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RESUMO

A adicdo de horménios, fatores de crescimento, vitaminas, dentre outros em culturas de
células tronco mesenquimais (CTM) tem o objetivo de aumentar a proliferacdo, induzir a
diferenciacdo e diminuir o tempo de cultivo. Além disso, células tronco (CT) com maior
potencial osteogénico ou condrogénico sdo celulas com maior capacidade de sintetizar, in
vitro, matriz mineralizada e cartilaginosa, respectivamente. O efeito da adicdo da
triiodotironina (T3) em culturas de CTM sob diferenciacdo osteogénica e condrogénica ja foi
testado com bons resultados em células de ratos e humanos. Assim, uma hipétese é que 0 uso
de CT, com maior potencial de diferenciacdo osteogénico ou condrogénico, poderia aumentar
as chances de recuperacdo ou acelerar o tratamento de doencas ou alteracdes que afetam os
tecidos 0sseo e cartilaginoso, respectivamente. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
T3 em duas concentragdes (0,01nM e 1000nM) comparadas ao grupo controle sobre a
diferenciacéo osteogénica e condrogénica das CTM do tecido adiposo (CTM-TA) de equinos.
No primeiro experimento, avaliou-se o efeito da T3 sobre a diferenciacdo osteogénica das
CTM-TA, por meio dos ensaios de avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina (ALP); da
viabilidade celular e da densidade celular, bem como a formacgdo de nédulos mineralizados
aos sete, 14 e 21 dias de cultivo. No segundo experimento, avaliou-se o efeito da T3 sobre a
diferenciacdo condrogénica das CTM-TA, através da avaliacdo da atividade da fosfatase
alcalina; do metabolismo mitocondrial; da densidade celular e da porcentagem de matriz
condrogénica aos sete e 14 dias. Em ambos os experimentos, foi realizada ANOVA com
comparacdo das médias pelo teste SNK. Diferencas entre grupos foram consideradas
significativas se p<0,05. No primeiro experimento, aos sete dias, ndo houve diferencas entre
grupos com relacdo a nenhuma das variaveis estudadas. Aos 14 dias, a menor concentragdo de
T3 (0,01nM) reduziu a densidade celular e 0 niumero de nodulos de mineralizacéo, apesar de
aumentar a atividade da ALP e o metabolismo mitocondrial. A maior concentracdo de T3
(1000nM) aumentou a atividade da ALP, sem alterar o nimero de nédulos mineralizados, em
comparagdo ao controle. Aos 21 dias, a menor concentracdo de T3 aumentou a atividade da
ALP, sem alterar os demais parametros, em comparacao ao controle. A maior concentracéo de
T3 (1000nM) reduziu o metabolismo mitocondrial e a densidade celular, sem alterar o numero
de nodulos de mineralizagdo em comparagdo ao controle. No segundo experimento, aos sete
dias, as duas concentragdes de T3 aumentaram a densidade celular em comparagdo ao
controle, sem alterar os demais parametros estudados. Aos 14 dias, a maior concentracdo de

T3 (1000nM) reduziu o metabolismo mitocondrial, a atividade da ALP, a densidade celular e



a porcentagem de matriz condrogénica PAS+, em comparacdo ao controle. Conclui-se que a
adicdo de T3 nas culturas de CTM-TA de equinos ndo aumenta a diferenciacdo osteogénica
ou condrogénica, podendo causar inclusive efeito negativo sob a densidade celular e a sintese

de matriz, dependendo da concentracdo do horménio e do tempo de cultivo.

