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INTRODUCAO

Um dos grandes desafios na ortopedia veterindria e humana é o tratamento das
lesGes articulares que, se ndo tratadas de forma eficiente, podem levar a doenca articular
degenerativa (DAD). A DAD é uma alteragdo degenerativa, progressiva e potencialmente
debilitante, sendo a alteracdo articular mais frequente tanto nos seres humanos quanto nos
animais de companhia (Zak et al., 2014).

Né&o existe um tratamento eficaz para reverter as alteragdes da DAD, portanto a
melhor alternativa é a prevencdo que consiste no tratamento adequado das lesdes
osteocondrais (Rodriguez-Merchan, 2012). Para o adequado tratamento dos defeitos
osteocondrais, devem ser consideradas a extensdo, a profundidade, o grau de
acometimento dos tecidos adjacente, as estruturas articulares envolvidas e a deposigédo
de carga na area lesionada. Com tantas variaveis a serem consideradas, o tratamento das
lesbes osteocondrais ainda é um desafio tanto do ponto de vista cirurgico e
farmacoldgico, quanto do desenvolvimento de substitutos para o tecido lesionado
(Richter et al., 2015).

A capacidade reparadora da cartilagem articular é limitada por ser um tecido
desprovido de vascularizacdo, sendo que sua nutricdo depende do liquido sinovial e da
difusdo de nutrientes do osso subcondral (Moreita-Teixeira et al., 2011). Quando a
cartilagem é gravemente lesionada, ocorre um desequilibrio no metabolismo tecidual,
predominado 0s processos catabdlicos em detrimento de anabdlicos. Varios fatores
estdo envolvidos nesse processo, sendo 0s mais relevantes: 0 aumento da expressdo de
enzimas degradativas (metaloproteinases) e a reducdo da expressdo de seus inibidores
(Carballo et al., 2017).

Os condracitos, células responsaveis pela manutencdo e reparacdo da matriz
extracelular do tecido cartilaginoso, tém elevada atividade metabolica, requerendo
nutricdes adequadas para secretar matriz extracelular e reparar areas lesionadas
(Buckwalter, 1998). A funcdo dos condrdcitos na reparacdo da cartilagem € limitada,
fazendo com que sua proliferagéo ocorra principalmente nas bordas da leséo, ou seja, a
reparacdo do centro da lesdo ocorre por outros tipos celulares, gerando um tecido
fibroso ou fibrocartilaginoso (Costa et al., 2001; Inouye et al., 2002; Velosa et al.,
2003).



11

Devido as limitagcBes supracitadas, varios métodos de tratamentos tém sido
propostos como: microperfuragdes, enxerto de tecido osteocondral autélogo como:
mosaicoplastia, transplante de tecido osteocondral e entre outras (Richter et al., 2015),
terapias celulares com condrocitos e/ou células tronco (lamaguti et al., 2012; lamaguti
et al., 2013), terapias com fatores de crescimento (Silva et al., 2013; Zhang et al.,
2013), uso de biomateriais (Alves et al., 2015 ab; Pires et al., 2015) e farmacos como
glicosaminoglicanos, hidrolisados de colageno, acidos graxos O0mega 3 e Seus
derivadose acido hialurénico (Miller & Clegg, 2011; Eleotério et al., 2012). Entretanto,
todas as terapias estudadas ainda apresentam inconvenientes.

O objetivo do presente trabalho é apresentar uma revisdo de literatura sobre o
tema e avaliar o efeito da fracdo estromal do tecido adiposo no tratamento de defeitos

osteocondrais em joelho de coelhos.
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CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

1- ACARTILAGEM

O tecido cartilaginoso é uma forma especializada de tecido conjuntivo rigido.
A funcdo da cartilagem é dar sustentacdo para tecidos moles, envolver extremidades
Osseas e promover melhor contato entre o0ssos adjacentes, reduzindo atritos e
proporcionando superficies deslizantes para as articulagdes. A cartilagem é fundamental
para formacdo e crescimento dos 0ssos longos, além disso, € um tecido avascular e
desprovido de vasos sanguineos, linfaticos e nervos préprios. Sendo assim, a cartilagem
é nutrida por tecidos adjacentes ou pelo liquido sinovial no interior da capsula articular
(Samuelson, 2007; Junqueira, 2013).

As articulagdes sinoviais sdo recobertas por um tipo de cartilagem hialina, que
esta presente nas placas de crescimento epifisarias. Macroscopicamente tem aparéncia
branca-azulada e consisténcia firme (Moreira-Teixeira et al., 2011). Sua funcdo
principal é promover uma superficie lisa e lubrificada para a articulacdo e facilitar a
transmissdo de cargas com baixo coeficiente de friccdo, entre as superficies dsseas que
formam a articulacdo (Buckwalter,1998; Fox et al., 2009).

A cartilagem é constituida por varias células, uma delas € o condrocito,
responsavel pela sintese de matriz extracelular (MEC), que proporciona alta resisténcia
ao tecido. Essa célula, na forma jovem, é denominada condroblasto, possui mais
organelas em relacdo ao condrocito em fase madura e maior capacidade mitdtica. Em
geral, os condrdcitos sdao arredondados com bordas irregulares, apresentam-se isoladas
ou agrupadas. O pericondrio estd presente nas cartilagens, exceto nas articulares e
fibrosas, onde desempenha papel de envolver, nutrir e oxigenar o tecido cartilaginoso
(Samuelson, 2007).

A matriz cartilaginosa € constituida por coldgeno e macromoléculas de
proteoglicanos, glicosaminoglicanos (GAGS), é&cido hialurénico e sulfatos de
condroitina. Além disso, de acordo com a composi¢do da matriz, as cartilagens se
diferenciam em trés tipos: hialina, elastica e fibrosa (Ross e Pawlina, 2012).

A cartilagem articular € composta por matriz extracelular e tipos celulares
altamente especializados, um deles € o condrécito que representa 10% do tecido. A
MEC é composta de agua (60-80%), de fibras colagenas tipo Il (10-20%), de
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proteoglicanos (10-15%), de outras proteinas e de glicoproteinas ndo coladgenas em
quantidades menores (Buckwalter et al., 2005; Fox et al., 2009). O fluido sinovial
desempenha um papel importante, reduzindo a friccdo e o desgaste da articulacédo, sendo
composto por moléculas de hialuronano, proteoglicano 4 e fosfolipidios tensoativos que
sdo responsaveis pela parte biomecénica da cartilagem articular (Schimidt et al., 2007;
Carballo et al., 2017). As concentracdes dos componentes do fluido sinovial s&o
varidveis de acordo com a condicdo articular (fisiologicas ou patologicas). Portanto,
podem ser utilizados como biomarcadores em processos degenerativos e inflamatdrios
(Schimidt et al., 2007).

A 4gua é componente abundante na cartilagem articular e contribui em até 80%
do peso umido. Os ions inorganicos, como o sddio, célcio, cloreto e potassio, também
sdo encontradas juntos com essa parte fluida, oferecendo transporte de nutrientes para
condrdcitos e lubrificagdo para o tecido (Bhosale e Richardson, 2008; Fox et al., 2009).

O colageno tipo Il é a fibra mais abundante na cartilagem articular (90-95%);
porém, outras fibras de colageno do tipo I, VI, IX, X, XI e XllIl, podem estar
presentes. O colageno tipo Il é o principal elemento estrutural que confere resisténcia ao
tecido. Sabe-se que, além da funcdo de suporte, ele participa na diferenciacdo, adesdo,
migracdo e proliferacdo celular, exercendo, também, atividade antigénica (Velosa et al.,
2003; Buckwalter et al., 2005).

Os GAGs sdo carboidratos constituidos por unidades de dissacarideos
repetidos, resultando em 6 sub-unidades principais na cartilagem articular: sulfato de
condroitina 4 e 6, sulfato de queratina, sulfato dermatan, sulfato heparan e acido
hialurénico (Carballo et al., 2017). O proteoglicano é uma proteina polissacaridea com
caracteristica hidrofilica, além de manter o equilibrio dos fluidos, eletrélitos e
proporcionar resisténcia ao tecido articular. Os proteoglicanos encontrados na
cartilagem articular podem se ligar a moléculas de colageno tipo Il formando grandes
agregados que sdo denominados agrecans. Pequenos moléculas de adesdo e regulacéo
celular com decorina, biglicano e fibromodulina também compfem o MEC. Todas
sintetizadas no interior dos condrécitos e secretados para 0 MEC (Bhosale e
Richardson, 2008).

O condrécito que € a célula mais importante da cartilagem €é originado de

células tronco mesenquimais e o grande responsavel pelo desenvolvimento, manutencéo
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e reparacdo de lesdes por meio dos fatores de crescimento e mediadores inflamatérios
(Alford e Cole, 2005). Qualquer lesdo ou processo degenerativo altera a MEC e o
processo de replicacdo dos condrdcitos, faz com que diminua a capacidade de reparacao
do tecido articular. Sendo assim, o microambiente desta célula depende de um 6timo
fator quimico e mecéanico para manter a homeostase do tecido cartilaginoso (Fox et al.,
2009; Carballo et al.,2017).

