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RESUMO

MORAES, THEO MATOS ARANTES. Comparacéo do efeito da triiodotironina no
potencial condrogénico in vitro entre células tronco mesenquimais de ratas
Wistar. 2022. 70p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias — CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2022.

Células tronco mesenquimais (CTM) sdo indiferenciadas e multipotentes com
capacidade de diferenciacdo condrogénica e podem sofrer influéncia de diversos
fatores, dentre eles o hormonal. Objetivou-se comparar o efeito da triiodotironina (T3)
em diferentes concentracfes e tempos, no potencial condrogénico de CTM da medula
0ssea (CTM-MO) e do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas Wistar jovens. Ambas CTM
foram extraidas e cultivadas in vitro em meio condrogénico sem T3 (Controles) e com
T3 (0,01; 1; 100 e 1000 nM) cada uma, totalizando 10 grupos. Apos sete, 14 e 21 dias
foram avaliadas expressado génica de Sox9, Colageno Il (Col Il) e Agrecano (Acan)
utilizando-se qRT-PCR e formagédo de matriz condrogénica, por meio de coloracao
histoldgica Alcian blue (AB) - acido periédico de Schiff (PAS). Em Sox9 aumentou a
expressdo de CTM-MO com T3 100 nM aos 7 dias e T3 1000 nM aos 14 dias, e
aumentou a expressado de CTM-TA com T3 1 nM aos 14 dias; em Col Il aumentou a
expressdo de CTM-MO com T3 0,01 nM aos 7 dias e aumentou a expressao de CTM-
TA com T3 1000 nM aos 14 dias; em Acan aumentou a expressao de CTM-MO com
T3 1 nM aos 14 dias e aumentou a expressdo de CTM-TA com T3 1 nM aos 21 dias.
Com relacdo a sintese de matriz condrogénica AB-PAS+, aos sete dias de
diferenciacdo a CTM-TA foram superiores & CTM-MO no grupo controle e nas
concentragdes de T3 0,01 nM, 1 nM e 100 nM, permanecendo semelhante entre as
CTM aos 14 e 21 dias. Conclui-se que o potencial condrogénico com sintese de matriz
condrogénica da CTM-TA é precocemente superior em relacdo a CTM-MO aos 7 dias,
tanto sem adicdo de T3 quanto com adicdo desse hormdnio nas concentracfes de
0,01 nM, 1 nM e 100 nM.

Palavras-chave: Condrogénese. Medula 6ssea. Tecido adiposo



ABSTRACT

MORAES, THEO MATOS ARANTES. Comparison of the effect of triiodothyronine
on the in vitro chondrogenic potential between mesenchymal stem cells of
Wistar rats. 2022. 70p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias — CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2022.

Mesenchymal stem cells (MSC) are undifferentiated and multipotent, capable of
chondrogenic differentiation and may be influenced by several factors, including
hormonal. The objective was to compare the effect of triiodothyronine (T3) at different
concentrations and times, on the chondrogenic potential of MSC in bone marrow (BM-
MSC) and adipose tissue (ASC) in young Wistar rats. Both MSCs were extracted and
cultivated in vitro in chondrogenic medium without T3 (Controls) and with T3 (0.01; 1;
100 and 1000 nM) each, totaling 10 groups. After seven, 14 and 21 days, gene
expression of Sox9, Collagen Il (Col Il) and Aggrecan (Acan) were evaluated using
gRT-PCR and chondrogenic matrix formation, by histological staining Alcian blue (AB)
- periodic acid of Schiff (PAS). In Sox9 it increased the expression of BM-MSC with T3
100 nM at 7 days and T3 1000 nM at 14 days, and increased the expression of ASC
with T3 1 nM at 14 days; in Col Il it increased the expression of BM-MSC with T3 0.01
nM at 7 days and increased the expression of ASC with T3 1000 nM at 14 days; in
Acan increased the expression of BM-MSC with T3 1 nM at 14 days and increased the
expression of ASC with T3 1 nM at 21 days. Regarding the synthesis of AB-PAS+
chondrogenic matrix, at seven days of differentiation, ASC were superior to BM-MSC
in the control group and at concentrations of T3 0.01 nM, 1 nM and 100 nM, remaining
similar between MSCs at 14 and 21 days. It is concluded that the chondrogenic
potential with chondrogenic matrix synthesis of ASC is precociously superior in relation
to BM-MSC at 7 days, both without the addition of T3 and with the addition of this

hormone at concentrations of 0.01 nM, 1 nM and 100 nM.

Key-words: Chondrogenesis. Bone marrow. Adipose tissue
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1. INTRODUCAO

Células tronco séo células indiferenciadas com elevado potencial proliferativo,
capacidade de autorrenovacdo e amplo potencial de diferenciacdo, inclusive
condrogénico (RODRIGUEZ-FUENTES et al., 2021), um exemplo sdo as células
tronco mesenquimais (CTM). Para induzir a diferenciagdo condrogénica in vitro das
mesmas, sao utilizadas técnicas como a adi¢céo de fatores de crescimento no meio de
cultivo, estimulacdo mecéanica, uso de biomateriais ou combinacdo dessas técnicas
(YU; HAN; KIM, 2012; LEIJTEN et al., 2016). O método mais utilizado para o cultivo é
o sistema de pellets com meio de diferenciacdo condrogénica enriquecido com fatores
como insulina, transferrina, dexametasona, acido selenoso, acido ascorbico, acido
linoleico, glicose, ascorbato-2-fosfato, prolina, piruvato de sédio, além de fatores de
crescimento como o TGF-S (BEANE; DARLING, 2012).

Dentre as CTM, as oriundas da medula éssea (CTM-MO) sdo comumente
utilizadas em comparacéo a outros tecidos, uma vez que apresentam facilidade de
isolamento, grande capacidade de expanséo in vitro e de diferenciacdo (TAE et al.,
2006). Porém, uma desvantagem em utilizar a medula 6éssea como fonte de células
tronco em humanos, é justificada pelo método invasivo de coleta por meio de
aspiracdo da medula 6ssea (DU et al., 2015). Outra desvantagem é o pequeno nimero
de CTM presente na medula 6ssea, correspondendo a cerca de 0,01% a 0,0001% das
células nucleadas (BYDLOWSKI et al., 2009). Em contrapartida, as CTM do tecido
adiposo (CTM-TA) se tornam uma fonte atrativa para a terapia celular (CASTEILLA et
al., 2011), pois este tecido apresenta grandes quantidades de CTM correspondendo
a cerca de 2% do total lipoaspirado (KINGHAM et al., 2007), sem haver necessidade
de se realizar procedimento invasivo, visando exclusivamente a obtengédo das CTM
(ANSAR et al., 2012; ZHOU et al., 2016).

A fim de comparar algumas fontes teciduais, pesquisadores analisaram a
morfologia, fenotipo imune, frequéncia na formacéo de col6nias e capacidade de
diferenciacéo das células tronco mesenquimais da medula 6ssea e do tecido adiposo.
Muitos resultados sdo semelhantes para estas e outras fontes celulares (HAVLAS et
al., 2011; ADEGANI et al., 2013; HEO et al., 2016). Hsiao et al. (2012) compararam
expressdo de fatores paracrinos humanos em células tronco do tecido adiposo,

medula 0ssea e tecido dérmico e seus resultados mostraram que CTM derivadas de
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diferentes tecidos tem perfis paracrinos préprios, porém as CTM-TA representaram-
se mais atrativas quando comparadas as CTM da medula 6ssea e do tecido dérmico,
primeiramente porque o tecido adiposo é de facil obtencdo e possui rapida expansao
in vitro. E em segundo lugar, as CTM-TA exibem capacidade de angiogénese in vitro,
pois secretam VEGF-A e VEGF-D.

Adicionalmente, Li et al. (2015) compararam caracteristicas biolégicas entre
CTM-MO e CTM-TA humano em condi¢des de cultura contendo ligado de plaqueta
humana (hPL) e seus resultados indicaram que as CTM-TA tinham vantagens
biolégicas com relacdo a capacidade proliferativa, proteinas secretadas (fator de
crescimento fibroblastico basico, interferon-y e fator de crescimento semelhante a
insulina-1), e efeitos imunomoduladores. Enquanto as CTM-MO tiveram vantagem no
potencial de diferenciacdo osteogénico e condrogénico e outras proteinas secretadas
(fator-1 derivado do estroma e fator de crescimento de hepatécitos) (LI et al., 2015).
Resultados semelhantes foram apontados por um estudo com ratos, tanto do potencial
de diferenciacdo quanto das proteinas secretadas (NAKANISHI et al., 2011)

Apesar da existéncia de estudos comparando diferentes aspectos das CTM,
algumas caracteristicas permanecem pouco elucidadas. Como previamente
apontado, sabe-se que a proliferacao e diferenciacdo das CTM séo influenciadas por
diversos fatores, dentre eles o hormonal (BOBIS; JAROCHA; MAJKA, 2006). Na
literatura consultada observou-se que a triiodotironina (T3) melhorou o potencial
osteogénico de CTM-MO em ratas (BOELONI et al., 2009) e condrogénico de CTM-
MO em ratas (ASSIS et al., 2018), ndo alterou a diferenciacdo condrogénica em CTM-
TA de ratas (ELERT et al., 2022) e causou alguns efeitos negativos sobre a
diferenciacédo osteogénica de CTM-TA de ratas ovariectomizadas com osteoporose e
potencial reduzido ainda que sem diminuir a formacado de matriz extracelular e
expressdo de proteinas désseas (BOELONI et al., 2013a). Porém ainda faltam
pesquisas que comparem o comportamento das CTM-MO e CTM-TA sob efeito dos
hormoénios tireoidianos. Assim, 0 presente estudo objetivou comparar o efeito da
triiodotironina em diferentes concentragcdes e periodos no potencial de diferenciagcéo
condrogénico in vitro de células tronco mesenquimais da medula 6ssea e do tecido

adiposo de ratas Wistar jovens.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Células tronco

Nao existe uma definicdo que seja amplamente aceita para o termo “célula
tronco”. Esforcos sdo constantemente feitos para definir certos caracteres que podem
diferenciar as células tronco (CT) de outras células encontradas in vivo ou em culturas
de células (BONGSO; FONG, 2009). Uma das definicdes aceitas pelos autores € que
as CT séo células ndo especializadas capazes de se tornar células especializadas,
cada uma com novas funcdes celulares bem definidas. As capacidades Unicas das CT
as tornam fonte ideal para a regeneracgéo de tecidos lesionados (SATIJA et al., 2009).