Palavras-chave: células tronco mesenquimais, cavalos, horménio da tireoide, tecido adiposo,

cultivo celular
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ABSTRACT

The addition of hormones, growth factors, vitamins, among others additives to cultures of
mesenchymal stem cells (MSC) aims to increase proliferation, induce differentiation and
decrease the time of culture. In addition, MSC with greater osteogenic or chondrogenic
potential are cells with greater ability to synthesize, in vitro, mineralized and cartilaginous
matrix, respectively. The effect of triiodothyronine (T3) addition to MSC cultures under
osteogenic and chondrogenic differentiation has already been tested with good results in rat
and human cells. Thus, one hypothesis is that the use of stem cells with greater potential for
osteogenic or chondrogenic differentiation could increase the chances of recovery or
accelerate the treatment of diseases or alterations affecting bone and cartilage tissues,
respectively. The objective of this study was to evaluate the effect of T3 in two concentrations
(0,01nM and 1000nM) compared to the control group in the osteogenic and chondrogenic
differentiation of the adipose tissue MSC-AT in horses. In the first experiment, the effect of
T3 on the osteogenic differentiation of the MSC-AT, based on the results of the alkaline
phosphatase (ALP); mitochondrial metabolism, cell density and matrix produced by the MSC-
AT was measured by the amount of mineralized nodules at seven, 14 and 21 days. In the
second experiment, the effect of T3 on the chondrogenic differentiation of the MSC-AT was
evaluated, based on the results of the alkaline phosphatase activity; of mitochondrial
metabolism; of the cell density and the percentage of chondrogenic matrix were performed at
7 and 14 days in culture. In both experiments, ANOVA was performed with comparison of
the means by the SNK test. Differences between groups were considered significant if p<0.05.
In the first experiment, at seven days, there were no differences between groups with respect
to any of the variables studied. At 14 days, the lower concentration of T3 (0,01nM) reduced
cell density and number of mineralization nodules, although increased ALP activity and
mitochondrial metabolism. The higher concentration of T3 (1000nM) increased ALP activity
without altering the number of mineralized nodules compared to the control. At 21 days, the
lower concentration of T3 increased ALP activity without altering the other parameters in
comparison to the control. The higher concentration of T3 (1000nM) reduced the conversion
of MTT to formazan and cell density without altering the number of mineralization nodules in
comparison to the control. In the second experiment, at seven days, the two concentrations of
T3 significantly increased the cell density in comparison to the control without altering the
other parameters studied. At 14 days, the higher concentration of T3 (1000nM) reduced the

mitochondrial metabolism, ALP activity, cell density and percentage of chondrogenic PAS +

12



matrix compared to control. It is concluded that the addition of T3 to equine MSC-AT
cultures does not increase osteogenic or chondrogenic differentiation and may even cause
negative effect under cell density and matrix synthesis, depending on the concentration of the

hormone and the time of culture.

Key Words: mesenchymal stem cells, horses, thyroid hormone, adipose tissue, cell culture
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INTRODUCAO

Com o advento da medicina regenerativa, surgem novas perspectivas de tratamento para
varias doencas na medicina humana e veterinaria. O uso de células tronco é um dos recursos
estudados neste tipo de terapia por sua capacidade clonogénica, de auto renovagédo e de se
diferenciar em um ou mais tipos celulares especializados (Nuti et al., 2016). As pesquisas
sobre as terapias regenerativas na espécie equina, incluindo aquelas que vislumbram o uso de
celulas tronco mesenquimais, aumentam em numero a cada dia. Estes animais, principalmente
os de aptidao atlética, tém predisposicdo a lesdes musculoesqueléticas, como tendinopatias
responsaveis por 25% das claudicacGes e problemas articulares que podem evoluir para
orteoartroses, muitas vezes de dificil tratamento, com alto risco de recidivas ou permanentes
(Kasashima et al., 1999; Buckwalter, 2002; Frisbie e Smith, 2010). Além disso, as pesquisas
em equinos, particularmente no que concerne a este tipo de acometimento , podem trazer
informac@es importantes para a medicina humana, uma vez que ha semelhancas entre as duas
espécies com relacdo as lesbes, as estruturas anatdmicas, a funcdo dos tecidos e as
caracteristicas das células tronco, no que diz respeito a expressao dos marcadores de
superficie e ao potencial de proliferacéo e de diferenciacdo (Hillmann et al., 2016).

Baseado em sua origem, existem dois tipos de células tronco, as embrionarias e as nao
embrionarias (células tronco adultas). As células tronco mesenquimais adultas sdo
consideradas multipotentes e apesar de apresentarem menor capacidade de diferenciacdo, em
comparacao as células tronco embrionarias (Leeb et al., 2010), podem se diferenciar em
varios tipos celulares, sendo inclusive responsaveis pela renovagdo de varios tecidos (Zago e
Covas, 2006).

