entre tratamento e hospedeiro e dos
processos in vivo de regeneracdo; mas, principalmente, de ensaios clinicos
comparativos'3’. A maioria dos trabalhos clinicos sobre terapias
ortobiologicas € séries de casos, ndo comparativas, que, portanto, nao

permitem conclusdes definitivas sobre eficAcia ou tamanho de efeito.


https://paperpile.com/c/RO0Hj2/hmJS
https://paperpile.com/c/RO0Hj2/9jPj

DiscussAo-110

Adicionalmente, parte dos trabalhos comparativos publicados sdo ensaios
ndo randomizados, sem grupos controles adequados, por incluir a terapia
experimental ndo comprovada em ambos os grupos. Esse tipo de estudo,
além de ser vulneravel a vieses, também ndo permite avaliacdo adequada
do tamanho de efeito destas terapias, uma informacao essencial para definir
a sua utilidade e indicacdes clinicas reais.

Apesar disso, observou-se a divulgacao disseminada destas terapias,
acompanhada frequentemente de discursos que refletem de forma imprecisa
ou exagerada a qualidade das evidéncias cientificas disponiveis!3,
Infelizmente, este tipo de pratica pode atrapalhar o desenvolvimento e
implementacdo destas terapias em beneficio dos pacientes!®®. A aplicacéo
desenfreada e indiscriminada comercial de uma terapia nova, principalmente
dentro de brechas regulatorias, pode gerar ceticismo e desconfianca do
publico e criacdo de barreiras regulatérias adicionais, coibindo abusos, mas
também atrapalhando o desenvolvimento sério.

No Brasil, ja& houve exemplo concreto deste problema: a terapia com
plasma rico em plaquetas, apesar de ser uma das mais estudadas dentro
das terapias biologicas para ortopedia, € proibida para uso clinico por
resolucdo de 2015 do Conselho Federal de Medicina®®®. Na época, vivia-se
uma grande expansao do uso do PRP, muitas vezes indiscriminado. O texto
da resolugdo cita como justificativa a baixa qualidade de evidéncia, poucos
estudos controlados, pouca padronizagdo e descricdo do produto. Hoje,
guase 8 anos depois, apesar de haver um corpo de evidéncias mais robusto

sobre a terapial?®14l, seu uso continua restrito.
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Este trabalho, juntamente com as demais linhas de pesquisas do
Nucleo de Ortopedia Regenerativa, Banco de Tecidos e Terapia Celular do
IOT-HCFMUSP, se inserem no contexto de criar evidéncias solidas e sérias
dentro das terapias biolégicas e celulares na ortopedia, contribuindo para
realizar o seu potencial no tratamento clinico de lesbes e doencas tao
limitantes. Somente assim, com base cientifica rigorosa, € possivel a
implementacéo clinica de terapias bioldgicas de forma sustentavel e ética,

enfatizando a seguranca e os beneficios reais aos pacientes.



7 CONCLUSOES
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Conclui-se que € viavel, a partir de biopsia de cartilagem artroscépica
em pacientes sem osteoartrite, o isolamento e estabelecimento de culturas
de células derivadas da cartilagem por migracdo de explante, assim como
por digestdo enzimatica. A caracterizacdo comparativa entre as células
obtidas por estes dois métodos demonstrou um perfil semelhante de
marcadores de superficie, diferenciacao e plasticidade. As células extraidas
por digestdo enzimatica tiveram maior expressdo de marcadores positivos
para capacidade condrogénica como colageno Il e maior relacdo colageno
ll/coldgeno |, mas também dos marcadores negativos para condrogénese
colageno | e RUNX2, enquanto expressdo de SOX9 foi semelhante entre as

duas.
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Anexo A - Glossario de termos relacionados a terapia celular

Agrecano: principal proteoglicano na matriz extracelular da cartilagem, onde
desempenha um papel crucial na manutencdo da estrutura e da resisténcia da

cartilagem a compresséo.

BrdU (bromodesoxiuridina): analogo de nucleosideo que é frequentemente usado
em pesquisa de biologia celular para rastrear a proliferacdo celular. Quando
adicionado a células em cultura, o BrdU é incorporado ao DNA no lugar da timidina
durante a sintese do DNA, que ocorre quando a célula se divide.