As células tronco possuem caracteristicas bioldégicas Unicas que as tornam uma
ferramenta promissora da medicina regenerativa. Dentre essas caracteristicas
destacam-se principalmente a capacidade de autorrenovacdo a longo prazo, o
potencial de diferenciacdo em diversas linhagens, também conhecido como
multipoténcia ou pluripoténcia, e sua capacidade ativa de migracdo para tecidos
doentes (SHANTI et al., 2007). Tais células sdo geralmente divididas em células
tronco embrionérias e adultas. A utilizacao de células tronco embrionarias € bem mais
restrita por consideracdes éticas, legais e religiosas em muitos paises. Portanto, a
pesquisa cientifica se foca nos estudos com células tronco adultas que sdo mais
aceitaveis, sendo denominadas células estromais (tronco) mesenquimais — CTM (do
inglés mesenchymal stromal (stem) cells - MSC) (HESLOP et al., 2015).

As CTM podem ser facilmente obtidas de diferentes fontes teciduais, incluindo
medula 0ssea, tecido adiposo, corddo umbilical, placenta, pele, polpa dentaria, dentre
outros (DOMINICI et al., 2006). As CTM foram isoladas pela primeira vez da medula
0ssea gragas a sua capacidade de se aderir a superficie plastica e gerar unidades
formadoras de colonia de fibloblastos (CFU-F) in vitro (FRIEDENSTEIN;
CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970). Essas células aderentes sao caracterizadas de
acordo com a expressao de varios antigenos de superficie. Todas CTM independente
da sua fonte devem ser positivas pelo menos para CD73, CD90 e CD105; e negativas
ao menos para trés dos marcadores CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19
e HLA-DR. Além disso, as CTM devem ser capazes de se diferenciar em osteoblastos,

adipécitos e condroblastos in vitro (DOMINICI et al., 2006) (Figura 1). Pesquisas
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realizadas com estudos gendmicos em CTM forneceram evidéncias da expressao de
marcadores pluripotentes (Oct-4, Nanog e Sox2). Esses achados esclareceram o
estado indiferenciado dessas células (PATTERSON et al.,, 2012). Além disso, se
mostrou que as CTM de cordao umbilical humano expressam survivina
(KESTENDJIEVA et al., 2008) que também é amplamente expressa em tumores
(HALASOVA et al., 2013).

Figura 1 - Diagrama para caracterizacao de células tronco mesenquimais (CTM).
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FONTE: RAJABZADEH, N.; FATHI, E.; FARAHZADI, R., 2019 (Adaptado).

2.1.1 Ceélulas tronco mesenquimais da medula 6ssea

A medula éssea € um dos principais sitios doadores de CTM devido a facilidade
de isolamento e expanséao in vitro. Possui capacidade de diferenciacdo multipotente,
incluindo a condrogénica (TAE et al., 2006). Devido a essa facilidade de expanséo e
diferenciacéo, tais células oriundas da medula 0ssea sdo consideradas excelentes
fontes para terapia celular (RASTEGAR et al., 2010). Ainda que somente uma

pequena fracdo de CTM possa ser isolada durante a coleta correspondendo a cerca
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de 0,0001 a 0,01% do total de células da medula 6ssea (PITTENGER et al., 1999). As
CTM-MO séo também denominadas de células do estroma da medula 6ssea (BMSC),
células precursoras do estroma, células tronco esqueléticas e células progenitoras
adultas (CHEN et al., 2008).

As células tronco mesenquimais da medula éssea (CTM-MO) ocupam sitios
especificos definidos como nicho endosteal e vascular (BIRBRAIR; FRENETTE,
2016). As células localizadas no nicho endosteal revestem a superficie 6ssea e
interagem fisicamente com osteoblastos e células progenitoras tronco
hematopoiéticas (HSPCs). As CTM-MO do endosteo representam fonte de
osteoprogenitores e indiretamente contribuem para a osteogénese, secretando varios
fatores de crescimento e citocinas (ASADA; TAKEISHI; FRENETTE, 2017). Foi
demonstrado que elas aumentam a regeneracdo Ossea (OSUGI et al.,, 2012) e
medeiam a capacidade do horménio da paratireoide de expandir a populacdo de
osteoblastos, 0 que, por sua vez, facilita a expansdo de HSPCs primitivas através da
secrecdo de diversos fatores de crescimento hematopoiéticos (fator formador de
colbnia de granuldcitos, angiopoietina e interleucina-6) (CALVI et al., 2003). No nicho
vascular, as CTM-MO estdo associadas aos vasos sanguineos em posicao
perivascular, regulando a homeostase das HSPCs por interacao direta ou de forma
pardcrina por meio da secrecao de fatores hematopoiéticos de suporte (CORSELLI et
al., 2013).

2.1.2 Células tronco mesenquimais do tecido adiposo

O tecido adiposo € vastamente composto, além de adipdcitos maduros e
imaturos, também possui células da musculatura lisa vascular, células endoteliais,
fibroblastos, macrofagos, linfocitos e as células tronco mesenquimais do tecido
adiposo (CTM-TA) (SCHAFFLER; BUCHLER, 2007). Seu uso como fonte alternativa
as CTM-MO foi apontado em raz&o das pesquisas ap0s primeira evidenciacao dessas
células no lipoaspirado humano (ZUK et al., 2001). As CTM-TA podem ser extraidas
do tecido adiposo intra-abdominal ou subcutdaneo (CASTEILLA et al.,, 2011) e
possuem capacidade de diferenciacdo multipotente, incluindo condrogénica (DAI et
al., 2016). Foram isoladas em diversas espécies além do ser humano (TOYODA et
al., 2009) como em ratos (BOELONI et al., 2013b), cées e gatos (VIEIRA et al., 2010;
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VOGA; KOVAC; MAJDIC, 2021), suinos (ARRIGONI et al., 2009) e equinos (VIDAL et
al., 2008; SPILA et al., 2020). As CTM-TA também podem ser denominadas como
células tronco derivadas de tecido adiposo (ADSC), células estromais derivadas de
tecido adiposo e células do processado de lipoaspirado (BUNNELL et al., 2008).

As CTM-TA estéo localizadas na adventicia capilar e perivascular de grandes
vasos sanguineos dentro dos tecidos adiposos e acredita-se que sejam derivadas de
pericitos (CAPLAN, 2017). As CTM-TA sé&o isoladas da fracéo vascular estromal (SVF)
do tecido adiposo homogeneizado. Isso pode ser realizado por meio de digestéo
enzimatica, ruptura mecanica ou métodos automatizados (ALSTRUP et al., 2019). No
isolamento com método enzimatico utiliza-se a enzima colagenase tipo | (BEANE;
DARLING, 2012). A combinacdo do método enzimético com o mecénico aumenta a
area de contato do tecido adiposo facilitando a digestéo pelas enzimas (ALSTRUP et
al., 2019). Primeiramente séo feitos cortes no tecido adiposo e lavagem em solucao
salina para remocéo das células sanguineas, seguido de incubacédo com colagenase
tipo | a 37°C e 5% CO2 para separacao da fracao celular (BOELONI et al., 2013b).
Posteriormente as CTM-TA podem ser cultivadas e se aderir as placas ou garrafas de

cultivo assim como as células-tronco da medula 6ssea (LEVI; LONGAKER, 2011).

2.1.3 Comparacédo entre células tronco mesenquimais da medula 6ssea e do
tecido adiposo

Embora as CTM-MO e CTM-TA compartilhem muitas caracteristicas biologicas,
também existem algumas diferencas entre essas populagdes distintas de CTM. Por
exemplo, as CTM-TA humanas sdo geneticamente e morfologicamente mais estaveis
em uma cultura de longo prazo, exibem taxa de senescéncia mais baixa, mostram
maior capacidade proliferativa e retém o potencial de diferenciacdo por um periodo
mais longo em cultura (IZADPANAH et al., 2006) em comparacdo com CTM-MO
humanas. Um estudo demonstrou que as CTM-TA humanas suportam a
hematopoiese tanto in vitro quanto in vivo e, inesperadamente, parecem exercer essa
atividade de forma mais eficiente do que as CTM-MO humanas (DE TONI et al., 2011).