A adicdo de hormonios, fatores de crescimento, vitaminas, dentre outros em culturas de
células tronco mesenquimais (CTM) tem o objetivo de aumentar a proliferacdo, induzir a
diferenciacdo e diminuir o tempo de cultivo. Células tronco com maior potencial osteogénico
ou condrogénico séo células com maior capacidade de sintetizar, in vitro, matriz mineralizada
e cartilaginosa, respectivamente (Alves, et al., 2014). Assim, uma hipétese € que o uso de
células tronco, com maior potencial de diferenciacdo osteogénico ou condrogénico, poderia
aumentar as chances de recuperacdo ou acelerar o tratamento de doencas ou alteragcdes que
afetam os tecidos 6sseo e cartilaginoso, respectivamente (Kim et al., 2009; Hell et al., 2011,

Elashry et al., 2018). Muitos fatores influenciam a diferenciacdo das células tronco
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mesenquimas em tecidos especializados, dentre eles ja foram estudados o horménio
estrogeno, utilizando CTM de humanos na diferenciacdo osteogénica e adipogénica (Hong et
al., 2007). Song et al. (2011) utilizou em humanos, a BMP-2 juntamente com a vitamina D3,
em diferentes concentragdes, para investigar o efeito sinérgico delas na diferenciacdo
osteogénica. Youssef et al. (2017) reuniu em uma revisdo a importancia do fator de
crescimento semelhante & insulina no desenvolvimento, na pluripoténcia e na diferenciacdo
das CTM. Castro et al. (2014) estudaram a combinacdo da vitamina C com o plasma rico em
plaquetas, sendo que o efeito de ambos ja havia sido estudado separadamente em culturas de
células tronco do tecido adiposo de equino, onde se observou a influéncia sobre as
diferenciacOes osteogénica e condrogénica, com resultados positivos na expressao dos fatores
de transcricdo Runx-2 e Sox-9 (Girolamo et al., 2007; Del Bue et al., 2008). O fator de
crescimento TGF-B1 foi estudado na diferenciacdo osteogénica de CTM de humanos e ratos,
demonstrando resultados divergentes entre as duas espécies em algumas andlises, sugerindo a
importancia de se testar fatores que influenciam a cultura celular em modelos animais
distintos (Levi et al., 2010).

Os hormonios tireoidianos estdo entre os fatores que, se adicionados ao meio de cultura,
estimulam a diferenciacdo das células tronco de algumas espécies, como roedores, pelo fato
dessas células apresentarem receptores TRa e TR especificos para estes horménios (Gruber
et al., 1999). Sabe-se que os hormonios tireoidianos sdo essenciais para a diferenciacdo e o
metabolismo de varios érgdos e tecidos, incluindo os tecidos ésseo e cartilaginoso (Basset e
Williams, 2016). Um desses horménios, a triiodotironina (T3) € importante tanto para a
osteogénese quanto para a condrogénese. Na cartilagem, ele atua na ossificacdo endocondral e
no crescimento linear, inibindo a proliferagédo celular e estimulando a diferenciacéo
condrogénica hipertrofica e a apoptose celular, além de ativar a sinalizacdo de IGF-1 e Wnt e
estimular genes envolvidos na sintese da matriz cartilaginosa. Sobre as ceélulas
osteoprogenitoras, T3 estimula a proliferacdo e a diferenciagdo, além de estimular a sintese e
a mineralizacdo da matriz Gssea, por aumentar a expressdo de proteinas, tais como a
osteocalcina, a osteopontina, o colageno tipo Il e a fosfatase alcalina (Basset e Williams,
2016).