CD: Conjuntos de Diferenciacdo sdo moléculas especificas presentes na superficie
das células que servem como marcadores Uteis para identificar e categorizar

diferentes tipos de células.

Cultura em monocamada: Método de cultivo de células em que elas formam uma

Unica camada ou plano, normalmente aderindo a um recipiente de plastico

Cultura em suspensao de agarose: método em que células sdo cultivadas em
goticulas de agarose, um tipo de gel. Ao contrario de uma cultura monocamada,
onde as células se aderem a uma superficie, neste método, as células crescem
livremente em uma matriz tridimensional, simulando de forma mais realista o

ambiente natural das células no corpo

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) low glucose: formulacdo especifica
de meio de cultura utilizado em biologia celular para o crescimento e manutengéo
de células em cultura. A variacdo "low glucose" indica que a concentracdo de

glicose na formulacéo do meio é reduzida em comparacao com a versao padrao.

Fator de transcricdo SOX: familia de proteinas que desempenham papéis
fundamentais na regulacdo da expressdo génica durante o desenvolvimento
embrionario e na determinacdo do destino das células. O nome "SOX" é derivado
de "SRY-related HMG box.

Fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs): sdo uma familia de proteinas que
desempenham papéis criticos na regulacdo do crescimento e desenvolvimento
celular, cicatrizacdo de feridas e angiogénese. Eles funcionam ligando-se a
receptores especificos nas células, ativando vias de sinalizacdo que levam a

proliferacdo, sobrevivéncia e migracao celular.
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High-Content  Screening: abordagem de triagem automatizada para
imunofluorescéncia indireta que permite a analise quantitativa de mdultiplos

parametros celulares em larga escala.

Imunofluorescéncia indireta: uma técnica para detectar proteinas em células

usando anticorpos primarios e secundarios marcados com fluoréforos.

Integrinas: familia de proteinas transmembranares que medeiam a adesao celular
ao ambiente extracelular, geralmente a matriz extracelular. Elas sdo compostas por
duas subunidades, alfa e beta, que trabalham juntas para ligar-se a varios ligantes,

como fibronectina, coldgeno e laminina.

Microarray: tecnologia que permite analisar a expressao de milhares de genes
simultaneamente em uma Gnica amostra biolégica. E usado para estudar padrdes
de expressao génica e identificar genes relacionados a processos bioldgicos ou
doengas.

Multipoténcia: propriedade de certas células que lhes permite se diferenciar em varios,
mas nao todos, tipos de células do corpo. Um exemplo é a célula-tronco mesenquimal,
que pode se diferenciar em uma variedade de tipos de células, como osteoblastos
(células formadoras de 0sso0), adipdcitos (células de gordura) e condroblastos (células

que formam cartilagem), mas ndo em células de todos os tecidos.

NOTCH1: proteina receptor na superficie das células, que desempenha um papel
crucial na sinalizagdo celular, influenciando processos como diferenciacdo e
proliferacéo celular. A ativacdo do NOTCH1 pode manter as células em um estado

menos diferenciado ou progenitor.

Passagem: Processo de transferir ou subcultivar células de um recipiente de cultura
para outro. Este processo é normalmente realizado quando as células atingem
confluéncia (quando cobrem toda a superficie do recipiente) para evitar a
superlotacdo e a morte celular. O numero de passagens é frequentemente usado

como uma maneira de rastrear a idade de uma linha celular.

Pluripoténcia: capacidade que algumas células-tronco, especialmente células-
tronco embrionarias, tém de se diferenciar em qualquer tipo de célula de todos os
trés germes embrionarios: ectoderme, mesoderme e endoderme. Isso significa que
podem se tornar qualquer célula no corpo, excluindo a placenta e outros tecidos
extraembriondrios. A pluripoténcia permite o desenvolvimento de um organismo

inteiro a partir de uma Unica célula.
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Quinase do tipo receptor de ativina 1: receptor na superficie celular que se liga a
membros da familia do fator de transformacédo do crescimento-beta (TGF-beta),

como a ativina e o BMP (proteina morfogenética 6ssea).

RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real): técnica molecular
gue permite a amplificacdo e quantificacdo de um segmento especifico de DNA ou
RNA em tempo real. E amplamente utilizada em pesquisa biomédica e diagndstico
molecular para detec¢do de virus, analise de expressdo génica e quantificagdo de

material genético em amostras bioldgicas.

RUNX2: fator de transcricao pertencente a familia Runx (Runt-related transcription
fator). O RUNX2 desempenha um papel essencial na diferenciagcdo e
desenvolvimento dos osteoblastos, as células responsaveis pela formacao do
tecido 6sseo. E considerado um marcador de diferenciacdo osteoblastica e é
importante para a mineralizagéo e crescimento do osso durante o desenvolvimento

e a remodelacdo 6ssea ao longo da vida.

Secretoma: o0 conjunto de proteinas e moléculas secretadas pelas células em um

determinado ambiente celular ou tecidual.

Totipoténcia: propriedade que algumas células tém de se diferenciar em todos os
tipos de células possiveis de um organismo, incluindo tanto as células embrionarias
quanto as extraembrionarias, como as da placenta. Em mamiferos, os Unicos
exemplos de células totipotentes sé@o o zigoto (a célula formada pela fusdo do
espermatozoide e do Ovulo) e os primeiros blastdbmeros, que sdo as células

resultantes das primeiras divisdes do zigoto.

Trypsin-Versene-EDTA: solucdo é usada para a remocao das células do substrato
de cultura, permitindo sua suspensao e subsequente contagem ou processamento

em experimentos ou andlises adicionais.

Unipoténcia: capacidade de uma célula de se diferenciar em um Unico tipo de célula

madura ou em uma linhagem celular especifica.

Versican: grande proteoglicano que faz parte da matriz extracelular em muitos tipos
de tecidos. Desempenha varios papéis importantes, incluindo a regulacdo da
adesédo celular, a proliferacdo celular e a migracdo celular, entre outras funcgdes.
Além disso, pode interagir com outros componentes da matriz extracelular, como

acido hialurénico e fibrilina-1.
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Anexo B - Aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa

4= USP - HOSPITAL DAS
F CLINICAS DA FACULDADE DE W
' L MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO - HCFMUSP
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avallagao de condroprogenitores da cartliagem articular do joelho
Pesquisador: Marco Kawamura Demange

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 46438821.2.0000.0068

Institui¢ao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.834.722

Apresentacdo do Projeto:

Introdugao: A cartllagem articular € composta por uma populagac heterogénea de células.
Condroprogenitores sao células que Intermediarias entre

células tronco mesenquimals e condrocitos, na sequéncia da condrogénese, que podem ser obtidas da
populagao giebal de células extraldas da

cartilagem articular madura por processos como ensalo de adesao com flbronectina, selegao por
marcadores de superficle através de citometria, ou

por proprledade de migragao (expiant). Existe consideravel heterogeneldade na literatura sobre
caracterizagao desse grupo de células, inclusive com

resultados diferentes dependendo da forma de obtengao dessas células.Objetivo: O objetivo deste estudo &
comparar as caracteristicas de células

condroprogenitores e condrocltos cultivados a partir de cartilagem articular madura do joelho humano,
Incluindo marcadores de superficie, genes de

Indiferenciagao, capacidade de diferenclacao e caracteristicas fenotipicas condrogénicas.Métodos: Blopsia
de cartllagem fora da area de carga, de

4x10mm, sera colhida de 10 paclentes voluntarios submetidos a cirurgla do joelno. A partir des fragmentos
de cartilagem, serao separados

condrocltos, através de digestao enzimatica, e condroprogenitores, por explant celular, estabelecendo-se
linhagens celulares distintas. Sera

Enderego: Rua Ovidio Piras da Campos, 225 5° andar

Balrro: Cerquewa Casar CEP: 05403010
UF: 5P Municiplo: SAQ PAULO
Telefone: (11)2651-7585 Fax: {11)2661-7585 E-mall: cappesq.adm@&hc.tm,usp br
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rE USP - HOSPITAL DAS
F CLINICAS DA FACULDADE DE W
NS MEDICINA DA UNIVERSIDADE