As CTM-MO residem no estroma da medula é6ssea em quantidades
relativamente pequenas. Calcula-se que elas constituam cerca de 0,001% a 0,01% do
total de células nucleadas da medula (BERNARDO; LOCATELLI; FIBBE, 2009),
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enquanto a quantidade de CTM-TA é aproximadamente 500 vezes maior quando
isoladas de uma quantidade equivalente de tecido adiposo (HASS et al., 2011). Essa
diferenca pode ser particularmente relevante para tornar as CTM-TA mais adequadas
para aplicag6es clinicas devido a sua facilidade de acesso. Além disso, um numero
suficiente de CTM-MO pode ser mais dificil de obter a partir de uma colheita
convencional de medula, particularmente nos idosos (PUISSANT et al., 2005), pois o
namero de CTM diminui com a idade (STOLZING et al., 2008). Ainda, as CTM-TA
podem ser usadas clinicamente sem expansdo, se colhidas de um volume
suficientemente grande de lipoaspirado (YOSHIMURA; SUGA; ETO, 2009).

Foi demonstrado que os imunofendétipos entre essas CTM sdo mais de 90%
idénticos, no entanto, algumas pequenas diferencas parecem existir. Uma proporgao
de CTM-TA expressa CD34 quando isoladas a fresco, embora a expressédo de CD34
diminua gradualmente com passagens sucessivas podendo até ndo ser totalmente
perdido (MITCHELL et al., 2006). O marcador CD34 geralmente ndo é expresso por
CTM-MO ou por outras fontes de CTM (MOSNA; SENSEBE; KRAMPERA, 2010). As
CTM-TA expressam altos niveis de CD54, enquanto as CTM-MO apresentam
expressao minima desse marcador (DE UGARTE et al., 2003). O contrario ocorre com
a expressao de CD49f (integrina a6) e proteina 1 semelhante a podocalixina (PODXL)
(PACHON-PENA et al., 2011).

De fato, ainda ha muito debate sobre as diferencas imunofenotipicas entre
CTM-MO e CTM-TA. Da mesma forma pode se dizer que h& divergéncia na atividade
imunomoduladora entre as CTM. Na andlise de proteinas secretoras verificou-se que
as CTM-TA secretam gquantidades maiores de fatores de crescimento e citocinas
inflamatorias como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento de hepatocitos (HGF) e interleucina 6 enquanto as CTM-MO secretam
fator-1a derivado do estroma em maior quantidade (NAKANISHI et al., 2011). Tais
discrepancias aparentes podem em parte, ser explicadas por variaveis no meio de
cultura e duracdo, densidade celular, nimero de cultura, duplicacdes, estagio
proliferativo de células em cultura, idade do doador e varios outros fatores (HO;
WAGNER; FRANKE, 2008; LINDROOS; SUURONEN; MIETTINEN, 2011;
PEVSNER-FISCHER; LEVIN; ZIPORI, 2011).

A capacidade de diferenciacdo de CTM-MO versus CTM-TA é debatida com
dados de cada lado apoiando a superioridade de um tipo de célula sobre o outro.

Alguns estudos descobriram que CTM-TA exibem diferenciacdo adipogénica



20

pronunciada em comparacdo com CTM-MO in vitro (PACHON-PENA et al., 2011).
Contudo, outros nao reproduziram essas diferencas na capacidade de diferenciacao
adipogénica ao tempo que também demonstram que as CTM-MO s&o mais propensas
a diferenciacdo osteogénica do que as CTM-TA in vitro (NOEL et al., 2008). Outros
mostram que a resposta osteogénica das CTM-MO néo é significativamente maior do
que a das CTM-TA (PACHON-PENA et al., 2011) podendo ser até inferior em adultos
(ALVES et al., 2016). As diferencas de género parecem influenciar a capacidade
osteogénica das CTM-TA, com as CTM-TA masculinas se diferenciando mais
rapidamente e mais efetivamente do que as CTM-TA femininas in vitro. Além disso; o
potencial osteogénico das CTM-TA femininas diminui com a idade, enquanto o
potencial adipogénico permanece inalterado (ZHU et al., 2009; LINDROOS,;
SUURONEN; MIETTINEN, 2011). Foi encontrado por alguns grupos que as CTM-TA
apresentam capacidade de diferenciacdo condrogénica diminuida em comparacao
com as CTM-MO in vitro (HUANG et al., 2005; DANISOVIC et al., 2007), no entanto,
outros grupos néao relatam diferencas no potencial condrogénico (KERN et al., 2006)
ou mostram que o uso de uma combinacgéo de dose maior de fatores de crescimento
especificos, como fator de crescimento transformador b2 e fator de crescimento
semelhante a insulina-1, aumenta o potencial condrogénico de CTM-TA (inicialmente
inferior) a um nivel comparavel ao das CTM-MO (KIM; GI, 2009). Também foi
demonstrado que a adicdo de proteina morfogenética éssea-6 (BMP-6) aumenta a
condrogénese de CTM-TA (ESTES; WU; GUILAK, 2006).

Coletivamente, esses dados muitas vezes conflitantes implicam que CTM de
diferentes fontes podem responder de maneira distinta a diferentes estimulos, de
modo que as condi¢des ideais para a diferenciacdo das CTM-MO podem né&o ser
adequadas para CTM-TA. As condic¢des de cultura também podem afetar o potencial
de diferenciacado de CTM da mesma origem (LINDROOS; SUURONEN; MIETTINEN,
2011). Diferentes protocolos de isolamento e cultura usados por varios grupos podem
explicar a predominancia de uma determinada subpopulacdo de CTM com um
potencial de diferenciacédo distinto (RADA; REIS; GOMES, 2011).

Varios estudos demonstraram que existem algumas diferencas nos perfis
protedbmicos e de transcricdo génica de CTM-MO e CTM-TA (IZADPANAH et al., 2006;
PARK; SHIN; KIM; 2007; NOEL et al., 2008). Por exemplo, Noé&l et al. (2008)
investigaram a expressao de 384 genes em CTM-MO e CTM-TA e descobriram que

3,4% dos genes analisados foram expressos especificamente por apenas uma
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populacdo de CTM. Além disso, 9,7% dos genes analisados foram expressos
diferencialmente entre elas. Em conjunto, esses resultados indicaram que a expressao
diferencial de 13,2% dos genes foi capaz de discriminar entre as 2 populacdes, mas
sem identificar marcadores especificos para cada populacdo de CTM. Os genes
expressos apenas em CTM-MO estavam envolvidos nas vias de sinalizacdo e
diferenciacdo de WNT (WNT11, WNT7B e SOX6), enquanto genes expressos
exclusivamente em CTM-TA estavam envolvidos na comunicacédo celular (CCL3,
FGF9, ILLR2 e KDR) e no controle da transcricdo (PAX3, SPI1 e ZNF45). A analise
protedmica realizada pelo mesmo grupo mostrou que 23% das proteinas foram
expressas especificamente em uma ou outra populacdo de CTM e que 18% das
proteinas totais foram expressas diferencialmente entre CTM-MO e CTM-TA (NOEL
et al., 2008).

2.2 Diferenciagdo condrogénica in vitro de células tronco mesenquimais

Para induzir a diferenciacédo condrogénica das CTM, séo utilizadas técnicas in
vitro como a adicdo de fatores de crescimento ao meio de cultivo, estimulacéo
mecanica, uso de biomateriais ou a combinacdo de uma ou mais técnicas (YU; HAN;
KIM, 2012, LEIJTEN et al., 2016).

De maneira geral, a diferenciacdo ocorre em até trés semanas sendo realizada
em um sistema de pellet com protocolos bem definidos que consistem na presenca
de meio de cultura basico denominado Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
enriquecido com antibidticos, antifungicos e 10% de soro fetal bovino. Sé&o
adicionados no meio de cultura fatores como dexametasona, acido ascorbico, insulina,
transferrina, acido selenoso, acido linoleico e albumina sérica bovina (BEANE;
DARLING, 2012). Podem ser adicionados ainda outros suplementos como piruvato de
sédio, prolina, L-glutamina, TGF-B e BMP (VATER; KASTEN; STIEHLER, 2011).

Na diferenciacao condrogénica in vitro ocorrem trés estagios bem definidos. No
primeiro estagio ocorre diferenciacéo inicial com expresséo de fiboromodulina, COMP,
agrecan, versican e decorin, deposicdo inicial de glicosaminoglicanos, além da
formacdo de colageno | e X. No segundo estagio ha expressdo de colageno I,
condroaderin e producao de sulfato de condroitina. No terceiro estagio ocorre acumulo

de glicosaminoglicanos e formacéo de condrécitos maduros (BARRY et al., 2001). Os
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modelos tridimensionais de cultura celular (pellets) favorecem a inducéo da primeira
fase da condrogénese que consiste em uma condensacédo celular, juntamente com
interacdes entre células e entre célula e matriz extracelular (GIULIANI et al., 2013).

Inicialmente, as células apresentam formato fibroblastoide e posteriormente, as
células aumentam de volume, proliferam e sintetizam componentes tipicos da matriz
cartilaginosa como colagenos tipo I, tipo Il e tipo X, proteoglicanos como agrecano e
fibronectina, e glicosaminoglicanos (BARRY et al., 2001, SOLCHAGA; PENICK;
WELTER, 2011; GIULIANI et al., 2013). Sendo o colageno Il e o agrecano 0s
constituintes da matriz observados em maior quantidade (SOLCHAGA; PENICK;
WELTER, 2011). Por fim, as células adquirem formato arredondado semelhante ao
condroblasto (GIULIANI et al., 2013).