Ross e Pawlina (2012) descreveram que a cartilagem articular é subdividida
em 4 zonas:

Zona superficial: é uma regido resistente a tracdo e ao cisalhamento entre as
superficies articulares ¢ a camada delgada, composta por condrécitos de formato
achatado e alongado, sendo circundada por fibras colagenas tipo | que estdo dispostas
paralelamente a superficie articular.

Zona intermediaria (transicao): situa-se abaixo da zona superficial e contém
condrdcitos esferoides. As fibras coldgenas sdo espessas e distribuidas de forma menos
organizadas na direcdo obliqua a superficie articular, resistindo as forcas de compresséo
e cisalhamento.

Zona profunda (radial): uma camada caracterizada por pequenos condrocitos
esferoides que estdo direcionados perpendicularmente a superficie articular. As fibras
colagenas estdo posicionadas paralelamente ao eixo longo do 0sso.

Zona calcificada: é caracterizada por ser o limite entre o tecido cartilaginoso,
propriamente dito, e 0 0sso subcondral, sendo denominada marca-d’agua. Sua matriz
calcificada, com presenca de pequenos condrécitos, auxilia no crescimento intersticial
de novas células que migram dessa regido para a superficie articular no processo de

reparacgéo.
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Figura 1. Camadas estruturais da cartilagem articular. Kelc et al (2013).

1.2 - REPARACAO E REGENERACAO DA CARTILAGEM ARTICULAR.

A reparacdo de uma lesdo na cartilagem articular pode ocorrer por substituicdo
de tecido lesado por um tecido semelhante & cartilagem (fibrocartilagem), em um
processo denominado reparacdo, ou pela formacéo de tecido igual a cartilagem articular
nativa no sitio da lesdo, processo denominado regeneracdo (Bhosale e Richardson,
2008).

As lesBes profundas da cartilagem articular, com perda de osso subcondral, séo
denominados “defeitos osteocondrais” e sdo um grande desafio para médicos
ortopedistas. Tratar esta lesdo é bastante complicado, pois envolve dois tecidos
diferentes, com capacidade reparadora limitada, sendo um deles a cartilagem. A
reparacdo dessas lesdes, na maioria das vezes, ocorre por substituicdo da superficie
articular, por tecido fibroso ou fibrocartilaginoso (Ynouye et al., 2002; lamaguti et al.,
2013).

As lesdes da cartilagem articular se diferenciam em duas categorias: defeitos
de espessura parcial, que ndo penetram no 0sso subcondral e ndo se reparam
espontaneamente, e os defeitos de espessura total (defeito osteocondral) que penetram
no 0sso subcondral (Cavalcanti et al., 2012; Kelc et al., 2013). O primeiro ndo possui
capacidade de reparacdo esponténea, devido & auséncia de vascularizacao; ja os defeitos

de espessura total, podem se reparar parcialmente de forma espontanea, por ser um
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defeito que se prolonga até osso subcondral e proporciona acesso a células vindas dos
vasos sanguineos e medula 6ssea que, teoricamente, resulta em maior capacidade de

reparo, dependendo do tamanho e localizacdo. (Alford e Cole, 2005; Fitzgerald, 2017).

Osteochondral or Chondral or partial
full-thickness defect thickness defect

M
i

N/ 2
| N \
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Subchondral bone #
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Figura 2. Defeitos da cartilagem articular de espessura parcial e total da cartilagem
articular. Kelc et al (2013).

A reparacdo de uma lesdo, quando se limita a linha da cartilagem articular
hialina, é denominada defeito condral. Sendo assim, ela ndo obedece inteiramente as
trés fases de cicatrizacdo que sdo a inflamatoria, a proliferativa e de remodelamento por
ser um tecido avascular, por outro lado, quando a lesdo atinge o osso subcondral, ele
obedece as trés fases de cicatrizacdo. O o0sso subcondral é um tecido vascularizado,
colaborando para migracdo de células da medula 6ssea, estimulando os condrocitos a
sintetizar matriz extracelular no sitio da lesdo, portanto auxiliando no processo de
reparagdo (Ribeiro et al.,2004; Carballo et al.,2017). A extensdo e a profundidade
influenciam na remodela¢édo da lesdo, assim pequenos defeitos osteocondrais tém maior
chance de cicatrizar do que grandes defeitos osteocondrais. O tecido reparador
(fibrocartilagem) que substitui a cartilagem hialina tem sua biomecanica e
caracteristicas bioquimicas inferiores ao tecido original da cartilagem articular (Alford e
Cole, 2005; Khan et al., 2008; Mirza e Oussedik, 2017).
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O mecanismo da lesdo acontece com sangramento localizado iniciando uma
cascata hemostética e, assim, formando um hematoma no foco da lesdo, havendo
migracdo de celulas mesenquimais provenientes da medula 0ssea, que mais tarde se
diferenciam em condroblastos, havendo assim sintese de colageno tipo I, e sendo
substituido por fibrocartilagem ao invés da cartilagem hialina nativa produzida pelos
condrdcitos (Alford e Cole, 2005; Minas, 2012; Kelc et al., 2013).

O metabolismo do tecido cartilaginoso estd associado a uma serie de
mediadores inflamatdrios e citocinas responsaveis pela boa funcionalidade e
manutencdo do tecido. O condrécito influenciado por essas moléculas tem capacidade
reguladora para degradar e sintetizar constituintes da MEC. Algumas séo responsaveis
pela inibicdo da sintese proteica e degradacdo da MEC, entre elas destacam-se as
metaloproteinases (MMPSs), enzimas que digerem as macromoléculas da matriz e as
citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-0) e a
interleucina-1beta (IL-1p). Outras proteinas sdo anabolizantes, estimulam formacéo de
MEC e promovem atividade anabolica dos condrocitos para a manutencdo da mesma.
Dentre essas enzimas, destacam-se o fator de crescimento tumoral beta (TNF-B), o fator
de crescimento da insulina (IGF-1), a proteina morfogénica 6ssea (BMP) e o fator de
crescimento do fibroblasto (FGF) (Velosa et al., 2003; Kelc et al., 2013; Carballo et al.,
2017).

H& uma variedade de estudos que investigaram formas de tratar lesGes
articulares, entre eles alguns propuseram técnicas cirurgicas para o tratamento como
condroplastia, debridamento, perfuracdo, microfratura, implantacdo autdgena de
condrdcitos [IAC], transferéncia de autoenxerto osteocondral [TAO], sempre tentando o
melhor resultado para que proporcione reparacao ou regeneracdo da cartilagem articular
(Richter et al., 2015). No entanto, até o presente momento, ndo se descobriu um
tratamento ideal e varios estudos tém sido conduzidos na expectativa de melhorar 0s
resultados. Dentre eles estdo estudos utilizando fatores de crescimento, biomateriais e

célula-tronco.
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2- CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DO TECIDO
ADIPOSO.

As células-tronco (CT) sdo uma das esperangas mundiais para o tratamento de
doengas em que terapias convencionais ndo sao eficientes. As CT podem ser
encontradas em todos os tipos de tecido em maior ou menor quantidade (Stefanutto et
al., 2013), mas os tecidos mais utilizados como fonte de células-tronco adultas séo a
medula éssea e o tecido adiposo (Alves et al.,, 2017ab). As CT sdo células
indiferenciadas, com alta capacidade de multiplicacdo e diferenciagdo em outros tipos
celulares se estimuladas adequadamente. Elas podem ser classificadas de acordo com
seu potencial de diferenciacdo como: células totipotentes, que podem se diferenciar em
qualquer tipo de célula do organismo adulto; células pluripotentes, capazes de se
diferenciaram em todos os tipos de tecido, exceto da placenta e anexos fetais; células
multipotentes, possuem capacidade de se diferenciarem em vérios tipos celulares e
podem ser extraidas de um individuo adulto; células oligopotentes, que possuem
capacidade de se diferenciarem em poucos tipos celulares e células unipoitentes, que se
diferenciam em apenas um unico tipo de células especializada (Wagers e Weisman,
2004). As CT também podem ser classificadas em células-tronco embrionérias (CTE)
quando obtidas na fase de blastocisto ou em células-tronco adultas (CTA), quando
obtidas apos a fase embrionaria, podendo ser colhidas de individuos jovens, adultos ou
geriatricos. As CTE podem ser totipotentes ou pluripotentes, ja as CTAs, podem ser
multipotentes ou unipotentes (Martins et al., 2014).

