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Resumo

A terapia celular e principalmente a engenharia de tecidos tém sido intensamente exploradas
nos Ultimos anos para o reparo da cartilagem articular. Este estudo tem como objetivo
desenvolver uma combinacdo envolvendo células-tronco mesenquimais do tecido adiposo
(CTTAS) e hidrogel para uso em estudo clinico de reparo de cartilagem articular em caes.
CTTAs foram coletadas de cdes sadios, cultivadas e caracterizadas. As celulas foram
combinadas a varios tipos de biomateriais e avaliadas in vitro. Foi definido para uso no
projeto o hidrogel de &cido hialurénico (Synvisc, Novartis, SP). Quatorze cdes com displasia
coxofemoral ja foram incluidos no estudo - seis receberam CTTAs, quatro CTTAs associadas
a Synvisc, e quatro controles placebo. Analises clinicas e radiologicas sdo realizadas aos 30,
60 e 90 dias. O projeto foi aprovado pelo CEUA da ULBRA (n° 2016.82). CTTAs caninas
foram isoladas e cultivadas, mostrando morfologia, proliferacdo e capacidade de
diferenciacéo caracteristicas deste tipo celular. As células combinadas a Synvisc proliferaram
e foram capazes de diferenciar em tecido cartilaginoso. O estudo clinico até o presente
momento mostrou que os cdes tratados com terapia intra-articular de CTTAs associadas ao
hidrogel Synvisc apresentam melhores resultados e em menor tempo (60 dias), com melhoras
significativas em varios pardmetros ao fim do tratamento. O grupo tratado s6 com células
apresentou melhora evidente aos 90 dias, e o grupo placebo teve agravamento dos sinais
clinicos. O menor tempo para observacdo da melhora nos pacientes do estudo clinico se deve
ao Synvisc que incrementa a acdo das CTTAS, antecipando a melhora do paciente.
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INTRODUCAO

A terapia celular e principalmente a engenharia de tecidos tém sido intensamente
exploradas nos Gltimos anos para o reparo da cartilagem articular, com emprego de vérias
combinagbes de biomateriais, células e moléculas sinalizadoras (CHUAH, 2017). As células-
tronco mesenquimais (CTMs) sdo as células originais mesodérmicas presentes em todos 0s
tecidos e capazes de diferenciacdo in vitro e in vivo em diferentes tipos celulares (DA SILVA
MEIRELLES, 2016). Seu potencial terapéutico € principalmente explicado pela producdo de
moleculas bioativas que promove uma regeneracdo do microambiente do tecido lesado. As
células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTTAs) sdo uma populacdo de CTMs que
recebe especial atencdo devido a sua facilidade de coleta, abundancia e potencial para
regeneracdo (MARX, 2014).
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O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma combinacdo envolvendo CTTAS e
hidrogel para uso em estudo clinico de reparo de cartilagem articular em cées. A displasia
coxofemoral canina é caracterizada por instabilidade e luxacdo ou subluxacdo de quadris,
sendo uma patologia hereditaria ortopédica que afeta cées de todas as racas e com diferentes
graus causando dor e claudicacdo. Estes resultados trardo uma contribuicdo para esta
patologia especifica, o estabelecimento de competéncia na engenharia de tecidos e a possivel
expansdo para outras patologias humanas.

METODOLOGIA

CTTAs foram coletadas de cées sadios, a partir de tecido adiposo de trés cées
doadores, colocadas em cultivo e caracterizadas quanto a morfologia, potencial de
proliferacdo e diferenciacdo. A quantidade de células coletadas do tecido adiposo de cées
variou de 2 a 10 x 10° células por mL de tecido. Para avaliacdo da morfologia, as células
postas em cultura foram analisadas em microscépio Optico em cada passagem. Para a
avaliacdo da proliferacao as células foram contadas em cada passagem, e para a diferenciacao
elas foram incluidas em meios indutores especificos para condrogénese, osteogénese e
adipogénese.

As células foram combinadas a vérios tipos de biomateriais, com avaliacdo da
viabilidade, proliferacdo e condrogénese das células nestas combinacbes. As CTTAs foram
semeadas entre as passagens 3 e 6 com os hidrogeis, sendo definido para o estudo clinico o
hidrogel de acido hialurénico (Synvisc, Novartis, SP).

Os construtos células + biomaterial foram mantidos por 28 dias em cultura, sendo
posteriormente coradas as matrizes com Alcian Blue (que colore proteoglicanos) para
deteccédo de matriz cartilaginosa.

No estudo clinico em andamento, quatorze cdes com displasia coxofemoral ja foram
incluidos - 6 receberam CTTAs, 4 CTTAs associadas a Synvisc, e 4 controles com tratamento
placebo (Tabela 1). Analises clinicas e radioldgicas sdo realizadas aos 30, 60 e 90 dias. O
projeto foi aprovado pelo CEUA da ULBRA (n° 2016.82).

Tabela 1. Dados gerais dos pacientes.