Apbés duas a trés semanas de diferenciacdo, alguns marcadores da
condrogénese sao utilizados como colagenos Il, I1X, X e XI, proteoglicanos como o
agrecano e glicosaminoglicanos (SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011; VATER,;
KASTEN; STIEHLER, 2011). Os proteoglicanos sao detectados por coloragées como
azul de toluidina ou acido periédico de Schiff (PAS), os glicosaminoglicanos pelas
coloracdes de Alcian blue ou safranina-O (SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011,
BEANE; DARLING, 2012), e os tipos de colageno podem ser detectados pela técnica
de imunohistoquimica ou pela expressao génica por meio de PCR (reacdo em cadeia
da polimerase) (SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011).

Com relag&o a expressao génica, a coexpressao de Sox5, Sox6 e Sox9 ocorre
durante toda a condrogénese. Além disso, sdo capazes de ativar genes como
colageno Il (Col2al) e agrecano (KOCH et al., 2000). O Sox9 especificamente é
essencial para a condensacdo celular (DE COMBRUGGHE; LEFEBVRE;
NAKASHIMA, 2001). A expressao de Sox9 é controlada por fatores como BMP-2,
BMP-4 e Sonic hedgehog (Shh) que além de induzirem, também fazem manutencéo
da expressao desse gene (SEMBA et al.,, 2000). Ainda, os horménios tireoidianos
inibem o efeito do Sox9, para promover a hipertrofia dos condrécitos (OKUBO; REDDI,
2003). O colageno Il € expresso em todas as células condroprogenitoras e em altos
niveis em condrécitos (CHEAH et al.,, 1991) e sua expressao € gradativamente
substituida pela de colageno X (LEFEBVRE; BEHRINGER; DE CROMBRUGGHE,
2001). O PTHrP é expresso em altos niveis em condroécitos pré-hipertroficos e em

baixos niveis em condrdcitos e tem a funcdo de inibir a transicdo para condrocitos
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hipertréficos (HUANG et al., 2000), além de aumentar a atividade transcricional de
Sox9 (WATANABE; YAMADA, 1999).

O colageno Il € um dos principais constituintes da matriz cartilaginosa e por
iSso sua expressédo € utilizada para verificar a diferenciagdo condrogénica de CTM
(SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011). As expressbes de Col Il e Acan foram
relatadas como muito baixas para serem detectadas nos dias 3 e 14 por RT-PCR (LIU
et al., 2007), o que provavelmente resulta em diferentes niveis de expressao em varios
momentos (ZUK et al., 2002). Um aumento na expressao de Col Il em CTM da medula
Ossea e do tecido adiposo suplementadas com TGF-B e/ou MPB foi demonstrado
(ZIMMERMANN et al., 2008), assim como maior aumento da expressao génica de um
(CTM-TA) em relacdo ao outro (CTM-MO) porém com maior sintese de colageno |l
em CTM-MO (MEHLHORN et al., 2006).

Se as CTM-TA séo ou nado equivalentes as CTM-MO em termos de potencial
de diferencial condrogénico é uma questdo de debate consideravel. Com relacédo a
diferenciagdo condrogénica, verificou-se que as CTM-TA de humanos apresentam
potencial superior em comparacdo as CTM-MO de pacientes com osteoartrite
(PAGANI et al., 2017). No entanto, outro estudo constatou o oposto, ou seja, as CTM-
MO de humanos apresentaram potencial de diferenciacdo condrogénico superior as
CTM-TA quando cultivados em associacdo com biomateriais (KOHLI et al., 2015).
Além disso, pesquisas demonstram que as CTM da medula éssea apresentam um
potencial condrogénico superior as CTM do tecido adiposo e do cordao umbilical de
humanos saudaveis (DANISOVIC et al., 2016).

Adicionalmente, a eficiéncia da diferenciacdo das CTM depende de outros
fatores como status de saude e idade do paciente doador (BUNNELL et al., 2008),
visto que estudos sugeriram por exemplo que o potencial de diferenciacédo
osteogénica é maior em CTM de ratos mais jovens quando comparados a doadores
de maior idade (BOELONI et al., 2013b) o que n&o se altera entre ratos jovens e idosos

na diferenciagédo condrogénica (SILVA, 2019).

2.2.1 Fatores que influenciam a diferenciacdo condrogénica in vitro de células

tronco mesenquimais
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Além do meio de inducéo basico utilizado para a diferenciacdo condrogénica,
outros fatores que influenciam ou potencializam esse processo nas CTM sdao
frequentemente pesquisados incluindo fatores de crescimento, fatores hormonais,
transcritos génicos, estimulo mecénico, condi¢des de hipdxia, uso de biomateriais ou
a associacao desses fatores (DANISOVIC; VARGA; POLAKI, 2012),

Nesse contexto, o TGF-B1, TGF-p2 e TGF-B3 potencializam a diferenciagao
condrogénica das CTM (PUETZER; PETITTE; LOBOA, 2010). O TGF-B1 aumenta a
formacao de matriz condrogénica e a expressdo de colageno Il e agrecano em todas
CTM (DANISOVIC; VARGA; POLAKI, 2012). Sendo que um estudo demonstrou que
0 TGF-B2 e o TGF-B3 foram mais efetivos que o TGF-B1 em potencializar a
diferenciacdo condrogénica das CTM-MO aumentando a formagdo de
glicosaminoglicanos e colageno Il (BARRY et al., 2001). Além disso, o TGF-B1 foi
utilizado como indutor para diferenciacdo condrogénica de CTM de ambas as fontes
celulares, o que pode nao ser ideal para induzir diferenciacdo condrogénica em CTM-
TA. Por exemplo, alguns estudos relataram anteriormente que o TGF-B1 n&o € tao
eficiente na inducéo da diferenciacdo condrogénica de CTM-TA quanto a proteina
morfogenética 6ssea 6 (ESTES; WU; GUILAK, 2006).

As BMP como BMP-2, BMP-4, BMP-6 e BMP-7 também sdo fatores
importantes para a diferenciacdo condrogénica (SHEN et al., 2010). A BMP-2 aumenta
a proliferagéo e a formagéo de matriz condrogénica (SEKIYA et al., 2005). A BMP-4
aumenta a formacao de matriz condrogénica ao estimular a sintese de colageno Il e
agrecano e diminuir a expressao de colageno | e X (MILJKOVIC; COOPER; MARRA,
2008). A BMP-7 potencializa a diferenciacéo, pois aumenta a expressao de colageno
I (SHEN et al., 2010). O FGF-2 também conhecido como FGF basico (FGFb) aumenta
a proliferagdo e a diferenciagdo condrogénica in vitro de CTM-MO aumentando a
formacdo de matriz condrogénica (SOLCHAGA et al, 2009). H4 ainda uma
potencializacdo na diferenciacdo condrogénica quando é realizada a combinagéo
desses fatores (SCHMITT et al., 2003).

Dentre os fatores de transcricdo, destaca-se o Sox9 como principal fator de
diferenciacéo condrogénica de CTM. Sua atuagdo ocorre principalmente na fase inicial
da condrogénese, controlando a expressdo de outros genes como agrecano e
colageno Il (WANG et al., 2014). Além disso, a combinacédo de Sox9 com Sox5 e Sox6
estimula a condrogénese (PARK et al., 2011) e leva a sintese de matriz extracelular,

composta de colageno Il e agrecano (BEANE; DARLING, 2012). A expressao génica
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pode ser intensificada por outros fatores, como por exemplo, o fator de necrose
tumoral a (TNF-a) que estimula a expressao de colageno Il e Sox9 (JAGIELSKI et al.,
2014). A superexpressao de Wntll estimula a expresséao de coladgeno Il, agrecano,
Sox9, Runx2 e Ihh e, em sinergismo com TGF-3, desenvolve a condrogénese (LIU et
al., 2014).

Sobre condic¢des de hipodxia, também influenciam no potencial condrogénico de
CTM. A baixa tensao de oxigénio (2% O2) melhorou a diferenciacdo condrogénica de
CTM-MO de humanos ao aumentar a sintese de GAG e proteoglicanos, colageno Il e
expressdo de agrecano, colageno Il e Sox9 (MARKWAY et al., 2010) enquanto a
hipoxia (5% O2) também causou expressao precoce de colageno Il e sintese de matriz
condrogénica em CTM-TA (MERCERON et al., 2010).

Fatores hormonais também s&o considerados importantes para a diferenciacao
condrogénica de CTM (KARL et al., 2014). O PTH influencia a diferenciacédo de forma
dose-dependente, podendo aumentar a expressao de Sox9, colageno Il e PTH1R em
baixas concentracfes ou causar o efeito contrario quando em altas concentracdes
(ZHANG; KUMAGAI; SAITO, 2014). A dexametasona, na dose de 1uM, potencializa
a diferenciacdo condrogénica de CTM-MO de bovinos por aumentar a producao de
glicosaminoglicanos e a expressdo de coldgeno X (RANDAU et al., 2013). Em
humanos, a dexametasona em associacdo com TGF-B3, potencializa a diferenciacao
condrogénica de CTM-MO, pois aumenta a producéo de proteoglicanos e a expressao
de agregano, colageno Il e colageno Xl (DERFOUL et al., 2006).