As CTAs mais estudadas sdo as células-tronco mesenquimais (CTM), que sdo
indiferenciadas e possuem um elevado potencial de diferenciacdo e autorrenovacdo. As
CTMs podem ser facilmente obtidas de um individuo adulto a partir de varios tecidos,
como tecido adiposo, medula Ossea, periosteo, tecido muscular e 0Orgdos
parenquimatosos (Murray et al, 2014; Mirza e Oussedik, 2017). As CTM podem ser
colhidas do préprio paciente, expandidas in vitro e reintroduzidas no sitio da lesdo, ndo
havendo risco de rejeicdo. Entretanto, o uso de CTMs autégenas também pode
apresentar limitacdes com a diminui¢cdo do numero nos tecidos e reducdo do potencial
proliferativo e de diferenciacdo com o avangar da idade do paciente (Heng et al., 2004;

Kraus e Kirker-Head, 2006). A terapia com CTMs aldgenas é uma alternativa para esses
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casos, uma vez que elas possuem capacidade de imunomodulacdo, reduzindo as chances
de resposta imunoldgica no individuo que as recebe (Niermeyer et al., 2007).

Acredita-se que as CTMs sejam o tipo celular responsavel pela manutencéo de
varios dos tecidos do organismo. In vitro, as CTMs podem se diferenciar em qualquer
célula de origem mesenquimal como osteoblastos, condroblasto, tendcitos, mioblastos e
adipdcitos, o que é promissor para o tratamento de doencas degenerativas (Caplan,
2015). As CTMs derivadas da medula 6ssea e do tecido adiposo sdo as mais estudadas
por ter maior facilidade na coleta, isolamento e expansao in vitro.

Em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (The International
Society for Cellular Therapy) padronizou critérios minimos para classificar uma célula
como CTM. Estabeleceu-se que as CTMs devem apresentar morfologia semelhante a de
fibroblastos, possuir capacidade de aderéncia ao plastico e de se diferenciar em pelo
menos trés tipos celulares: adipécitos, osteoblastos e condrécitos. Além disso, as CTM
devem apresentar um perfil de expressdo de proteinas de superficie positivo para
CD105, CD73 e CD90 e negativo para CD 45 e CD34 (Dominici et al., 2006).

Os primeiros estudos com células troncos mesenquimais derivadas do tecido
adiposo (CTM-AD) foram realizados por Zuk et al., (2001) e, desde entdo, esse tipo
celular tem sido amplamente estudado em outras espécies como ratos, camundongos,
coelhos, cées e suinos (Vieira et al., 2010; Alves et al., 2017b). As CTM-AD
apresentam muitas vantagens como maior facilidade na coleta e isolamento e sofrem
menos influéncia de fatores como idade (Kim et al., 2012), doenca coexistentes
(Veronesi et al., 2011), uso de farmacos, etc. (Muller et al., 2011). Além disso, o tecido
adiposo é abundante no organismo, podendo ser encontrado em varias estruturas intra-
abdominais, no subcutdneo e em outros locais. Sua coleta pode ser realizada pelas
técnicas de lipoaspiracdo ou bidpsia. Para isolamento da CTM-AD, o tecido adiposo
deve ser processado. Apds a coleta, o tecido adiposo é mecanicamente fragmentado e
submetido a digestdo enzimatica (colagenases) para liberacdo das células. Apds essa
etapa, procede-se a centrifugacdo, separando o material em trés fases. As fases
superiores sdo compostas por adipocitos, lipideos e solugdo aquosa, componentes sem
utilidade terapéutica. A fase inferior (fracdo vasculo-estromal) é composta por células

vasculares e estromais, dentre as quais estdo as CTMs, que devem ser isoladas durante
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0S processos seguintes de cultivo e expanséo in vitro (Zuk et al., 2001; Mizuno, 2009;
Alves et al., 2017ab).

Os efeitos terapéuticos das CTMs podem ser exercidos pela sua diferenciacdo
nas células lesionadas e reparacédo do tecido ou pode ocorre por intermédio de fatores de
acdo paracrina secretados pelas CTM em resposta a estimulos do microambiente da
lesdo (Rasmussom, 2006; Bifari et al., 2008). Quando as CTM estdo em um
microambiente rico em citocinas pro-inflamatdrias, elas adquirem um perfil de secrecao
anti-inflamatorio, inibindo mediadores pro-inflamatérios como as interleucinas-10 (IL-
10) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (Yi e Song, 2012; Lee e Song, 2018).
Consequentemente, ha reducdo do numero de células T-reguladoras e T-citotoxicas,
diminuido a secrecdo do interferon gama (IFN-y). Outras ac¢Ges incluem a secrecdo de
mediadores que estimulam a diferenciacdo, mitose e angiogénese no tecido lesado
(Caplan e Dennis, 2006; Franck et al., 2017). Entretanto, ndo se sabe ao certo o
mecanismo de reparagdo que as CTMs tém sobre as lesGes da cartilagem articular, mas
é claro que seus efeitos paracrinos e condrogénicos contribuem para essa reparacdo
(Mirza e Oussedik, 2017; Kristjansson e Honsawek, 2017).

Tanto as CTM-AD quanto as células tronco de origem medular (CTM-MO) ja
foram testadas como terapia para doencas da cartilagem, e os resultados séo
promissores. Em um estudo em que as CTM-AD foram utilizadas para tratamento de
osteoartrites (OA) através de aplicacdes intra-articulares, houve significativa reducédo da
dor e melhora da funcdo do membro nesses pacientes humanos (Koh e Choi, 2012).
Outro estudo mostrou que altas concentracbes de CTM-AD séo capazes de promover
ndo sé a reducdo da dor, mas também de melhorar a qualidade da cartilagem articular
em pacientes com OA (Jo et al.,, 2014). O efeito imunomodulador das CTM-AD
também ja foi estudado e mostrou-se eficiente no tratamento de lesbes articulares
localizadas e evitando a degeneragéo articular (Riordan et al., 2009).

Parte dos estudos com células troncos é voltado para o desenvolvimento de
técnicas de isolamento e utilizacdo clinica que sejam simples e baratas, visando a
disponibilizagdo desse tipo de terapia para um numero maior de pacientes com doencas

articulares. Assim protocolos tém sido revistos e simplificados (Alves et al., 2017b).
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CAPITULO Il - O EFEITO DA FRAC}AO ESTROMAL DO TECIDO ADIPOSO
NO TRATAMENTO DE DEIFEITOS OSTEOCONTRAIS EM COELHOS.
[The effect of stromal fractionation of adipose tissue on the treatment of
osteochondral debris in rabbits.
Oliveira. A.O%,

YUniversidade de Uberaba - Uberaba, MG

RESUMO

Um grande desafio encontrado por profissionais da ortopedia tanto da medicina
veterinaria quanto humana, é o tratamento de forma eficaz das lesdes articulares, que
podem, posteriormente, evoluir para doenca articular degenerativa (DAD). A utilizagéo
de células tronco (CT) traz consigo esperanca para o tratamento de diversas patologias,
podendo ser extraidos de diferentes tecidos, mas principalmente, medula dssea e o
tecido adiposo. O presente trabalho teve como objetivo a avaliacdo da eficiéncia da
fracdo estromal derivada do tecido adiposo no tratamento de defeitos osteocondrais em
coelhos. Foram utilizados 24 coelhos da raca Nova Zelandia de coloracdo branca, onde
realizamos um defeito osteocondral no sulco troclear nas articulagfes desses animais e
outros 12 animais onde foram coletados o tecido adiposo na regido paniculo adiposo
para a realizagdo da digestdo do tecido e obter a fracdo estromal do tecido adiposo,
posteriormente, divididas em trés tempo de digestdo 30, 40 e 50 minutos. Os grupos que
realizaram o defeito nas articulagdes, foram divididos em controle negativo (C-), fracdo
estromal do tecido adiposo (FETA) e controle positivo (C+) com enxerto autdgeno
osteocondral. Os resultados dos tempos de digestédo do tecido adiposo ndo mostraram
diferenca significativa entre os tempos. As avaliacdes clinicas, radiogréaficas,
macroscopicas e histopatoldgica mostraram que os efeitos terapéuticos da fracdo
estromal do tecido adiposo, mostrou minimizar os sinais degenerativos da cartilagem
articular no tratamento defeitos osteocondrais em coelhos.

Palavras-chaves: Coelho, células mesenquimais, articulacéo.
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ABSTRACT

A major challenge encountered by orthopedic professionals in both veterinary
and human medicine is the effective treatment of joint injuries, which may later develop
into degenerative joint disease (DAD). The use of stem cells (TC) brings hope for the
treatment of various pathologies, which can be extracted from different tissues, but
especially bone marrow and adipose tissue. The present work aimed to evaluate the
efficiency of adipose-derived stromal fraction in the treatment of osteochondral defects
in rabbits. Twenty-four white New Zealand rabbits were used, where we performed an
osteochondral defect in the trochlear groove in the joints of these animals and 12 other
animals where adipose tissue was collected in the adipose panicle region to perform
tissue digestion and to obtain the stromal fraction. of the adipose tissue, subsequently
divided into three digestion times 30, 40 and 50 minutes. The groups that performed the
joint defect were divided into negative control (C-), stromal adipose tissue fraction
(FETA) and positive control (C +) with osteochondral autogenous graft. Results of
adipose tissue digestion times showed no significant difference between times. Clinical,
radiographic, macroscopic and histopathological evaluations showed that the
therapeutic effects of adipose tissue stromal fraction showed to minimize the
degenerative signs of articular cartilage in the treatment of osteochondral defects in
rabbits.