Os efeitos da adicdo de T3 em culturas de CTM ja foram testados em células de ratos
(Boeloni et al., 2009; Assis et al., 2018) e de humanos (Fernandéz-Pernas et al., 2016). Nestes
estudos, foi demonstrado que a T3 estimula as diferenciacdes osteogénica e condrogénica. Na

diferenciacdo osteogénica, Boeloni et al. (2009) testaram quatro concentragdes de T3 em
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células de ratos (0,001nM; 0,01nM; 10nM e 1000nM), obtendo maior diferenciacao
osteogénica com a adicdo de 0,01nM de T3 ao meio de cultura. Além de maior atividade da
fosfatase alcalina e de maturacdo do colageno, houve maior nimero e didmetro de nédulos
mineralizados. Assis et al. (2018) testaram as concentracfes de 0,01nM; 1nM; 100nM,
1000nM na diferenciacdo condrogénica de céelulas de ratos, observando que a concentracdo de
0,01nM de T3 aumentou a sintese de matriz condrogénica com 14 e 21 dias de tratamento,
sendo este resultado associado a maior expressao de colageno tipo Il e Sox9. Em ambos 0s
estudos, as demais concentracGes e tempos apresentaram efeitos semelhantes ou piores em
comparacdo ao controle, principalmente quando utilizou-se concentracdes mais altas,
concluindo que os efeitos sdo dose-dependentes. Fernandéz-Pernas et. al (2016) também
observaram que a T3 influencia a diferenciacdo condrogénica de CTM do corddo umbilical de
humanos, obtendo melhores resultados com o uso de 100nM, onde houve maior expressdo de
colageno tipo 11, aggrecan e maior sintese de matriz condrogénica corada pela safranina O.
Em células tronco de equinos, ndo ha estudos que tenham investigado o efeito da T3 na
diferenciacdo osteogénica e condrogénica dessas células, principal objetivo deste projeto.

Com o crescimento vigente do uso de CTM nos tratamentos de lesdes musculoesqueléticas
em equinos, principalmente aquelas que sdo de dificil reparo ou que necessitam de uma
resposta celular acelerada, o objetivo deste estudo é avaliar o efeito de duas concentracfes
diferentes de T3 nas diferenciaces osteogénicas e condrogénicas de CTM do tecido adiposo
de equinos, buscando além de entender “in vitro” a dinimica destas células diante do estimulo
hormonal, verificar se a T3 estimula a diferenciacdo in vitro das CTM, o0 que certamente
aumentariam as expectativas diante da hip6tese de que o uso dessas células diferenciadas com
T3 possa aumentar o sucesso do tratamento de diversas doengas ou alteracfes que afetam os

tecidos 0sseo ou cartilaginoso.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Estudar e comparar o efeito in vitro de duas concentracbes (0,01nM e 1000nM) da

triiodotironina (T3) na diferenciacdo osteogénica e condrogénica das células tronco

mesenqguimais do tecido adiposo de equinos, por meio de dois experimentos distintos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

No experimento 1, avaliar e comparar a diferenciacdo osteogénica das células tronco

mesenquimais do tecido adiposo de equinos, cultivadas em meios acrescidos ou ndo de

triiodotironina nas concentrac6es de 0,01nM, 1000nM, com base nos seguintes ensaios:

Atividade da fosfatase alcalina (ALP) pelo método BCIP/NBT; anélise do
metabolismo mitocondrial, pela reducdo do MTT em formazan e anélise da
densidade celular, pela determinacdo da porcentagem de células/campo cultivadas
sob laminulas coradas pela técnica da hematoxilina-eosina aos 7, 14 e 21 dias de
cultivo.

Andlise da quantidade de matriz produzida pelas CTM-TA, determinada pelo
namero de nddulos mineralizados corados pela técnica de Von Kossa aos 14 e 21

dia de cultivo.