Adicionalmente, é importante lembrar que as CTM apresentam receptores para
horménios tireoidianos e que os hormonios tireoidianos influenciam o crescimento
0sseo in vivo, pois regulam os processos de diferenciacdo e maturacdo tanto de
condrocitos da zona hipertrofica quanto da placa epifisaria (ROBSON et al., 2000). A
triiodotironina (T3) regula a diferenciagédo terminal de condrdcitos da placa epifiséria
de ratos cultivada in vitro, e isso € modulado em parte pela via Wnt/B-catenina. A
superexpressao de Wnt-4 ou de [B-catenina promove a diferenciacdo terminal dos
condrocitos da placa de crescimento (WANG; SHAO; BALLOCK, 2007). Em cultura
de CTM-MO de humanos, a triiodotironina na concentracdo de 1 nM juntamente com
BMP-4 estimulou a hipertrofia dessas células (KARL et al., 2014). No entanto, em
cultura de CTM-MO de bovinos, a T3 na concentracdo de 100 nM ndo melhorou a
diferenciacéo, visto que ndo modificou a expressao de colageno X ou producao de
glicosaminoglicanos (RANDAU et al., 2013).
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RESUMO

O objetivo deste artigo é comparar o efeito da triiodotironina (T3) no potencial
condrogénico de células tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTM-MO) e tecido
adiposo (CTM-TA) de ratas Wistar. Ambas as CTMs foram extraidas e cultivadas em
meio condrogénico sem T3 (controle) e com T3 (0,01; 1; 100 e 1000 nM). Apés sete,
14 e 21 dias, foram avaliadas a expressdo génica de Sox9, Colageno Il (Col Il) e
Agrecano (Acan) e formacao de matriz condrogénica. Em relacéo a expressao génica,
Sox9 aumentou em CTM-MO em sete dias (100 nM T3) e em 14 dias (1000 nM T3),
e aumentou em CTM-TA em 14 dias (1 nM T3); Col Il aumentou em CTM-MO em 7
dias (0,01 nM T3) e em CTM-TA em 14 dias (1000 nM T3); Acan aumentou em CTM-
MO em 14 dias (1 nM T3) e em CTM-TA em 21 dias (1 nM T3). A sintese da matriz
condrogénica foi maior em CTM-TA quando comparado a CTM-MO no grupo controle
e nas concentracfes de T3 (0,01; 1 e 100 nM) aos sete dias, permanecendo
semelhante aos 14 e 21 dias. Portanto concluimos que o potencial condrogénico com
sintese de matriz condrogénica de CTM-TA é prematuramente maior que o potencial

condrogénico de CTM-MO, com ou sem T3.

Palavras-chave: Condrogénese. Hormoénio tireoidiano. Medula Ossea. Tecido

adiposo
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ABSTRACT

This article’s goal is to compare the effect of triiodothyronine (T3) on the chondrogenic
potential of bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSC) and adipose tissue
(ASC) of Wistar rats. Both MSCs were extracted and cultivated in chondrogenic
medium without T3 (control) and with T3 (0.01; 1; 100 and 1000 nM). After seven, 14
and 21 days, gene expression of Sox9, Collagen II (Col II) and Aggrecan (Acan) and
chondrogenic matrix formation were evaluated. Regarding gene expression, Sox9
increased in BM-MSC at seven days (100 nM T3) and at 14 days (1000 nM T3), and
increased in ASC at 14 days (1 nM T3); Col Il increased in BM-MSC at 7 days (0.01
nM T3) and in ASC at 14 days (1000 nM T3); Acan increased in BM-MSC at 14 days
(1 nM T3) and in ASC at 21 days (1 nM T3). Chondrogenic matrix synthesis was greater
in ASC when compared to BM-MSC in the control group and in T3 concentrations
(0.01; 1 and 100 nM) at seven days, looking fairly similar at 14 and 21 days. Therefore
we concluded that the chondrogenic potential with chondrogenic matrix synthesis of
ASC is prematurely greater than the chondrogenic potential with BM-MSC, with or
without T3.

Key-words: Chondrogenesis. Thyroid hormone. Bone marrow. Adipose tissue
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3.1 INTRODUCAO

A cartilagem articular possui pobre capacidade regenerativa intrinseca. Assim,
devido a limitacdo do transplante autélogo de condrécitos, a engenharia de tecidos
baseada em células tronco mesenquimais (CTM) de diferentes fontes surgiu como
alternativa para uma nova abordagem na regeneracdo de tecidos lesionados [1],
inclusive para o tratamento de lesdes ou doencas do tecido cartilaginoso [2]. Essas
células tém sido amplamente utilizadas para a terapia celular, visto que sé@o células
multipotentes indiferenciadas de origem mesenquimal com capacidade de
autorrenovacao e potencial para se diferenciar em células adipogénicas, osteogénicas
ou condrogénicas quando expostas a sinais especificos de crescimento [3].

As CTM desempenham um papel central na manutencéo e regeneragao dos
tecidos do corpo e essas células podem ser isoladas de diferentes 6rgaos e tecidos
do corpo [4]. As CTM da medula éssea (CTM-MO) tém sido amplamente utilizadas na
engenharia de tecidos [5]. No entanto, quantidades limitadas de CTM existem na
medula 6ssea, pois representam apenas 0,001-0,01% das células nucleadas [6]. Esse
entrave levou ao aumento do interesse em CTM de outras fontes, especialmente o
tecido adiposo. Células tronco derivadas do tecido adiposo (CTM-TA) existem em
grande quantidade e podem ser isolados do tecido adiposo de varios locais com
minimo desconforto para os pacientes [7]. As CTM-MO compartilham caracteristicas
de morfologia e imunofendtipo com as CTM-TA e ambas possuem capacidade de
diferenciacdo multilinhagem e grande potencial para aplicacdes regenerativas [8].

No entanto, uma questdo importante que ainda precisa ser respondida e que
se mantém motivo de pesquisas é qual tipo de célula &€ mais eficaz e adequada para
as terapias celulares. Muitos estudos mostraram que as CTM-MO e CTM-TA
compartilham aspectos semelhantes, incluindo as caracteristicas morfolégicas e a
expressdo de antigenos de superficie celular, mas diferencas bioldgicas significativas
foram observadas em relacdo as suas taxas de proliferacdo e capacidades de
diferenciacéo [9,10]. As CTM cultivadas em meio condrogénico se diferenciam em
condrécitos e formam matriz condrogénica rica em colageno e agrecano [4]. Apesar
de comparacdes entre diferentes aspectos das CTM, algumas caracteristicas como
por exemplo a influéncia hormonal no potencial de diferenciacéo, permanecem pouco
esclarecidas. Sabendo da existéncia de receptores para 0s hormonios tireoidianos nas

CTM [11] juntamente com relatos de que a triiodotironina (T3) pode influenciar no
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potencial osteogénico [12,13] ou condrogénico [14,15,16] das CTM, o presente estudo
tem como objetivo comparar o efeito da triiodotironina no potencial de diferenciacéo
condrogénico de células tronco mesenquimais da medula 6ssea e do tecido adiposo
de ratas Wistar jovens em diferentes concentracoes e tempos, sendo esse 0 primeiro

relato desta natureza.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Extracdao e cultivo das células

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UFES), sob protocolo de numero 062/2013, de acordo com os principios éticos em
experimentacdo animal padronizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal. Foram utilizadas quatro ratas Wistar com um més de idade que foram
eutanasiadas com sobredose de anestesia (pentobarbital sédico [30mg/kg] por via
peritoneal).

A extracdo de CTM-MO e CTM-TA foi realizada de acordo com protocolos
estabelecidos [13,17]. Em ambiente cirdrgico, os fémures e tibias (direitos e
esquerdos) das ratas saudaveis foram dissecados de tecidos musculares e conectivos
adjacentes e as epifises foram retiradas, de forma asséptica, para obtencdo da
medula éssea da diéfise. Os ossos foram colocados em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium; Invitrogen, CA, USA). O tecido adiposo abdominal coletado
foi colocado em DMEM enriquecido com gentamicina (60ug/L), penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100pug/mL) e anfotericina (25ug/L) (Gibco, USA). Em seguida, o tecido
cortado em pequenos fragmentos, foi transferido para um tubo com colagenase tipo |
a 0,15% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluida em PBS (solugédo tampé&o de
fosfato padréo) 0,15M e incubado por 60 minutos a 37°C e 5% de CO3, agitando-o de
15 em 15 minutos. Apos a incubacéao, a colagenase foi inativada pela adicdo de DMEM
com 10% SFB (soro fetal bovino) (LGC Biotecnologia, Brasil).

No fluxo laminar, a medula 6ssea foi lavada com DMEM enriquecido com
gentamicina (60ug/L), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100ug/mL) e anfotericina
(25ug/L). Posteriormente, fez-se a centrifugacéao por 10 minutos a 1400 rpm tanto da
medula 6ssea quanto do tecido adiposo. Apds a centrifugacdo do tecido adiposo,

obteve-se trés fases: gordura, hemacias e outras células sanguineas e precipitado
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(fase estromal). O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi suspendido em
DMEM enriquecido com antibidticos e antimicéticos adicionado de 10% SFB e
cultivado em garrafas T75 em estufa a 37°C e 5% de COz. As células da medula 6ssea
também foram cultivadas em garrafas T75 contendo DMEM enriquecido com
antibioticos e antimicoticos e 10% SFB (LGC Biotecnologia, Brasil). O meio de cultivo
foi trocado duas vezes por semana durante trés (CTM-TA) a quatro (CTM-MO)
semanas ate atingir 80% a 90% de confluéncia. Todas as solu¢des e meios de cultivo

foram preparados com agua pura livre de microrganismos.