Keywords: Rabbit, mesenchymal cells, joint.
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INTRODUCAO

As células tronco (CT) sdo uma das esperancas mundiais para o tratamento de
doencgas que terapias convencionais ndo séo eficientes. As CT podem ser encontradas
em todos os tipos de tecidos em maior ou menor quantidade (Stefanutto et al., 2013),
sendo assim o tecido mais utilizados como fonte de células tronco mesenquimais
(CTM) s@o a medula 6ssea e o tecido adiposo (Alves et al., 2017ab). As CTM séo
células indiferenciadas, com alta capacidade de multiplicacdo e diferenciagcdo em outros
tipos celulares como ostedcitos, condrdcitos, tendcitos, midcitos e adipdsitos, se
estimuladas adequadamente. Elas também possuem um elevado potencial de
autorrenovacdo que se torna promissor para o tratamento de doencas degenerativas
(Murray et al, 2014; Caplan, 2015; Mirza e Oussedik, 2017).

As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (CTM-AD)
apresentam muitas vantagens como a facilidade de colheita e isolamento, menor
influéncia de fatores idade (idoso) (Kim et al., 2012), doenca coexistentes (Veronesi et
al., 2011) e outros fatores externos como o uso de farmacos (Muller et al., 2011). Além
da possibilidade de diferenciacdo das CTM-AD no tecido lesado, elas também
apresentam um efeito imunomodulador, sendo que é de facil extracdo e utilizacdo as
CTM-AD no tratamento de doencas articulares degenerativas (Rasmusson, 2006; Bifari
et al.,2008; Lee e Song, 2017).

Alguns tecidos como a cartilagem articular possuem capacidade de reparacéao
limitada por ser desprovida de vascularizacdo, sua nutricdo depende do liquido sinovial
e da difusdo de nutrientes do osso subcondral (Buckwalter, 1998; Buckwalter et al.,
2005; Fox et al., 2009; Moreita-Teixeira et al., 2011). Além disso, a composicao e
arquitetura da matriz extracelular s&o complexos o que dificulta ainda mais o processo
de reparagéo ou regeneracgdo (Bhosale e Richardson, 2008).

Assim sendo, um dos grandes desafios na ortopedia veterinaria e humana é o
tratamento das lesdes osteoarticulares. A maior complicacdo das lesdes articulares é o
desenvolvimento de doenca articular degenerativa (DAD), que € uma alteragdo
irreversivel, progressiva e potencialmente debilitante sendo a alteragdo articular mais
frequente tanto nos seres humanos quanto nos animais de companhia (Zak et al., 2014).
O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da fracdo estromal derivada do tecido

adiposo no tratamento de defeitos osteocondrais em coelhos.
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MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade de Uberaba — CEEA/UNIUBE, sob o protocolo do n°
033/2014. O projeto utilizou as bases fisicas e a infraestrutura do Centro de Pesquisa em
Sanidade e Produgdo Animal nos Tropicos, do Hospital Veterindrio de Uberaba
UNIUBE.

Animais

Foram utilizados trinta e seis coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova
Zelandia, machos, de 3 a 4 meses de idade, com massa corporal média de 2,5 Kg
provenientes de uma cunicultura comercial do municipio de Uberaba. Os animais foram
mantidos no Hospital Veterindrio de Uberaba, alojados em gaiolas individuais com
60x60x37 cm proprias para criacdo de coelhos onde receberam racdo comercial para
coelhos (Presence coelhos, Presence, Brasil) e 4gua ad libitum. Durante o periodo de
quarentena os animais foram vermifugados com ivermectina 0,4mg/kg, SC (Ilvomec 1%,
injetavel, Merial, Brasil), receberam medicacédo ectoparasiticida topica (Frontline Spray,
Merial, Brasil).

Para padronizacdo do protocolo de obtengdo da fracdo estromal de tecido
adiposo foram utilizados 12 coelhos.

Para avaliacdo da fracdo estromal do tecido adiposo no tratamento de defeitos
osteocondrais  foram utilizados 24 coelhos, totalizando 48 articulagdes
femorotibiopatelares (FTP). As articulacdes direitas foram aleatoriamente divididas em
dois grupos experimentais com 12 articulagdes cada. Um grupo foi tratado com fracéo
estromal do tecido adiposo (FETA) e outro com enxerto osteocondral autdgeno
constituindo o controle positivo (C+). Os defeitos osteocondrais das articulagdes FTPs

esquerdas ndo foram tratados constituindo o controle negativo (C-).

Padronizacdo da obtencédo da Fracéao Estromal de Tecido Adiposo em coelhos.
Para coleta do tecido adiposo do paniculo adiposo 0s animais foram
anestesiados com xilazina (Xilazin®, Syntec, Brasil) 5mg/kg IM e cetamina (Cetamin®,

Syntec, Brasil) 40mg/kg IM. A regido interescapular foi submetida a tricotomia e a
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antissepsia foi feita com solucéo clorexidine degermante (Riohex 2%®, Rio quimica,
Brasil) e alcodlica (Riohex 0,5%®, Rio quimica, Brasil). O campo operatério foi
preparado de forma assépticas. Realizou-se uma incisdo de pele com cerca de 3 cm na
linha média dorsal na regido interescapular, o subcutaneo foi divulsionado e foram
colhidos 5 mL de tecido adiposo da bolsa adiposa interescapular. O tecido subcutaneo
foi suturado em padréo simples continuo com fio 3-0 (Mononylon®, Ethicon, Brasil) e
dermorrafia em padréo simples separado com fio 3-0 (Mononylon®, Ethicon, Brasil).

As amostras de tecido adiposo foram acondicionadas em tubo falcon de 50 mL
estéril contendo 25 mL de solucdo fisioldgica 0,9% e, imediatamente, encaminhadas
para 0 Laboratério de Pesquisa em Sanidade e Producdo Animal nos Tropicos para o
processamento. Toda a manipulacdo das amostras foi realizada de forma asséptica em
capela de fluxo laminar. Inicialmente as amostras foram agitadas para retirada de restos
de sangue e debris celulares e transferidas para um novo tubo falcon de 50 mL contendo
20 mL da solucdo de colagenase tipo | 0,1% (Roche®, Germany) diluida em PBS
0,015M. Com auxilio de uma tesoura o tecido foi fragmentado, gerando particulas com
cerca 3 mm. Em seguida, as amostras foram divididas em 3 tempos de digestdo,
permanecendo em estufa a 37,5°C durante 30, 40 e 50 minutos. Durante a digestéo as
amostras foram agitadas vigorosamente com intervalos de 5 minutos. Transcorridos 0s
tempos de digestdo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1400rpm, o
sobrenadante foi descartado e o pellet contendo a fracdao estromal foi ressuspenso em 20
mL PBS 0,015 M para lavagem e retirada dos residuos de colagenase. Em seguida, a
amostra foi centrifugada por 10 minutos a 1400rpm e o sobrenadante descartado. O
pellet foi avaliado quanto a viabilidade celular pelo azul de Tripan. As células obtidas
da fracdo estromal do tecido adiposo foram colocadas em microcubos tipo ependorf,
diluidas 1:50 em PBS 0,015M e coradas pelo azul de Tripan. As células viaveis (ndo
coradas) e inviaveis (azuis) foram quantificadas em uma cadmara de Neubauer para
determinacéo do numero de células vidveis. O nimero de células vidveis de cada tempo
de digestdo foi submetido a analise de variancia (Anova), ao teste de Kolmogorov—

Smirnov e as médias comparadas pelo teste T ndo pareado com 5% de significancia.
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Criacao dos defeitos osteocondrais e tratamentos

As cirurgias foram realizadas no centro cirdrgico do Hospital Veterinario de
Uberaba. Os animais foram anestesiados com xilazina 5mg/kg, IM (Xilazin®, Syntec,
Brasil) e cetamina 40mg/kg, IM (Cetamin®, Syntec, Brasil), seguido de blogueio
peridural lombossacral com bupivacaina 0,5% 0,22mL/Kg (Neocaina®, Cristalia, Brasil)
e Morfina 0,1mg/kg (Dimorf®, Cristalia, Brasil). Estabeleceu-se um acesso vascular na
veia cefalica para infusdo de Ringer com lactato 3 ml/kg/h. Os membros pélvicos foram
submetidos a tricotomia da regido da peélvica até os tarsos e foram administrados
ceftriaxona sodica 40 mg/kg, IM (Eurofarma, Brasil) e meloxicam 0,1mg/kg, 1M
(Maxicam® 0,2%, Ouro Fino, Brasil).