FnMuasaee

DE SAO PAULO - HCFMUSP

Continuacao do Parecer: 4.834.722

realizada caracterizagdo e comparagac das linhagens quante a expressao de Oct4, SOX2, Nanog,
Quiescéncla, Sox9, RunX2, VEGF, CD146, CFU,

Syndecan, Col |, Il, X, diferenciagao trl-linhagem. As diferengas obtidas serao descritas, quantificadas e
comparadas com teste T nao pareado ou

Mann Whitney, com p>0,05 considerado significante.

Objetivo da Pesquisa:

00 projeto tem o objetivo de Descrever @ comparar as caracteristicas de células condroprogenitores e
condrdcitos cultivados a partir de cartilagem articular madura do joelho

humano, Incluindo marcadores de superficle, genes de Indiferencla¢ao, capacidade de diterenclagao e
caracteristicas fenotipicas condrogénicas

Avallagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sdo Inerentes ao procedimento clrurgico de rotina para tratamento de patologias no joeiho. A
blopsia de cartilagem acarreta aumento

nao significativo no tempo cirirgico, sendo realizada em menos de 5 minutos. O fragmento de cartilagem
retirado, por seu tamanho pequeno e

sendo fora da area de carga, nao causara sintomas ou alteragées funclonals no paclente, nem tem potencial
para desencadear processos

degenerativos. Ha ampla experiéncla mundial de coleta de bidpsias de cartilagem para transplante autoiogo
de condrocitos, e nao ha relato de

morbidade do sitio doador da blopsia.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O estudo unicentrico de anallse de colageno | e Il em materlal obtido através de blopsia de cartllagem
durante cirurgla de joeiho no 10T do HCFMUSP.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

fol receblda a corre¢ao do TCLE.

Recomendacoes:

sem novas recomendagoes.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacdes:

Sem pendénclas.

Enderego: Rua Ovidio Piras da Campos, 225 5° andar

Balrro: Cerquewa Casar CEP: 05403010
UF: 5P Municiplo: SAQ PAULO
Telefone: (11)2651-7585 Fax: {11)2661-7585 E-mall: cappesq.adm@&@hc.tm,usp br
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Ko

FMVilases

USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

DE SAO PAULO - HCFMUSP

Continuagdo do Parecer: 4.834.722

Conslderacdes Finals a critério do CEP:
Em conformidade com a Resolugao CNS n* 466/12 ~ cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatorios parcials e final; cjapresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuals e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagao, com os devidos crédltos aos pesquisadores assoclados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP Interrupg&o do projeto ou a nao publicagao dos resultados.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qe

™ Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Intormagoes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 28/06/2021 Acelto
‘ pdt 10.04:28
Declaracado de carnta_resposta_cappesq_condroprogenly 28/06/2021 |Marco Kawamura Acelto
lores pdf 10:00:55 | Demange
TCLE /Termos de | TCLE_condroprogenitores_atualizado.p | 28/06/2021 |Marco Kawamura Acelto
Assentimento / dt 10:00:45 |Demange
Justlficativa de
Auséncla
Cronograma Cronograma.paf 04/05/2021 |Marco Kawamura Aceito
14:47:45
Orgcamento declaracao_custo.paf 04/05/2021 |Marco Kawamura Acelto
14:47.33
Declaracao de declacao_chete_grupo.paf 04/05/2021 |Marco Kawamura Acelto
| Pesquisadores 14:47.22
Declaragao de Parecer_Uso_de_dados_digitals.pdf 04/05/2021 |Marco Kawamura Acelto
Pesquisadores 14:47.03 _1Demange
Declaracao de anuencia_LIM19.pdf 04/05/2021 |Marco Kawamura Acelto
| Pesquisadores 14:46:52 |
Declaracao de assinaturas_autores.pdt 04/05/2021 |Marco Kawamura Acelto
 Pesquisadores 14:46;
Declaracao de checklist.paf 04/05/2021 |Marco Kawamura Acelto
Pesquisadores 14:46:
TCLE/Termos de | TCLE_avallacao_condroprogenitores.do| 04/05/2021 |Marco Kawamura Aceito
Assentimento / X 10:49:54 |Demange
Justificativa de
Auséncla
Projeto Detalhado / |projeto_Avallacao_de_condroprogenitor | 04/05/2021 |Marco Kawamura Acelto
Brochura es_da_cartilagem_articular_do_Joelho.d 10:49:47 |Demange
or ocx,
Enderego: HRua Ovidio Piras da Campas, 225 5° andar
Balrro:  Cerquewra Casar CEP: 05403010
UF: SP Municiplo: SAQ PAULO
Telofone: (11)2661-7585 Fax: {11)2661-7585 E-mall: cappesq.adm@&hc,fm usp br
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Continuacao do Parecer: 4.834.722