No experimento 2, avaliar e comparar a diferenciagdo condrogénica das células tronco

mesenquimais do tecido adiposo de equinos, cultivadas em meios acrescidos ou nao de

triiodotironina nas concentragc6es de 0,01nM, 1000nM, com base nos seguintes ensaios:

Atividade da fosfatase alcalina (ALP) pelo método BCIP/NBT; anélise do
metabolismo mitocondrial, pela reducdo do MTT em formazan, andlise da
densidade celular, pela determinacdo da porcentagem de células/campo e da
porcentagem de matriz condrogénica, sendo os dois Gltimos ensaios realizados em
culturas de células sob laminulas, coradas pela técnica do acido peroxido de Schiff
(PAS).
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Células Tronco

As células tronco sdo células indiferenciadas capazes de se auto renovar e se diferenciar em
varios tipos celulares, podendo ser de origem embrionaria ou ndo (Caplan, 1991; Koch et al.,
2009). As células tronco séo classificadas como totipotentes, pluripotentes e multipotentes. As
totipotentes s@o representadas pelas células derivadas do zigoto de mamiferos e sdo capazes
de se diferenciar em qualquer tipo celular, incluindo tecidos extra-embrionarios. As
pluripotentes ndo sdo capazes de originar tecidos extra-embrionarios e geram apenas células
dos folhetos embrionérios, ou seja do ectoderma, mesoderma e do endoderma. As células
multipotentes diferenciam-se em alguns tipos celulares e sdo responsaveis pela renovacao de

certos tecidos (Zago e Covas, 2006).

As células tronco que ndo sdo de origem embrionaria, também conhecidas como células
tronco adultas (CTA) podem ser mesenquimais ou hematopoéticas, tem sua capacidade de
diferenciacdo reduzida quando comparadas as embrionarias. A proliferacdo das CTA diminui
com o avancar da idade do individuo, contudo, este tipo celular é utilizado em implantes
aut6logos, diminuindo as chances de rejeicdo pelo organismo (Heng et al., 2004 ; Aradjo et
al., 2005 ; Zago e Covas, 2006). Além disso, as pesquisas com CTA, particularmente de
humanos, ndo encontram obstaculos por questBes éticas ou religiosas, e sua utilizacdo nao
tem sido associada a formacdo de teratomas, como descrito quando do uso das células tronco
embrionérias (McLaren, 2001; Shenfield et al., 2002).

As células tronco mesenquimais sdo encontradas em varios tecidos em quantidades variaveis
e sdo células multipotentes com capacidade de auto-renovacdo (Lee e Hui, 2006; Zago e
Covas, 2006). Além disso, elas apresentam plasticidade que é a capacidade de adquirir
fenotipos de varios tipos celulares, além daqueles presentes no seu tecido de origem, e se
aderem em superficie plastica, o que as difere das células tronco hematopoéticas (Vidal, et al.,
2006). As CTM expandem-se por vérias passagens in vitro, apresentam marcadores de
superficie especificos e possuem propriedades importantes para o reparo tecidual, dentre elas
a capacidade de migrar para outros tecidos e de secretarem citocinas pro e anti-inflamatérias e
fatores de crescimento. Elas estimulam também outros grupos celulares que desencadeardo a
secrecdo e a diferenciacdo celular, buscando a homeostasia do local acometido (Nauta e
Fibbe, 2007; Monteiro et al., 2009; Stewart e Stewart, 2011).
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As CTM de equinos podem ser encontradas na medula dssea (Vidal, et al. 2006), tecido
adiposo (Vidal et al., 2007; Carvalho et al., 2009), sangue periférico (Koerner et al., 2006),
corddo umbilical (Guest et al., 2008), liquido amnidtico (lacono et al., 2012), membrana
amnidtica (Seo et al., 2013), geléia de Warton (lacono et al., 2012), masculo (Radtke et al.,
2013), tenddes (Burk et al., 2013b), liquido sinovial (Murata et al., 2014), membrana sinovial
(Prado et al., 2015), gengiva/periodonto (Mensing et al., 2011), periosteo (Radtke et al., 2013)
e polpa dentéria (Ishikawa et al., 2017). As células da medula déssea, tem sido as mais
estudadas em diversas espécies, inclusive em equinos, porém uma das desvantagens da
utilizacdo desta fonte é devido a técnica cirargica de obtencdo considerada um procedimento
invasivo com riscos de complicagbes (Muttini et al., 2012; Burk et al., 2013b). Em segundo
lugar, a fonte de CTM mais estudada na espécie equina € o tecido adiposo, que requer um
procedimento cirirgico bem menos invasivo para sua obtencdo. Ademais, algumas pesquisas
demonstram que as células tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) podem ser
obtidas em maior quantidade, entram em senescéncia mais tardiamente e apresentam boa
capacidade de criopreservacdo quando comparadas as CTM-MO (Kern et al., 2006; Carvalho
etal., 2009).