Os coelhos foram posicionados em decubito dorsal, o campo cirurgico foi
preparado para cirurgia asséptica com clorexidine degermante (Riohex®2%, Rio
quimica, Brasil) e alcodlica (Riohex® 0,5%, Rio quimica, Brasil), seguindo-se &
colocagdo dos panos de campo. Realizou-se o acesso craniolateral a articulagdo
femorotibiopatelar direita e, afastando-se medialmente a patela, localizou-se o terco
médio do sulco troclear, local eleito para criacdo do defeito osteocondral (Kawamoto et
al., 2018). Com o auxilio de uma broca e um limitador de perfuracdo, foi realizado um
orificio com 5 mm de didmetro e 5 mm de profundidade no local eleito (Figura 1). Os
defeitos (orificios osteocondrais) das articulagcdes direitas dos animais do grupo FETA e
C+ foram preenchidos, respectivamente, com 0,3mL da fracdo estromal do tecido
adiposo (FETA) (Figura 1) e com enxerto osteocondral macerado, que retiramos no
momento em que inserimos a broca para realizacdo do orificio (defeito osteocondral) no
sulco troclear e recolocando o tecido macerado novamente no orificio. Os defeitos das
articulacbes esquerdas ndo foram preenchidos, constituindo o controle negativo. A
sintese tecidual foi realizada em trés planos. Inicialmente realizou-se a sutura da capsula
articular em padrdo simples separado, depois a reducdo do subcutdneo com simples
continuo e, finalmente, a dermorrafia em simples separado, o fio utilizado em todos os
planos foi o nailon 3-0 (Mononylon®, Ethicon, Brasil). Apés a cirurgia, 0s animais
receberam morfina 5mg/kg, SC a cada 6 horas nas primeiras 24 horas. No segundo e
terceiro dia, apos a cirurgia, 0s animais receberam tramadol 5 mg/kg, SC (Tramadon,
Cristalia, Brasil) a cada 12 horas.
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Figura 1. Imagem do defeito osteocondral criado no sulco troclear de coelhos (A) para
avaliacdo do efeito terapéutico da fracdo estromal do tecido adiposo (FETA) (B). Na
imagem C é possivel observar o defeito preenchido com o macerado de 0sso autdgeno

(controle +)

Avaliacao clinica e radiogréfica

Foi realizada avaliagdo clinica da locomocéo dos animais diariamente durante
os 15 primeiros dias de pds-operatorio e, apds esse periodo, a cada 7 dias até o 43° dia
em metade dos animais e até o 85° dia, no restante dos animais. Os animais foram
avaliados em estacdo, ao caminhar e ao correr, em um campo aberto com 1,5m de
didametro e foram atribuidos escores de claudicacdo: Auséncia claudicacdo (0),
claudicacgéo discreta (1), claudicacdo moderada (2) e claudicacdo grave (3) de acordo

com a tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo da deambulacéo de ratos segundo o grau e critérios de utilizacdo

Escore Critério de classificagéo

Claudicacdo ausente; apoio completo de membro com o animal em estagdo ou durante a

0 L -
atividade fisica.

1 Claudicacéo esporadica ao caminhar ou correr, com alivio de peso sobre o membro operado,
inclusive em estacéo.

5 Claudicacdo constante ao caminhar e ndo apoio do membro ao correr, apoio incompleto em
posicao ortostatica.

3 Apoio incompleto ou ausente durante a locomogao ou em estacao.

Fonte: Branddo et al., 2013.

Foram realizadas avaliacGes radiograficas no pds-operatorio imediato e aos 15,
30, 45 em todos os animais e aos 60, 75 e 90 dias em metade dos animais de cada
grupo. Foram realizadas duas exposi¢des radiograficas nas projecdes médio-lateral e
cranio-caudal. Para obtencdo da area de neoformacgédo déssea aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90
dias foram utilizadas as projecdes medio-laterais. Mensurou-se a area de radiolucéncia
(ndo preenchida) no defeito osteocondral e a area de neoformacéo 6ssea foi obtida pela
diferenca entre a &rea de radiolucéncia no pos-imediato menos a area de radiolucéncia

de cada tempo de avaliagéo.
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Figura 2. Imagem esquematica para ilustrar a quantificacdo do osso neoformado em
cada tempo de avaliacdo. A area de 0sso neoformado foi obtida pela diferenca entre a
area de radiolucéncia no pés-imediato (area contornada em vermelho na imagem A) e a
area de radiolucéncia em cada tempo de avaliacdo (&rea contornada em azul na imagem
B).

Avaliacdo macroscépica e histopatologica

A avaliacdo macroscopica das articulacdes femorotibiopatelares foi realizada
apos eutanasia utilizou os escores detalhados a seguir. Seis animais de cada grupo foram
avaliados aos 45, e outros seis, aos 90 dias de pds-operatdrio. Para realizacdo da
eutanésia, os animais foram anestesiados com xilazina 15mg/kg, IM (Xilazin®, Syntec,
Brasil) e cetamina 40mg/kg, IM (Cetamin® Syntec, Brasil). A veia cefalica foi
catererizada e aplicou-se tiopental sédico 100mg/kg, IV (Thiopentax®, Critalia, Brasil)
seguido de 20 mL de cloreto de potassio 19,10% (Isofarma®, Brasil).

Os escores utilizados para a avaliagdo macroscopica foram baseados nos
seguintes critérios: contraturas; efusdes; aderéncias intra-articulares; sinovite;
osteofitos; coloracdo do tecido reparador; superficie do tecido reparador; integracdo
com a cartilagem adjacente e preenchimento do defeito. Essa avaliagdo foi realizada
logo apos a colheita das articulagdes. Realizou-se o registro fotografico e a avaliagdo
macroscopica da area do defeito, articulagdo e adjacéncias, utilizando-se um sistema de

pontuacéo inversa adaptado por Kawamoto et al., (2018) (Quadro 1).
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Quadro 1. Sistema de pontuacdo para avaliagdo macroscopica da articulagdo submetida

a enxertia osteocondral

Categoria Pontuacéo Categoria Pontuacéao
1. Contratura 6. coloracgdo do tecido
reparador
Né&o 0 Normal 0
Sim 1 Translucido 1
2. Efuséo Escuro 2
N&o 0 7. Superficie do tecido
reparador
Sim 1 Liso 0
3. Aderéncias intra- Fibrilado 1
articulares
Né&o 0 Degenerado 2
Sim 1 8. Integracdo com a
cartilagem adjacente
4. Sinovite Completa integracéo 0
Né&o 0 Bordas demarcadas 1
Sim 1 9.Preenchimento do
defeito
5. Osteofitos Nivelado com a 0
cartilagem adjacente
(total)
Né&o 0 50% da reparagéo da 1
profundidade do defeito
(parcial)
Sim 1 0% da reparagdo da 2

profundidade do defeito
Fonte: adaptado de Kawamoto et al., (2018)

As avaliagBes microscopicas foram realizadas com seis articulagdes de cada
grupo aos 45, e outras seis, aos 90 dias de pds-operatdrio. Essas avaliacdes foram feitas
utilizando apenas a regido articular. Apos coleta, foi fixada em formalina tamponada
10%. As avaliacOes histologicas foram realizadas no Laboratério de Histologia da
Universidade de Uberaba. As articulagbes foram submetidas ao protocolo de
desmineralizacdo com solugdo aquosa de &cido formico 10% v/v e citrato de sodio 9%
v/v por 180 dias, sendo trocados a cada trés dias. Apds esse periodo os 0ssos foram
seccionados transversalmente e as metades foram processadas pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina. Foram obtidos dois cortes histoldgicos de 5um de cada bloco. Os
cortes foram corados pela técnica da hematoxilina-eosina e avaliados descritivamente
por microscopia Optica, foram avaliados o tipo e -caracteristica do tecido de
preenchimento observado na periferia, centro e superficie do defeito osteocondral (Fig.
3).
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Figura 3. Esquema para ilustracdo das &reas do defeito osteocondral avaliadas

histologicamente.