3.2.2 Teste de viabilidade celular

Antes do cultivo em meio de diferenciacdo, as CTMs foram avaliadas quanto a
viabilidade celular pelo azul de Tripan. Inicialmente, as CTMs foram cultivadas em
frascos T75 com DMEM e, no momento do teste, foram lavadas com PBS (0,15 M) e
tripsinizadas. As células foram colhidas, centrifugadas a 1400 rpm por 10 minutos,
ressuspendidas em meio e coradas com azul de Tripan. Células inviaveis (em azul) e

células viaveis (transparentes) foram quantificadas na camara de Neubauer.

3.2.3 Diferenciacao condrogénica

A diferenciagéo condrogénica das CTM-MO e CTM-TA foi realizada de acordo
com protocolos previamente definidos [4,18]. Apds cultivo em DMEM e obtencédo de
confluéncia de 80-90% das CTMs, o meio foi substituido por meio condrogénico
(StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit; Gibco, EUA), e as células foram
cultivadas em estufa a 37°C e 5% COg; a troca do meio foi realizada sistematicamente
uma vez por semana com ou sem adicdo de T3 (3,3',5-triiodo-L-tironina, Sigma-
Aldrich). Assim, as CTMs foram cultivadas em sistema de pellets em quantidade
previamente padronizada (5x10° células/tubo), em quatro repeticdes, em tubos de 15
mL (volume de 500 pL de meio por tubo) e separadas em 10 grupos: 1) CTM-MO sem
T3 (Controle CTM-MO); 2) CTM-TA sem T3 (Controle CTM-TA); 3,4,5,6) CTM-MO
com T3 (0,01; 1; 100 e 1000 nM, respectivamente) e 7,8,9,10) CTM-TA com T3 (0,01;
1; 100 e 1000 nM, respectivamente). As concentracdes de T3 foram estabelecidas
conforme estudos realizados por Boeloni et al. [12,13], sendo a dose de 0,01 nM
semelhante a dose fisiologica. Ainda, foram adicionadas ao meio de cultura a cada
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troca durante todos os periodos experimentais. A expressao de Sox9, colageno Il (Col

II) e agrecano (Acan) foi avaliada aos sete, 14 e 21 dias de diferenciacao.

3.2.4 Histologia

Ao final de cada periodo, as células cultivadas de CTM-MO e CTM-TA em tubos
de 15 mL em um sistema de pellets, foram lavadas com PBS 0,15 M e fixadas em
formaldeido tamponado a 10% por uma hora e processadas por um método rotineiro
de inclusdo em parafina, adaptado de Solchaga, Penick e Welter [18]. Apods
processamento, as amostras foram cortadas no micrétomo e obteve-se cortes de 4
MM para cada amostra, que foram coradas conjuntamente com Alcian blue (AB) e
acido periédico de Schiff (PAS) [19,20,21] para andlise da formacdo de matriz
condrogénica (glicosaminoglicanos - GAG). A formacdo de matriz condrogénica foi
analisada por dois observadores independentes, e 0s escores obtidos foram
determinados por andlise semiquantitativa, considerando a distribuicéo e intensidade
da marcagdo para AB+ e PAS+. As comparacdes entre 0S grupos seguiram 0S
seguintes parametros: distribuicdo [ausente = 1, focal = 2, multifocal = 3, difusa = 4] e
intensidade [discreta = 2, moderada = 3, acentuada = 4]. Os parametros foram
multiplicados entre si e foi utilizado o escore resultante (variando de 1 a 16), conforme

adaptacao de Braz et al. [22] e Trivilin et al. [23].

3.2.5 RT-PCR semiquantitativo (QRT-PCR)

A RT-PCR semiquantitativa foi utilizada para CTM-MO e CTM-TA em culturas
de todos os grupos experimentais para avaliar a expressao de transcritos génicos para
Sox9, Col Il e Acan. A extracdo do RNA total das células cultivadas foi realizada
usando Trizol (Gibco) de acordo com o protocolo do fabricante. Em seguida, 1 ug de
RNA foi usado para a sintese de cDNA usando um kit SuperScript Il Platinum Two-
Step gPCR com SYBR Green (Invitrogen). As reacdes qRT-PCR foram realizadas
usando o sistema 7500 Fast Real Time PCR (Applied Biosystems Inc.). A amplificacao
de gRT-PCR em uma etapa comegou com transcricdo reversa por 120 segundos a
50°C, seguida de PCR com os seguintes parametros: 45 ciclos de 15 segundos a 95°C
e 30 segundos a 60°C. Ao final de cada corrida, os dados de fluorescéncia foram

analisados para obter os valores do ciclo limiar (CT). A expressao génica foi calculada
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usando o método 2-22CT no qual os valores das amostras foram calculados em média
e calibrados em relacdo aos valores de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) Rattus norvegicus (Tabela 1).

Tabela 1 - Lista dos genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para gRT-
PCR.

Gene Iniciadores (sequéncias de nucleotideos 5’ a 3’)
GAPDH Sentido: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA
Anti-sentido: GGCATGGACTGTGGTCATGA
Sox9 Sentido: CTGAAGGGCTACGACTGGAC
Anti-sentido: TACTGGTCTGCCAGCTTCCT
Colageno i Sentido: AGGGTACCAGGTTTCCCATC
Anti-sentido: CTGCTCATCGCCGCGGTCCGA
Agrecano Sentido: CACACGCTACACACTGGACT

Anti-sentido: TCACACTGGTGGAAGCCATC

3.2.6 Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando GraphPad Software (San Diego, CA, EUA)
e submetidos a andlise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) com teste post
hoc de comparacdo mdltipla de Sidak para determinar diferencas significativas
(p<0,05) na formacéo de matriz condrogénica e nas expressfes génicas de Sox9, Col
Il e Acan entre CTM-MO e CTM-TA de cada grupo. Os dados foram apresentados

como médias e desvio padréo.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Viabilidade celular

Anteriormente ao cultivo celular em meio de diferenciagdo condrogénico, as
CTM, tanto da medula 6éssea quanto do tecido adiposo, apresentavam ao menos 90%
de viabilidade. Dessa forma, garantiu-se que as células utilizadas para diferenciacao
condrogénica estavam viaveis e que ndo seriam um fator limitante para as proximas

etapas.
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Neste estudo comparou-se CTM da medula 6ssea e do tecido adiposo
proveniente de animais da mesma espécie, idade e sexo. Além de ser um animal
reconhecido como bom modelo experimental, também compartilha semelhangas na
caracterizagao, proliferacao e diferenciagdo de CTM com seres humanos [24]. Ratas
jovens foram escolhidas pois, experimentalmente, CTM foram extraidas em maior
guantidade em comparacao com adultas [25,26] e fémeas por apresentarem melhor
diferenciacdo condrogénica em comparacdo a machos (dados nédo publicados) e

maior resisténcia a senescéncia celular [24].

3.3.2 Expressdao de transcritos génicos Sox9, Col Il e Acan

Com relacéo a expresséo de Sox9, aos sete e 14 dias, tanto no grupo com 100
nM T3 quanto no grupo com 1000 nM T3, respectivamente, a expressao de Sox9 das
CTM-MO foi superior a das CTM-TA (p<0,05) (Figura 2 A, D). Em contrapartida, aos
14 dias, a expressdo de Sox9 das CTM-TA no grupo com 1 nM T3 foi superior as
CTM-MO do mesmo grupo (p<0,01) (Figura 2 D). Nos demais periodos de observacao
e concentracfes de T3, as expressdes de Sox9 foram semelhantes entre CTM-MO e
CTM-TA (p>0,05) (Figura 2 A, D, G).
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Figura 2. Expressédo (média + desvio padrdo) do transcrito génico para Sox9, colageno
Il e agrecano pela técnica de gqRT-PCR em cultivo de células tronco mesenquimais da
medula 6ssea (CTM-MO) e do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas com triiodotironina
(T3, 0,01; 1; 100 e 1000 nM) ou sem (controle) aos sete (A, B, C), 14 (D, E, F) e 21
(G, H, 1) dias de diferenciagéo condrogénica. *p<0,05.

Especificamente o gene regido determinante do sexo Y-box 9 (Sox9) é o
principal atuante na diferenciacdo condrogénica de CTM [27] sendo expresso durante
toda a diferenciacdo [28]. Esse gene atua principalmente na fase inicial, regula a
expressdo de outros genes como agrecano e colageno Il [29] e ndo & expresso
tardiamente em condrocitos hipertréficos [30]. Sob a influéncia de T3, a expresséao de
Sox9 aumentou em CTM-MO de ratos aos 21 dias de diferenciacdo condrogénica [15],
enguanto esse hormonio diminuiu a expressao de Sox9 aos sete dias de diferenciacao
em CTM-TA de ratos [16]. Esses resultados podem explicar, pelo menos em parte, a

maior formacao de matriz pelas CTM-TA em comparacédo as CTM-MO aos sete dias
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e sob efeito hormonal. Por exemplo, genes relacionados a condrogénese como
proteina morfogenética 6ssea 7 (BMP-7) e Sox9 foram expressos de forma
semelhante na maioria dos tipos de CTM em humanos [31].

Enquanto a expressédo de Col Il aos sete dias foi superior nas CTM-MO no
grupo com 0,01 nM T3 (p<0,01) (Figura 2 B), aos 14 dias foi superior nas CTM-TA no
grupo com 1000 nM T3 (p<0,01) (Figura 2 E). Nos demais periodos de observacéo e
concentracdes de T3, as expressdes de Col Il foram semelhantes entre CTM-MO e
CTM-TA (p>0,05) (Figura 2 B, E, H).