IFolna de Rosto IFR,asslnado_p(omo_cmnagem.pdt I 04/05/2021 |Marco Kawamura Acelto
10:48:04 |l2nmanua I I

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreclagdo da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 08 de Juiho de 2021

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador(a))

Enderego: HRua Ovidio Piras da Campas, 225 5° andar
Balrro: Cerquewa Casar CEP: 05403010
UF: 5P Municiplo: SAQ PAULO

Telefone: (11)2651-7585 Fax: {11)2661-7585 E-mall: cappesq.adm&hc. fm, usp br
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Anexo C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA
Titulo da pesquisa - Avaliagdo de condroprogenitores da cartilagem articular do joelho
Pesquisador principal - Dr. MARCO KAWAMURA DEMANGE, Professor Dr. Grupe Joelho, 10T HC-FMUSP

Convidamos o(a) senhor(a) para participar desta pesquisa, "Avaliagdo de
condroprogenitores da cartilagem articular do joelho"

O objetivo deste estudo é a comparagdo em laboratério de diferentes tipos
células da cartilagem do joelho.

O(a) Sr(a) estda sendo convidado porque passara por uma cirurgia de
artroscopia para tratamento de um problema no joelho. A indicagéo da cirurgia ndo tem
nenhuma relagéo com a participagdo nesse estudo, ou seja, vocé sera operado porque
ja tem um problema que demanda cirurgia, independente da participag@o neste estudo.
Para essa pesquisa, durante sua cirurgia, um pequeno fragmento da sua cartilagem do
joelho, de 5x10mm, em uma regido que ndo ha apoio de peso, sera retirado e
analisado em laboratério. As células desse fragmento serdo retiradas, cultivadas e suas
caracteristicas analisadas com microscopios e técnicas especiais de laboratdrio.

O procedimento adicional aumentara em aproximadamente 5 minutos o tempo
total de sua cirurgia. A pesquisa ndo vai interferir na cirurgia a que o(a) senhor(a) sera
submetido. A retirada do fragmento da cartilagem, ndo Ihe causara prejuizos, uma vez
que o fragmento retirado € pequeno, fora da area que suporta peso, e o tempo
adicional ndo é significativo. Funciona como uma biépsia da cartilagem. Nao havera
nenhum desconforto ou risco de complicagdo além daquele normalmente esperado
para esse tipo de cirurgia, e ndo mudara a rotina do pds-operatério e reabilitagao.

O material coletado sera armazenado de acordo com as regras vigentes na
duragdo do estudo, sendo posteriormente descartado num prazo maximo de 48 meses.
Nenhuma amostra de tecido sua sera encaminhada para qualquer outro local que nao
seja o laboratério parceiro do estudo Laboratério de Imunologia, Lipidios, Oxidagdo e
Biologia Celular, no Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (INCOR). Esse consentimento é especifico
para esse estudo. O material ndo sera submetido a nenhum outro uso sem que haja
novo consentimento.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA
Titulo da pesquisa - Avaliagdo de condroprogenitores da cartilagem articular do joelho
Pesquisador principal - Dr. MARCO KAWAMURA DEMANGE, Professor Dr. Grupe Joelho, 10T HC-FMUSP

Com essa pesquisa, esperamos entender melhor as caracteristicas das células
presentes na cartilagem do joelho, para no futuro oferecer tratamentos cada vez
melhores aos pacientes com esse problemas de cartilagem.