Avaliagdo estatistica

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado. Os dados paramétricos (contagem
de células e area de neoformacdo Ossea) foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias de contagem de células foram comparadas pelo teste T pareado e
de éarea de neoformacdo dssea pelo teste T ndo pareado. Os dados ndo paramétricos
(escores) foram submetidos ao teste de Krukal Wallis seguido do teste de Dunn
utilizando o programa Graphpad Instat 3 (GraphPad Software Inc., Estados Unidos)

Diferencas foram consideradas significativas se p<0,05 (Sampaio, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencdo do tecido adiposo da regido interescapular no paniculo adiposo
(bolsa adiposa) foi de facil execucdo e forneceu quantidade suficiente de tecido para a
producdo da fracdo estromal do tecido adiposo (FETA), além de ndo desenvolver
complicagdes pds-operatdrias. Em sua revisdo, Mizuno (2009) ja havia mostrado
diversos estudo que validam a eficacia da técnica de producdo da fracdo estromal e o
local de coleta, mas ndo era claro se a quantidade de tecido adiposos na bolsa seria
suficiente para a producdo de quantidade suficiente de FETA para uso terapéutico direto
sem necessidade de cultivo e expansdo. Outros autores, como Souza et al., (2012)
optaram por obter CTMs a partir da aspiracdo da medula dssea, técnica que tem a

vantagem de ser mais simples; no entanto tem desvantagens como a reducdo drastica do
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namero de células com o avancar da idade (Kim et al., 2012). Além disso, CTM da
medula dssea sofrerem mais influéncias de fatores externos como doencas (Veronesi et
al., 2011) e uso de farmacos (Muller et al., 2011). Alves et al., (2017ab), observaram
melhores resultado com a técnica de extracdo de células-tronco mesenquimais na regido
subcuténea glutea (tecido adiposo) em cées em relacdo a extragdo na medula déssea de
plato tibial.

Os trés tempos de digestdo foram eficientes na obtencdo de células da fracao
estromal do tecido adiposo e ndo foi observada diferenca significativa na quantidade de
células isoladas. Foram obtidas, em média, 1,23x10° 1,96x10° e 1,63x10° células nos
tempos de digestdo de 30, 40 e 50 minutos, respectivamente (Tab. 2). Dai a escolha por
se trabalhar com o menor tempo (30 minutos). Outros estudos que trabalharam com
processamento de tecido adiposo para obtencdo da fracdo estromal em ratos (Oliveira et
al., 2010) e gatos (Maciel, 2010) também utilizaram o tempo de digestdo de 30 minutos.
Outras metodologias com coleta por lipoaspiracdo e digestdo por 60 minutos ja foram
utilizadas com sucesso em coelhos, mas com menor rendimento de células (5 x 10°)
(Torres, et al., 2009). Os tempos de digestdo podem variar de acordo com o tipo de
colagenase utilizado e com a concentragdo da mesma, dai a necessidade de
padronizacdo da técnica quando se estuda espécies diferentes ou se altera o tipo da
colagenase. A colagenase tem como funcdo fazer a digestdo do tecido adiposo,
permitindo a separacdo das diferentes células. Colagenases tipo | (Spencer, et al., 2012),
tipo Il (Martinello, et al., 2011), tipo IA (Chung, et al., 2012) e tipo B (Alves, et al.,
2017a) ja foram utilizadas com sucesso para esse fim. No atual trabalho, optou-se pela
utilizacdo da colagenase tipo | a 0,1%, que se mostrou eficaz na digestdo do tecido

adiposo, ocorrendo liberacdo das células viaveis.
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Tabela 2. Nimero de células extraidas de 5 mL tecido adiposo subcutaneo de coelho
submetidas a digestdo enzimética com colagenase tipo | durante 30, 40 e 50 minutos.

Tempo de digestéo 30 minutos 40 minutos 50 minutos
1,9 x 10° 3,3x 10° 2,8 x 10°
1,4 x 10° 9,5 x 10’ 1,9 x 10°
6,9 x 10’ 8,9x 10’ 8,4 x 10’
9,1 x10’ 2,7 x 10’ 9,6 x10’
Média 1,23x10% 1,96x10% 1,63x10%
Desvio padréo 5,39x10’ 1,23x10° 9,16x10’

Meédias seguidas por letras mintsculas diferentes nas linhas diferem, entre si (p<0,05) pelo teste de SNK.

O teste de azul de Trypan mostrou uma média de 95% de células viaveis em
todos os tempos estudados (30, 40 e 50 minutos), semelhante a outros estudos com
coelhos (Souza et al., 2012) e gatos (Maciel, 2010) que mostraram viabilidade de 90%.
Oliveira et al., (2010) consideraram que a viabilidade superior a 70% é adequada para
isolamento e expansdo de CTM.

A fracdo estromal do tecido adiposo apresenta diferentes tipos celulares como
CTM, fibroblastos e células endoteliais. As células de maior interesse terapéutico sdo a
CTM, que tém grande capacidade de diferenciacdo em diversas linhagens celulares
(Riordan et al., 2009; Gentile et al., 2012; Zuttion et al., 2013), justificando a escolha
da fracdo estromal no tratamento dos defeitos osteocondrais.

O presente protocolo apresenta vantagens em relacdo as técnicas de isolamento
de CTM do tecido adiposo, por ser de facil execucdo em ambientes sem muitos
equipamentos ou materiais. Além disso, permite o uso imediato das células para o
tratamento precoce de doencas e consequentemente melhor resultado terapéutico. Ja foi
descrito que as CTMs podem exercer seu efeito por meio de secre¢do de citocinas e
outras moléculas, com efeito, paracrino. Sabe-se que o perfil de secrecdo das CTM €
alterado pelo microambiente onde estdo colocadas, de forma que CTM expostas a
ambientes ricos em mediadores pro-inflamatérios, desenvolvem um perfil de secrecéo
anti-inflamatério. Em contrapartida, se as CTM foram expostas a um microambiente
rico em citocinas e outras moléculas anti-inflamatérias, elas adquirem um perfil de
secrecdo predominantemente pro-inflamatorio. O tratamento precoce aumenta as
chances de exposi¢do das CTM a ambiente pro-inflamatorio, melhorando o resultado
terapéutico (Glenn e Whartenby, 2014; Whang et al., 2014, Lee e Song, 2017).
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Né&o foram observadas diferengas no escore de claudicagéo entre os grupos (C-,
FETA, C+) na maioria dos tempos de avaliacdo, a excecdo do 43° dia quando foi
verificada diferenca entre os grupos FETA e o controle positivo, sendo observado um
melhor resultado no grupo controle positivo (tabela 3). A escolha do enxerto
osteocondral autdgeno como controle positivo justifica esse resultado uma vez que é
considerado “padrdo ouro”, para tratamentos de defeitos osteocondrais (Marmotti et al.,
2012; Kawamoto et al., 2018).

Tabela 3. Média e desvio padrdo do escore de claudicacdo de coelhos com defeitos
osteocondrais na articulagdo femorotibiopatelar, ndo tratados (C-) ou tratados com
fracdo estromal do tecido adiposo (FETA) ou enxerto osteocondral autdégeno (C+)
avaliacéo realizada ao longo de 85 dias.

Dias de avaliagéo \ C- FETA C+
Grupos
1 1,53(0,70)? 1,67(0,49) 1,33(0,68)°
2 1,50(0,70) 1,50(0,52)* 1,31(0,62)*
3 1,42(0,65) 1,50(0,52)* 1,33(0,63)*
4 1,56(0,62)° 1,50(0,52)° 1,50(0,71)°
5 1,50(0,62)? 1,42(0,51)° 1,50(0,79)°
6 1,50(0,62)° 1,33(0,49)° 1,33(0,59)°
7 1,28(0,67) 1,17(0,39)* 1,17(0,62)*
8 1,28(0,67) 1,00(0,60)* 0,89(0,76)*
9 1,33(0,91)? 1,08(0,51)° 0,89(0,76)°
10 1,17(0,79) 1,00(0,60)* 0,83(0,79)°
11 1,00(0,77)* 0,92(0,52)* 0,83(0,79)°
12 1,00(0,77)* 0,92(0,52)* 0,83(0,79)°
13 1,00(0,84)* 1,00(0,43)* 0,78(0,81)*
14 0,94(0,80)° 1,00(0,43)* 0,78(0,81)
15 0,89(0,83)° 0,92(0,51) 0,78(0,81)°
22 0,50(062)* 0,83(0,58)* 0,67(0,77)°
29 0,33(059)* 0,75(0,45)* 0,78(0,81)*
36 0,22(0,43)° 0,67(0,65)° 0,47(0,62)°
43 0,35(0,49)® 0,72(0,65)° 0,27(0,8)"
50 0,29(0,49)° 0,60(0,55)° 0,60(1,34)°
57 0,25(0,46)* 0,60(0,55)* 0,14(0,38)*
64 0,29(0,49) 0,80(0,45)* 0,14(0,38)*
71 0,29(0,49) 0,80(0,45) 0,14(0,38)°
78 0,17(0,41)? 0,80(0,45) 0,14(0,38)°
85 0,29(0,49)° 0,80(0,45)° 0,14(0,38)°

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes nas linhas diferem, entre si (p<0,05) pelo teste de

Krukal Wallis seguido do teste de Dunn.
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No presente estudo os resultados obtidos através do escore de claudicacao
mostraram que ndo houve diferencga significativa entre os grupos. Acredita-se que a
biomecanica de locomocéo do coelho por saltitamento e postura plantigrada dos coelhos
dificulte a avaliacdo de claudicacdo, o que limita a identificacdo de pequenos diferencas
entre os tratamentos (Trindade et al., 2011).