Em CTM-MO houve aumento da expressao de Col Il de forma dose dependente
aos sete e 14 dias de diferenciacdo condrogéncia [15], enquanto o hormonio néo
alterou a expresséo de Col Il e X em CTM-TA em nenhum dos periodos avaliados
[16]. Na presente pesquisa, verificou-se que apesar do aumento na expressao com
0,01 nM T3 de CTM-MO aos 7 dias e o aumento em CTM-TA com 1000 nM T3 aos
14 dias, aos 21 dias ndo houve diferenca entre os grupos, corroborando ainda mais
com a hip6tese de que existam outros fatores ou genes que possam estar
influenciando nos resultados observados. Importante salientar que a influéncia de T3
sobre a proliferacédo e diferenciacdo de condrdcitos é descrita [32] porém nas CTM
sugere-se o sitio de doacao, bem como a espécie do doador e a concentracdo de T3
podem influenciar de diferentes maneiras na expressao génica [33].

A expresséo de Acan, por sua vez, foi superior nas CTM-MO do grupo com 1
nM T3 aos 14 dias (p<0,01) (Figura 2 F), enquanto aos 21 dias, foi superior nas CTM-
TA deste mesmo grupo (p<0,01) (Figura 2 1). Nos demais periodos de observacéo e
concentracfes de T3, as expressdes de Acan foram semelhantes entre CTM-MO e
CTM-TA (p>0,05) (Figura 2 C, F, I).

Com relacéo ao agrecano, observou-se diferenca no aumento na concentracao
de 1 nM T3 de CTM-MO aos 14 dias e mesma concentragdo de CTM-TA aos 21 dias,
ou seja, o efeito foi oposto em tempos de avaliacdo diferentes com relagdo a
expressao de Acan. Contrariamente, a expresséo de agrecano foi pouco induzida em
condi¢cbes de condrogénese tanto nas CTM da medula 6ssea quanto nas ceélulas do
tecido adiposo de humanos, e por outro lado, foi completamente regulada para baixo
em CTM-TA [34], sugerindo que a condrogénese in vitro pode ser menos eficiente em
CTM-TA em comparacdo com CTM-MO [35]. A diferenciacdo condrogénica no nivel
do gene, determinada por gRT-PCR, mostrou que a expressao do gene condrogénico

agrecano variou em CTM-MO e CTM-TA entre diferentes doadores. No geral, no
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entanto, a expressao foi significativamente maior em CTM-MO sem a influéncia de T3
[36].

No presente estudo comparativo ndo houve predominancia nas expressoes
génicas de Sox9, Col Il e Acan entre as CTM da medula éssea e do tecido adiposo
(Figura 2). Isso foi observado, pois a expressédo desses genes variou entre as CTM
em diferentes periodos e concentragcdes de T3, inclusive tendo sua expressao
aumentada na maioria das vezes nas CTM-MO aos 7 e 14 dias de diferenciacao,
porém se mantendo predominantemente semelhante aos 21 dias de diferenciagdo em
ambas fontes. Neste contexto, mesmo esses genes tendo fundamental papel durante
a diferenciacdo condrogénica, acredita-se que outros fatores possam ter influenciado
nos resultados observados.

A despeito da variagdo nos mecanismos da transcricdo génica que pode ser
influenciada por diferentes genes como Col Il, Sox9, L-Sox5, Sox6, PTHrP, Acan e
pela maneira como esses genes interagem entre si [37], a diferenciacdo condrogénica
também pode ser impactada por fatores ambientais como a baixa tensédo de oxigénio
similar ao que ocorre in vivo que pode auxiliar na supressao da rapida hipertrofia dos
condrécitos [38]. Um grande numero de fatores de crescimento e hormdnios tém sido
implicados na regulacéo da biologia dos condrdcitos, porém relativamente pouco se
sabe sobre as vias de sinalizacéo intracelular envolvidas [39]. Assim como a variacao
encontrada no nosso estudo, esta observacgao foi consistente com os resultados de
outros autores [29,40]. Os resultados mostraram ainda que ambos os tipos de CTM
sdo semelhantes na diferenciacdo celular [2,41,42], embora estudos anteriores
comparando a capacidade multilinhagem de CTM isoladas de diferentes tecidos
relataram o maior potencial osteogénico e condrogénico de CTM-MO em comparacao
com CTM-TA [34,35,36,43,44]. Baseado na analise da expresséao de Col II, Mohamed-
Ahmed et al. [36] apontaram que o melhor potencial condrogénico encontra-se nas
CTM-MO, mas no caso das CTM-TA esse potencial deve ser aprimorado pela
otimizacao de outras técnicas como modificacdo do meio de cultura, hipoxia, adicao
de fatores de crescimento, biomateriais e estruturas 3D, conforme indicado por outros
autores [45,46,47].
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3.3.3 Formacéao de matriz condrogénica AB+ e PAS+

Aos sete dias de diferenciacdo, a CTM-TA da maioria dos grupos estudados
(controle; 0,01 nM; 1 nM e 100 nM T3), apresentaram formacdo de matriz
condrogénica AB+ e PAS+ (escores AB 13,4; 16; 12; 16 - PAS 9,7; 9,4; 16; 10,3,
respectivamente) significativamente superior em compara¢cao aos mesmos grupos de
CTM-MO (escores AB 1; 1; 1; 1 - PAS 1; 1; 1, 1, respectivamente) (p<0,05) (Figura 3
A, B; Figura 4). Aos 14 e 21 dias de diferenciacao, as CTM-MO e CTM-TA de todos
0S grupos apresentaram formacéo de matriz condrogénica AB+ e PAS+ semelhantes
entre si (p>0,05) (Figura 3 C, D, E, F; Figura 5; Figura 6).



39

AB PAS
* * * * * * * *
20-| i [ 1 i I i 20-|_| —_ — —
15 15
2 2
7dias 9 10- S 104
[//] (2]
w w
5+ 54
o-lmm - - - o-lmm, - - -
Controle 0,01 1 100 1000 Controle 0,01 1 100 1000
mm CTM-MO CTM-TA mm CTM-MO CTM-TA
[o]
20+ 20+
154 154
2 g
14dias 3 10- S 104
(] (]
] w
5+ 5-] I
0- 0-
Controle 001 1000 Controle 001 1000
mm CTM-MO CTM-TA m CTM-MO CTM-TA
20+ 20
15 154
o e
21dias § 10 9 104
0 0
wl w
54 5—i
0- 0-
Controle 001 1000 Controle 001 100 1000
m CTM-MO CTM-TA m CTM-MO CTM-TA

Figura 3. Formacéao de matriz condrogénica AB+ e PAS+ (média + desvio padrao) em
cultivo de células tronco mesenquimais da medula 6ssea (CTM-MO) e do tecido
adiposo (CTM-TA) de ratas com triiodotironina (T3, 0,01; 1; 100 e 1000 nM) ou néo
(controle) aos sete (A, B), 14 (C, D) e 21 (E, F) dias de diferenciacdo condrogénica.
*p<0,05.
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Figura 4. Formacé&o de matriz condrogénica AB+ e PAS+ em cultivo de células tronco
mesenquimais da medula 6ssea (CTM-MO) e do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas
com triiodotironina (T3, 0,01; 1; 100 e 1000 nM) ou néo (controle) aos sete dias de
diferenciacdo condrogénica. Alcian Blue-PAS, Barra = 96,02um. Fonte: Grupo de

pesquisa “Cultivo Celular”.
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Figura 5. Formacao de matriz condrogénica AB+ e PAS+ em cultivo de células tronco
mesenquimais da medula éssea (CTM-MO) e do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas
com triiodotironina (T3, 0,01; 1; 100 e 1000 nM) ou n&o (controle) aos 14 dias de
diferenciacdo condrogénica. Alcian Blue-PAS, Barra = 96,02um. Fonte: Grupo de

pesquisa “Cultivo Celular”.
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Controle 0,01 nM 1nM 100 nM 1000 nM

CTM-MO

Figura 6. Formacé&o de matriz condrogénica AB+ e PAS+ em cultivo de células tronco
mesenquimais da medula 6ssea (CTM-MO) e do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas
com triiodotironina (T3, 0,01; 1; 100 e 1000 nM) ou n&o (controle) aos 21 dias de
diferenciacdo condrogénica. Alcian Blue-PAS, Barra = 96,02um. Fonte: Grupo de

pesquisa “Cultivo Celular”.

Aos sete dias de diferenciacdo, as CTM-TA foram superiores as CTM-MO no
grupo sem adicdo T3 e nas concentra¢des de 0,01 nM, 1 nM e 100 nM T3, com relacéo
a sintese de matriz condrogénica evidenciadas pelas coloracfes AB e PAS. Além
disso, embora pesquisas demonstrem que a T3 tenha influenciado positivamente de
maneira concentracao dependente a formacéo de matriz condrogénica em CTM-MO
de ratas [15] e ndo tenha interferido em CTM-TA nesta mesma espécie [16], é
interessante notar que no presente estudo comparativo foi observado uma
evidenciagcéo precoce da diferenciacdo condrogénica nas células do tecido adiposo
com e sem T3 em comparacao as células da medula 6éssea, mas ndo houve uma
predominéncia nas expressdes génicas de Sox9, Col Il e Acan entre essas células.
Sendo assim, outros genes que nao estes avaliados assim como variagcbes no
mecanismo de transcricdo e expressado génica poderiam ter influenciado neste
resultado observado e novos estudos poderiam ser realizados com o intuito de
verificar essa hipotese.