Paciente Raca Sexo  Idade Peso  Tratamento

Kiara Pitbull Fémea 5 anos 26 kg CTTAs

Atena Border collie Fémea 7 meses 13kg CTTAs

Tché Cimarrow Macho 1 ano 32kg CTTAs

Pandora Rottweiler Fémea 1 ano 37,6 CTTAs

Alana Pastor Alemé&o Fémea 4 anos 45kg CTTAs

Piton Pastor alemédo Macho lano 30kg CTTAs + Synvisc
Pirata SRD Macho 7 meses 8,6 kg CTTASs + Synvisc
Owen Golden Retriever Macho 2 anos 36 kg CTTAS + Synvisc
Max SRD Macho 3 anos 53kg CTTASs + Synvisc
Lola Pastor aleméao Fémea 5 anos 33 kg Placebo

Bono Border collie Macho 3 anos 30 kg Placebo, Células*
Simba Labrador Macho 11 meses 30kg Placebo

Jade Golden Retriever Fémea 3 anos 35kg Placebo

*Paciente Bono, ap6s completar 90 dias de tratamento placebo, recebeu aplicacdo de células,
sendo a partir de entdo avaliado também como participante do grupo células.

RESULTADOS E DISCUSSAO



CTTAs caninas foram isoladas e cultivadas, mostrando morfologia, proliferacdo e
capacidade de diferenciacdo caracteristicas deste tipo celular. Mantiveram sua morfologia
fibroblastoide tipica de célula-tronco mesenquimal (Figura 1A, B). As células proliferaram
bem em cultura (Figura 1C).

" 2 % 4 5 6
Dias

Figura 1 - (A, B) Aspecto fibroblastéide de cultura de CTTAs caninas em passagem 3,

observadas sob contraste de fase (A, aumento 100x; B, aumento 200x). (C) Cinética de

cultivo das CTTAs de cées.
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A capacidade de diferenciacdo das CTTAs foi confirmada por reagdo com 0S
corantes especificos para cada linhagem (Figura 2).
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Figura 2 - Potencial de diferenciacdo das CTTAs de cdo em linhagem condrogénica,
adipogénica e osteogénica. Aumento original x100.

Estes resultados confirmam que as células isoladas mantém as caracteristicas de
morfologia, proliferacdo e diferenciacdo caracteristicas das células-tronco mesenquimais do
tecido adiposo, conforme descrito na literatura (MARX, 2014).

As células combinadas a Synvisc foram capazes de diferenciar em tecido
cartilaginoso, conforme avaliado por reagdo com Alcian Blue (Figura 3) e anélise histoldgica
(Figura 4). Estes resultados in vitro sdo importantes por confirmar o potencial condrogénico



deste biomaterial, que ja é empregado terapeuticamente (BOUTEFNOUCHET, 2017) e pode
ser assim empregado em engenharia de tecidos combinado as células-tronco mesenquimais.
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Figura 3. Matriz cartilaginosa formada pela células + Synvisc, coloragdo com Alcian Blue.
(A) Cultivo sem meio indutor. (B) Cultivo com meio indutor. (C) Synvisc sem presenca das
celulas,. (D) Detalhe de estrutura. Aumento 200x (A e B), 100x (C e D).

Figura 4. Andlise histologica, coloragdo com Alcian Blue. (A - C) Células mais Synvisc,
matriz cartilaginosa produzida pelas células diferenciadas. (D) controle (Synvisc sem células).
Aumento 100x.

O estudo clinico com os cdes acompanhados até o presente momento mostrou que 0s
cdes tratados com terapia intra-articular de CTTAs associadas ao hidrogel Synvisc apresentam
melhores resultados e em menor tempo (60 dias), com melhoras significativas em varios
parametros ao fim do tratamento. Um dos parametros observados em que houve significativa
melhora, foi a atrofia muscular, sendo que ao fim do tratamento alguns pacientes estavam
classificados com atrofia zero, significando o retorno de suas atividades fisicas com a
diminuigéo da dor a0 movimento.

O grupo tratado s6 com células apresentou melhora evidente aos 90 dias, € 0 grupo
placebo teve agravamento dos sinais clinicos. As avaliacbes mais positivas dos proprietarios
foram no grupo do Synvisc + CTTAS, onde em menor tempo (alguns em menos de 1 més)
notavam seus cées mais dispostos e realizando suas atividades normais com mais facilidade.

Varios estudos tém demonstrado o potencial das células-tronco do tecido adiposo no
tratamento da displasia coxofemoral em cées (BLACK, 2008; VILAR, 2014; MARX, 2014),
mas ndo temos conhecimento do uso de engenharia de tecidos para esta finalidade, sendo
assim este estudo original neste aspecto.



CONCLUSOES

A combinacdo de CTTAs caninas e hidrogel de &cido hialurénico tem otimo
potencial condrogénico, proporcionando a diferenciacdo das células com a sintese de uma
matriz cartilaginosa abundante. O menor tempo para observacdo da melhora nos pacientes do
estudo clinico se deve ao Synvisc que incrementa a acdo das CTTAs, antecipando a melhora
do paciente com significativo aumento na qualidade de vida. Este estudo sera continuado até
serem avaliados seis pacientes em cada um dos grupos.
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