Estudos randomizados duplo-cegos em cdes com osteoartrite nas articulagdes
coxofemoral (Black et al.,2007) e umero-radial-ulnar (Black et al.,2008) tradados com
injecBes intra-articulares de CTM-AD mostraram melhora significativa na claudicacao
quando comparada com animais que receberam apenas o placebo. Esses estudos ja
mostraram a eficacia terapéutica de culturas puras de CTM-AD no tratamento de
doencas articulares.

A avaliacdo radiografica mostrou um preenchimento progressivo dos defeitos
ao longo do tempo, em todos os grupos estudados. O grupo tratado com fragéo estromal
do tecido adiposo (FETA) mostrou area de neoformacdo déssea superior a0 grupo nao
tratado (C-) aos 60, 75 e 90 dias de pos-operatorio. O controle positivo mostrou maior
area de neoformacdo d6ssea em relacdo ao grupo C- em todos os tempos de avaliacao e

ndo diferiu do grupo FETA aos 45, 60, 75 e 90 dias de pds-operatério (Tab. 4)

Tabela 4. Média e desvio padrdo da area de neoformacdo Ossea obtida por avaliacdo
radiografica de defeitos osteocondrais criados na articulacdo femorotibiopatelar, ndo
tratados (C-) ou tratados com fracdo estromal do tecido adiposo (FETA) ou enxerto
osteocondral autégeno (C+) avaliacao realizada ao longo de 90 dias.

Tempos 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias 90 dias
de

avaliacéo
C- 1,58 (1,34)* 3,21(1,85)* 4,57(1,70)* 52(0,84)* 5,8(1,10)*  8,0(1,58)*

FETA 1,67(2,30)*  3,5(1,000*° 550(2,36)® 6,8(0,84)° 7,8(1,30)° 9,8(0,84)°"

C+ 3,93(1,50)° 5,29(2,70)° 6,46(1,81)" 7,6(1,52)° 8,8(1,30)° 11,6(0,74)°

Médias seguidas por letras mindsculas diferentes nas colunas diferem, entre si (p<0,05) pelo teste de
SNK.

A maior area de neoformacao 6ssea observada no grupo FETA em relacdo ao

grupo controle negativo observada aos 45, 60, 75 e 90 dias mostra que a fracdo estromal
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do tecido adiposo é capaz de potencializar a regeneracao do tecido 6sseo melhorando a
reparacao de defeitos osteocondrais.

Embora o enxerto osteocondral autégeno (C+) tenha mostrado maior area de
neofomacdo d6ssea aos 15 e 30 dias, nos demais tempos de avaliagdo nenhuma diferenca
significativa entre os grupos C+ e FETA foram observados mostrando que a fragéo
estromal € uma alternativa eficiente para o tratamento de defeitos osteocondrais.

A avaliacdo macroscopica realizada aos 45 dias de pos-operatdrio mostrou
menores aderéncias intra-articulares no grupo FETA em relacdo aos C+ e C-. Ja aos 90
dias de avaliacdo, o grupo C- manteve-se com maior aderéncia em relagdo ao grupo C+
e FETA, que nédo diferiram entre si. N&o foram observadas diferencas significativas nos
escores de sinovites entre 0s grupos aos 45 dias, mas aos 90 dias, os grupos FETA e C+
mostraram escores de sinovite semelhantes e significativamente melhores que o grupo
C-. Néo foi observada diferenca no escore de coloragédo do tecido reparador entre todos
0S grupos aos 45 dias. Aos 90 dias, o grupo FETA apresentou escore de coloracdo dos
tecidos reparados significativamente menor que o grupo C-, mas superior ao grupo C+.
Os escores de superficie do tecido reparador foram semelhantes entre os grupos FETA e
C+, e significativamente melhores que o grupo C- nos tempos de avaliagdo. Observou-
se preenchimento nivelado e completa integracdo com cartilagem adjacente nos defeitos
de todos os grupos tanto nos 45 e 90 dias de avaliacdo (Tab. 5).

Tabela 5. Média e desvio padrdo dos escores de parametros de avaliagdo macroscopica
da articulacdo femorotibiopatelar de coelhos com defeitos osteocondrais, ndo tratados
(C-) ou tratados com fragéo estromal do tecido adiposo (FETA) ou enxerto osteocondral
autogeno (C+) avaliacdo realizada ao longo de 45 e 90 dias.

Categoria C- FETA C+ C- FETA C+
45 dias 90 dias
Contratura  0,33(0,50)° 0,00(0,00)° 0,00(0,00)° | 0,25(0,46) 0,17(0,41) 0,13(0,35)
Efusdo 0,00(0,00)° 0,00(0,00)° 0,00(0,00)° | 0,00(0,00)° 0,00(0,00)° 0,00(0,00)°
Aderéncias  1,00(0,00)° 0,16(0,41)° 1,00(0,00)° | 1,00(0,00)* 0,00(0,00)° 0,13(0,35)°
Sinovite 0,33(0,50)° 0,00(0,00)° 0,11(0,33)° | 0,75(0,46)° 0,00(0,00)° 0,00(0,00)°
Ostedfitos  0,89(0,33)° 0,50(0,55)° 0,89(0,33)° | 0,88(0,35)° 0,33(0,52)° 0,50(0,53)°
Coloragdo 1,22(0,97)° 1,00(0,63)° 0,78(0,97)° | 1,50(0,93)° 0,50(0,55)® 0,38(0,74)"
Superficie 1,33(0,71)* 0,00(0,00)*® 0,56(0,88)° | 1,75(0,46)* 0,00(0,00)° 0,38(0,74)°
Integragdo  0,89(0,33)° 0,83(0,41)° 0,78(0,44)* | 0,88(0,35)° 0,50(0,55)° 0,50(0,53)°
Preenchimento 0,89(0,60)° 0,83(0,41)° 0,89(0,60)° | 0,88(0,35)° 0,83(0,41)° 0,63(0,52)°
Total 6,75(2,71)° 3,33(1,36)° 4,44(2,69)* | 7,87(1,64)° 2,33(1,03)° 2,62(1,99)°

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes nas linhas diferem, entre si (p<0,05) pelo teste de

Krukal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Macroscopicamente os efeitos da fracdo estromal do tecido adiposo foram
benéficos para o tratamento de defeitos osteocondrais, hoje visto que tanto nos tempos
de 45 e 90 dias, houve preenchimento total em todos os grupos (Fig.4). Nao foram
observadas alteragdes degenerativas no grupo tratado com FETA e nem no controle
positivo, como, efusdo, sinovite, ostedfitos e contraturas, sinais evidentes em doenca
articular degenerativa. Qualquer terapia que mostre resultados semelhantes ou iguais ao
autoenxerto osteocontral pode ser considerado um tratamento eficiente e com grande
potencial para utilizagdo préatica no tratamento de doencas articulares (Kawamoto et al.,
2018).

E
Figura 4. Imagens macroscopicas das superficies trocleares com defeitos osteocondrais

néo tratados “C-" (A e D) e tratados com fracdo estromal do tecido adiposo “FETA” (B
e E) ou com enxerto osteocondral macerado “C+” (C e F — grupo C+) aos 45 (A, Be C)
e 90 (D, E e F) dias de avaliacdo pds-operatoria.

A avaliagdo histolégica do grupo controle negativo (C-) mostrou
preenchimento da periferia do defeito com tecido 0sseo esponjoso composto por
trabéculas delgadas e, da regido central, por tecido conjuntivo fibroso, em 100% (6/6)
dos animais, em ambos os tempos de avaliacdo. A superficie do defeito foi preenchida
por tecido conjuntivo fibroso em 33,33% (2/6) dos animais, aos 45 dias, e 50% (3/6)
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dos animais, aos 90 dias; ou por tecido fibrocartilagioso em 66,66% (4/6) dos animais,
aos 45 dias e 50% (3/6) dos animais, aos 90 dias (Fig. 5 e 6).

Na avaliacdo histologica realizada aos 45 dias, 50% (3/6) dos animais tratados
com fracdo estromal do tecido adiposo (FETA), apresentaram preenchimento da
periferia do defeito com tecido 6sseo esponjoso composto por trabéculas de espessura
intermediaria e, da regido central, por tecido conjuntivo fibroso e intensa
neovascularizacdo. Nos outros 50% (3/6) foi observado preenchimento da periferia do
defeito com tecido 6sseo esponjoso composto por trabéculas espessas, da regido central,
por tecido fibrocartilaginoso. A superficie do defeito foi preenchida por tecido
conjuntivo fibroso em 50% (3/6) dos animais e por tecido fibrocartilagioso em 50%
(3/6) dos animais, aos 45 dias. Aos 90 dias observou-se preenchimento completo do
defeito com tecido 6sseo esponjoso composto por trabéculas espessas em 100% (6/6)
dos animais. A superficie do defeito foi preenchida por tecido conjuntivo
fibrocartilaginoso em 50% (3/6) dos animais e por tecido cartilaginoso em 50% (3/6)
dos animais. No entanto a superficie era irregular e com algumas areas de fissura (Fig. 5
e 6).