Seu acompanhamento clinico em nosso hospital ndo sera afetado pela
participagdo ou ndo nessa pesquisa, havendo a garantia de liberdade para escolher
participar ou nao, inclusive com direito de retirar seu consentimento para o estudo em
qualquer fase, sem prejuizo ao seu tratamento ou qualquer tipo de penalizagéo.

Seu sigilo e privacidade estdo garantidos, e sua identificagdo ndo sera
divulgada. Este termo serd assinado em duas vias, € uma lhe sera entregue. Nao
havera despesas para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também ndo ha compensagdo financeira relacionada a sua participagdo. Se existir
qualquer despesa adicional, esta garantido o ressarcimento pelo orgamento dessa
pesquisa.

Em caso de dano originado em consequéncia da participagdo nesta pequisa, o (a)
Sr.(a) tera direito a indenizagao.

O material coletado sera armazenado de acordo com as regras vigentes na
duragdo do estudo, sendo posteriormente descartado. Esse consentimento é especifico
para esse estudo. O material ndo sera submetido a nenhum outro uso sem que haja
novo consentimento.

Sempre que tiver qualquer divida em relagdo ao estudo, podera a qualquer
momento perguntar para nossa equipe que esclarecera as questdes da melhor forma
que puder.

O principal investigador € o Dr. Marco Kawamura Demange, que pode ser
encontrado no enderego Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 333, Telefone (11)
2661-6912

Se vocé tiver alguma consideragao ou dlvida sobre a ética da pesquisa, entre

em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos,
225 - 50 andar - tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail:
cappesg.adm@hc.fm.usp.br
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA
Titulo da pesquisa - Avaliagdo de condroprogenitores da cartilagem articular do joelho
Pesquisador principal - Dr. MARCO KAWAMURA DEMANGE, Professor Dr. Grupe Joelho, 10T HC-FMUSP

Fui suficientemente informado a respeito do estudo "Avaliagdo de
condroprogenitores da cartilagem articular do joelho"

Eu discuti as informagdes acima com o Pesquisador Responsavel (Dr. Marco
Kawamura Demange) ou pessoa (s) por ele delegada (s)
T T, ) sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e
riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino
este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura legal do participante /representante
Data ! /

Assinatura do responsavel pelo estudoData /  /
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA
Titulo da pesquisa - Avaliagdo de condroprogenitores da cartilagem articular do joelho
Pesquisador principal - Dr. MARCO KAWAMURA DEMANGE, Professor Dr. Grupe Joelho, 10T HC-FMUSP

DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO)
DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1.NOME:.:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ...ccoviiiiiiiiniiiiiiciiesieniciean SEXO : M cFo

DATA NASCIMENTO: ........ | — ) A

EN D E R G O e O R R e e e N O R O e iy

APTO: s IBAIRRO: oot tateashus saatassos sak iaa dabsoshus saadasestns saadasuos suk s CIDADE

............. TELEFONE:

DDD (...cccuueee.

2.RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau

de parentesco, tutor, curador etc.) .....

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ......oooiiiiiiimiiciniciinccenicinan SEXO : .McoFo

DATA NASCIMENTO: ........ S f..

Sy, | ) 1] S ol 0 e S AR e A e A S A SN A S AR NG e s

AR R 23|14 2 L A e A ey AR S A ey AR S Al 2 ey AR CIDADE

............................................................. e s TELEFONE

PDD: (i T B A AR S RN TGS



ANEXOS - 126

Anexo D - Anticorpos utilizados na analise das proteinas por
imunofluorescéncia indireta

Anticorpo Diluicdo Fabricante Catalogo
Colageno | 1:100 Rockland® 600-401-103-0
Colageno Il 1:100 Rockland® 600-401-105-01
Nanog 1:200 BD® 560791
PPARYy 1:100 Novusbio® NB120-19481
RUNX2 1:100 Novusbio® H860-M06
SOX9 1:100 Abnova® 400-509
SOX2 1:100 ABCam® Ab92494
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