Nos periodos de 14 e 21 dias de diferenciacdo condrogénica, por sua vez, as
CTM da medula 6ssea e do tecido adiposo de todos os grupos ndo tiveram diferenca
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na formacdo de matriz condrogénica. Tanto as CTM-MO quanto as CTM-TA se
diferenciam em condrdcitos. Ao contrario do presente estudo, pesquisa de Lofty et al.
[41] verificou que as CTM-MO de ratos Sprague-Dawley apresentaram melhor
potencial de diferenciagcdo condrogénico em comparacao as CTM-TA por produzir
maior quantidade de glicosaminoglicanos (GAG). O estudo de Danisovic et al. [48]
demonstrou que as CTM-MO de humanos apresenta esse potencial também superior
as CTM-TA. Entretanto, nestes estudos foram utilizadas células de ratos de outra
linhagem e também de humanos e isso pode ter influenciado nos diferentes
resultados. Além disso, nos estudos citados ndo foram avaliadas essas comparacdes
de potencial sob efeito dos hormoénios tireoidianos como estudado na presente
pesquisa, sendo o resultado inédito na literatura consultada. Por outro lado, a
coloragdo com Alcian blue em concordancia com PAS revelou presenca semelhante
de mucopolissacarideos acidos em todas as amostras analisadas aos 21 dias assim
como no estudo de Danisovic et al. [2] ou ainda aos 28 dias de diferenciacdo sem
grandes diferencas [36].

A Tabela 2 demonstra um resumo dos principais resultados observados durante
a diferenciacdo condrogénica de CTM-MO e CTM-TA de ratas jovens sem
triiodotironina (Controles) e com triiodotironina (concentracfes de 0,01, 1, 100 e 1000

nM) aos sete, 14 e 21 dias de diferenciacéo.

Tabela 2 - Expresséo génica de Sox9, Col I, Acan e formacao de matriz condrogénica
AB+ e PAS+ das CTM-MO de ratas em cada grupo (Controle, T3 0,01 nM, T3 1 nM,
T3 100 nM e T3 1000 nM) e periodo (sete, 14 e 21 dias) em comparacao a expressao
dos mesmos genes e formacéo de matriz condrogénica das CTM-TA de ratas em cada
grupo (Controle, T3 0,01 nM, T3 1 nM, T3 100 nM e T3 1000 nM) e periodo (também
aos sete, 14 e 21 dias de diferenciacdo condrogénica).

CTM-MO CTM-TA

7d 14d 21d 7d 14d 21d

Sox9 C - -
0,01 - - -

100 1t
1000 - 1
Col ll C
0,01 1

100 - - - S —
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1000 - - - S
Acan C
0,01 - - -
1 -t - - - 1
100 - -
1000 - - -
AB+PAS+ C = - o - 1
0,01 - - - 1
100 - - 1
1000 --- - -

Legenda: (---): ndo houve diferencga significativa entre mesmo grupo; (1) aumento de um em relagéo ao
outro (CTM-MO ou CTM-TA) comparando as mesmas categorias (Controle, 0,01 nM, 1 nM, 100 nM e
1000 nM de T3) nos mesmos periodos - aos sete (7d), quatorze (14d) e vinte e um (21d) dias de
diferenciagdo condrogénica; CTM-MO: células tronco mesenquimais da medula 6ssea; CTM-TA:
células tronco mesenquimais do tecido adiposo; T3: triiodotironina; C: Controle (sem T3); nM: nanomol;
Col II: colageno II; Acan: agrecano; AB+PAS+: matriz condrogénica AB (Alcian blue) e PAS (acido

periddico de Schiff) positiva.

No estudo em questéo, apesar de néao ter sido avaliado a proliferacao celular,
€ importante citar que esse também € um fator que possa ter influenciado nos
resultados observados. Pesquisas demonstraram que as CTM-MO levam mais tempo,
em comparacgao as CTM-TA, para atingir 70-80% de confluéncia e as CTM-TA tiveram
a capacidade de formar multicamadas logo apés atingir confluéncia [41],
provavelmente devido a baixa inibicdo de contato [49]. A capacidade de proliferacédo
foi mais rapida nas CTM-TA [41,50] e demonstrou-se que CTM-TA expandiu quatro
vezes mais em aproximadamente duas semanas. Com base nos resultados, as CTM-
TA tenderam a dobrar sua populacdo na média de 39 horas enquanto as CTM-MO
exibiram um tempo de duplicagéo de 49 horas [41]. Lee et al. [51] compararam o perfil
de proliferacédo e expressdo génica de CTM-MO e CTM-TA em humanos e também
demonstraram que ambas diferem em termos de proliferacdo de acordo com o meio
de cultura. Um grande numero de CTM é necessario para o transplante de células, de
modo que a rapida proliferacdo de CTM-TA ex vivo é considerada uma fonte favoravel
no cenario clinico agudo, embora ainda existam problemas relacionados a
tumorigénese e instabilidade [50].

Ademais, estudos demonstram que as CTM-TA se expandem mais
rapidamente que as CTM-MO [2,50], essa maior expansao associada a maior

proliferagdo inicial pode estar relacionada com a maior marcacdo de matriz
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condrogénica aos sete dias observada nesse estudo. No entanto, as CTM-TA séo
semelhantes as CTM-MO em termos de morfologia e expressdo de marcadores de
superficie [1,52,53]. Na analise de proteinas secretoras, CTM-TA secretou
qguantidades significativamente maiores de fator de crescimento e citocinas
inflamatorias, como fator de crescimento endotelial vascular, fator de crescimento de
hepatocitos e interleucina 6, enquanto CTM-MO secretou quantidades
significativamente maiores de fator-1a derivado do estroma [50]. Os melhores
resultados de cultivo foram obtidos pela técnica de cultura 3D (micromassa), que
mimetiza a condicdo in vivo. Dessa forma as células ficam em contato profundo e
podem influenciar umas as outras por sinalizacéo paracrina [54]. Este efeito também
€ aumentado aditivamente pela suplementacéo de fatores de crescimento como TGF-
B1, TGF-B3, BMP-2, BMP-6 e GDF-5 [55,56]. Alguns autores sugerem nao apenas a
utilizacao de fatores de crescimento, mas também outros fatores fisicos e mecanicos,
incluindo tens@o de oxigénio e pressao hidrostatica [57,58].

Finalmente, ao comparar diferentes fontes de CTM para medicina regenerativa
e tratamento de defeitos ou doencas do tecido cartilaginoso, deve-se considerar, além
da capacidade de proliferacdo e diferenciacdo das células, a simplicidade e a
seguranca dos procedimentos cirargicos. O tecido adiposo é mais abundante, mais
facilmente acessivel, e sua obtencdo estd associada a menor morbidade em
comparacao com a medula 6ssea. Neste caso, as CTM-TA de ratas Wistar jovens
tiveram uma diferenciacao condrogénica precoce e isso pode ser outro fator benéfico
na escolha dessas células para as terapias celulares. No entanto em determinadas
alteracdes, pode haver vantagem de se utilizar uma populacdo de células sobre a
outra [53]. A escolha da CTM na terapia regenerativa deve levar em consideragao
fatores como a facilidade de obtencao, espécie, idade, sexo do doador e tipo de estudo
clinico ou terapia. A selecéo de células adequadas e o conhecimento aprofundado de
suas propriedades biolégicas pertencem ao pré-requisito mais importante antes de

sua aplicacao clinica.
3.4 CONCLUSAO
As expressodes dos transcritos génicos variaram entre as CTM dependendo do

tempo avaliado e da concentracdo de hormoénio acrescida ao meio. Sox9 aumentou

sua expressao aos 7 e 14 dias em CTM-MO e aos 14 dias em CTM-TA com T3; Col Il
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aumentou sua expressao aos 7 dias em CTM-MO e aos 14 dias em CTM-TA com T3;
e Acan aumentou sua expressao aos 14 dias em CTM-MO e aos 21 dias em CTM-TA
com T3. Com relacdo a sintese de matriz condrogénica, conclui-se que o potencial
condrogénico da CTM-TA é superior em relacdo a CTM-MO aos 7 dias, tanto sem
adicdo de T3 quanto com adicdo desse hormonio nas concentracdes de 0,01 nM, 1
nM e 100 nM T3, porém nédo € progressivo, pois sdo semelhantes com 14 e 21 dias

de diferenciagao.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo comparou o potencial de diferenciagdo condrogénico de
CTM-MO e CTM-TA de ratas jovens, com adicdo ou ndo de T3, como duas fontes
diferentes para CTM. Essas células compartilham caracteristicas morfologicas,
expressdo de antigenos de superficie e capacidade de diferenciacdo condrogénica,
mas diferem discretamente na cinética de proliferacdo. Apesar de muitas
semelhancas entre os dois tipos de células, existem diferencas que podem auxiliar na
escolha do tipo celular a ser utilizada em doencas especificas. Este estudo fornece
alguns esclarecimentos sobre as diferencas existentes entre CTM-MO e CTM-TA em
relacao as suas propriedades biologicas basicas in vitro sob a influéncia do horménio
tireoidiano T3. Usando esses dados, os pesquisadores poderéo selecionar as células
certas para suas pesquisas experimentais, pré-clinicas e clinicas. De acordo com
esses achados, pode-se enfatizar que com a realizagdo de novos experimentos
focados principalmente na otimizacdo de técnicas de cultura se poderd levar ao

aprimoramento da diferenciacdo condrogénica.
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