A avaliagdo histolégica do grupo controle positiva (C+) mostrou
preenchimento completo do defeito com tecido ésseo esponjoso composto por
trabéculas espessas em 100% (6/6) dos animais, em ambos os tempos de avaliagéo,
sendo observadas pequenas areas de ossificacdo endocondral, aos 45 dias. A superficie
do defeito foi preenchida por tecido fibrocartilaginoso em 100% (6/6) dos animais. Aos
90 dias, observou-se preenchimento da superficie do defeito por tecido
fibrocartilaginoso em 16,66% (1/6) dos animais e por tecido cartilaginoso em 83,33%
(5/6) dos animais (Fig. 5 e 6).



45 dias de avaliacao pds-operatoria
Superficie Centro Periferia

C=

FETA

C+

Figura 5. Micrografia da superficie (A, D e G), centro (B, E e H) e periferia (C, F e I)
de defeitos osteocondrais criados em trocleas femorais de coelhos, néo tratados “C-" (A,
B e C) e tratados com fragdo estromal de tecido adiposo “FETA” (D, E e F) ou com
enxerto osteocondral macerado “C+” (G, H e I), 45 dias apés a cirurgia. Hematoxilina

eosina. Barra = 100pm.
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90 dias de avaliacao pds-operatoria
Superficie Centro Periferia

1
O
..

FETA

..
e
o

Figura 6. Micrografia da superficie (A, D e G), centro (B, E e H) e periferia (C, Fe I)
de defeitos osteocondrais criados em trocleas femorais de coelhos, nao tratados “C-" (A,
B e C) e tratados com fragdo estromal de tecido adiposo “FETA” (D, E e F) ou com
enxerto osteocondral macerado “C+” (G, H e I), 45 dias apds a cirurgia. Hematoxilina
eosina. Barra = 100pum

As avaliacOes radiografica, macroscopica e histolégica mostraram que houve
um padrdo de reparacdo 6ssea semelhante entre os grupos FETA e controle +, com
preenchimento gradual do defeito da periferia para o centro da lesdo com 0sso
esponjoso composto predominantemente por trabéculas espessas e osteoblastos ativos
em lacunas alargadas. Ja a reparacdo 0ssea do grupo C- ocorreu de forma mais lenta e
com predominancia de trabéculas delgadas na periferia da lesdo e de tecido fibroso no
centro da lesdo. A reparagdo da lesdo condral também foi semelhante entre os grupos
FETA e C+ mostrando uma reparacdo com predominancia de tecido fibrocartilaginoso e
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cartilaginoso enquanto no grupo C- houve predominancia de tecido fibroso na superficie
articular.

A matriz extracelular da cartilagem articular tem uma composicao e arquitetura
molecular complexa, formada principalmente por coldgeno Il e proteoglicanos,
arranjados em agrecans que permite a funcdo articular com perfeita distribuicdo de
cargas para o 0sso subcondral sem o desgaste da cartilagem articular (Bhosale e
Richardson, 2008). Dependendo do grau da lesdo e da capacidade regenerativa do
tecido, a cartilagem articular pode se reparar completamente voltando a forma normal
ou se reparar de forma menos eficiente, formando fibrocartilagem ou, na pior das
hipoteses, tecido fibroso. O tecido fibrocartilaginoso e fibroso ndo tem a mesma
capacidade de suportar carga, alterando a biomecéanica articular que, tardiamente, leva
ao processo de degeneracdo articular.

Embora estudos tenham mostrado efeitos terapéuticos benéficos do uso de
células tronco mesenquimais no tratamento de lesdes osteocondrais (Im, 2017; Numata
et al., 2019), essa ainda € uma técnica cara que necessita de infraestrutura para
isolamento e cultivo celular, o que a torna pouco disponivel para a maioria dos
pacientes. O uso da fracdo estromal do tecido adiposo como fonte de CTM possibilita o
tratamento de lesGes osteocondrais com minima infraestrutura laboratorial e a um baixo
custo, possibilitando o tratamento de um maior nimero de pacientes e de forma
imediata.

Estudos ja mostraram que CTM-AD possuem efeitos imunomodulador e anti-
inflaméatorio e que se injetadas em articulagBes osteoartréticas humanas sdo capazes de
diminuir os sinais degenerativos (Riordan et al., 2009; Ter Huurne et al., 2012; Koh et
al., 2012; Jo et al.,, 2014). Esses mesmos estudos mostraram que o efeito é dose
dependente, sendo que quanto maior a quantidade de CTM-AD injetada na articulacédo
melhores os resultados.

O uso de CTM-MO também mostrou resultados favoraveis no tratamento de
doencas articulares. Singh et al., (2014) induziram a osteoartrose em coelhos pela da
ressec¢do do ligamento cruzado cranial e trataram com CTM-MO. Os resultados da
avaliacdo macroscopica mostraram caracteristicas evidentes de doenca articular como

fibrilacdo, erosdes e formacéo de osteofitos nos condilos femorais no grupo controle. Ja
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0 grupo tradado com CTM-MO apresentou uma boa aparéncia articular com
caracteristicas semelhantes a cartilagem articular normal.

Um estudo recente mostrou melhores resultados no tratamento de defeitos
osteocondrais com culturas mistas de celulas tronco mesenquimais oriundas da medula
6ssea e do tecido sinovial quando comparado com o efeito das culturas puras de mesma
origem (Mahmoud et al., 2019). Isso levanta a hipdtese de que culturas puras podem

ndo ser a melhor opc¢éo de tratamento para defeitos osteocondrais.

CONCLUSAO

Com base os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

e O tempo de digestdo do tecido adiposo de 30 minutos é a melhor opcao para a
obtencg&o da fracdo estromal do tecido adiposo de coelhos, uma vez que tempos
maiores ndo melhoraram o rendimento de células por volume de tecido.

e A FETA pode ser rapidamente obtida e aplicada no local da lesdo sem
nenhuma intercorréncia imunoldgica, por serem células aut6logas.

e A FETA é uma alternativa para o tratamento de defeitos osteocondrais e

apresenta resultado terapéutico semelhante ao do autoenxerto osteocondral.
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ANEXO | - Comité de ética

0 !‘.J.N.I,.ygg. Comité de Etica em Experimenta¢do Animal

Cficio CEEA-091/2014 Lberaba, 1 de dezembro de 2014
Imo. Prof,

Endrigo Gabaellini Leonal Alves

Assunto: Encaminha parecer do processo n® 0332014, sobre o protocolo de Pesquisa “Fagdo
estromal do teada adipaso, associada ao lovidro 665 e 30 concentrado autdlago de plaquetas
na atamento de dafeitas dsseos criticas em coelhas™

Prezado(a) Professor(a),

Em resposta a sua solidgtagdo, informo que o protocolo adma referido foi submetido 3

avaliagio do CEEA-UNIUBE na reunido do dia 25/11/2014, sendo considerado aprovado.

Aendosamente,

£

Precfe. Joely f Figueicedo Fittex

Coordenadora do CEEA-UNIUBE
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Os artigos devem ser escritos em portugués ou inglés, de
maneira impessoal.

Formatacao de texto

e O texto NAO deve conter subitens em nenhuma
secdo e deve ser apresentado no Microsoft Word e
anexado como um “Documento Principal” (etapa
2), em formato A4, com margem de 3 cm
(superior, inferior, esquerda e direita), em Fonte
Times New Roman, tamanho 12 e espagamento
1,5 em todas as paginas e sec¢des do artigo (do
titulo as referéncias), com linhas numeradas .

e Nao use notas de rodapé. As referéncias a
empresas e produtos, por exemplo, devem
aparecer entre parénteses no corpo do texto, na
seguinte ordem: nome do produto, substancia,
empresa e pais.

Secoes de um artigo

Titulo . Em portugués e em inglés. Deve contemplar a
esséncia do artigo e ndo exceder 50 palavras.

Autores e Afiliagcao . Autores e Afiliagao . Os nomes
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Palavras-chave e Palavras-chave . Até cinco e pelo
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* na submissao, use apenas a palavra-chave (etapa 3) e,
no corpo do artigo, mencione a palavra-chave (inglés) e a
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pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho sdo
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Material e Métodos . Mencione o desenho experimental,
o material envolvido, a descricdo dos métodos utilizados
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do Comité de Etica).
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enviadas em jpg de alta resolugao, em um arquivo
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para o registro do artigo. As figuras devem ser inseridas
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Nota: Todas as tabelas e / ou figuras que ja foram
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referéncia correspondente deve estar nas Referéncias.

Discussao . Discuta apenas os resultados obtidos no
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