A International Society for Cellular Therapy (ISCT) estabeleceu alguns critérios para a
caracterizacdo das CTM em humanos, sendo eles: aderéncia em superficie plastica, expressao
dos marcadores CD105, CD90 e CD73 e ndo expressdo dos marcadores CD45, CD34, CD14
e capacidade para se diferenciarem em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos (Dominici et
al., 2006). Na espécie equina, ha dificuldade com relacdo aos marcadores de superficie, pois
ha pouca disponibilidade de anticorpos monoclonais especificos para a espécie equina
(Barberini et al., 2014). A ISCT definiu a expressdo dos antigenos de superficie em CTM
humanas, sendo eles: CD 29, CD 44, CD 73, CD 90, CD 105, CD 14, CD 34, CD 45, CD 79a
e MHC Il (Mosna et al., 2010). Em equinos, os as células tronco expressam CD105, CD90,
CD29 e CD44. No entanto, as CTM de equinos ndo tem expressdo de CD73, CD34, CD14,
CD45, CD79a. ¢ MHC 1I (Paebst et al., 2014).

1.1.1 Diferenciagdo osteogénica

A diferenciacdo osteogénica € um processo pelo qual as células tronco sofrem estimulos

bioquimicos que definirdo como essas células se tornardo precursores de células dsseas, 0S
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osteoblastos (Birmingham et al., 2012). Os osteoblastos sdo células de origem mesenquimal,
responsaveis por criar e manter a arquitetura esquelética. Estas células produzem matriz
extracelular e regulam a sintese de matriz mineralizada durante a formacéo inicial do osso e
depois a remodelacdo do mesmo (Neve et al.,, 2011). O processo para esta diferenciacao
inicia-se com a formacdo de células osteoprogenitoras que se diferenciardo em pré-
osteoblastos o qual, na sequéncia, se tornardo osteoblastos maduro e, finalmente, se
transformardo em ostedcitos (James et al., 2013).

O desenvolvimento progressivo de uma célula osteoblastica imatura para uma madura €
caracterizado pela sintese de proteinas osteogénicas e uma sequéncia de expressdo de genes
especificos, ocorrendo tal etapa em trés periodos distintos: proliferacdo, maturagdo, sintese e
mineralizacdo da MEC (Neve et al., 2011). Durante este processo, uma série de interacdes
complexas entre sinalizadores paracrinos e enddcrinos iniciam 0s mecanismos moleculares e
a ativacao de uma série de genes, estabelecendo o fendtipo destas células e providenciando a
base para o funcionamento de uma selecdo de moléculas durante a osteogénese (Bruder et al.,
1998; Rodriguez et al., 2004; Garg et al., 2017).

Os principais eventos durante a diferenciacdo osteogénica sdo regulados por fatores de
transcricdo, principalmente o fator de transcricdo Runx2 e osterix (Osx) (Govoni, 2015).
O Runx2 é envolvido na sintese de proteinas da matriz dssea, direcionando a codificacdo de
colageno tipo I, osteopontina, sialoproteina 6ssea e osteocalcina e, mais tardiamente, atuara na
formacdo do osteoblasto maduro (Neve et al., 2011; Fakhry et al., 2013). O Osx é adjuvante
de Runx2 e um fator de transcricdo necessario para a expressdo de osteopontina (Chen et al.,
2013).

Os fatores sistémicos paracrinos e endocrinos sdo essenciais para 0 processo até a
diferenciacdo em osteoblasto. Estes tipos celulares expressam receptores para VAarios
horménios incluindo paratorménio (PTH), vitamina D, estrogeno, glicocorticdides e
horménios tiroideanos, os quais regulam sua diferenciacéo e atividade (Gruber et al., 1999;
Neve et al.,, 2011). Dentre os fatores paracrinos, 0s mais conhecidos sdo as proteinas
morfogenéticas do osso (BMP) pertencente a super familia dos fatores de crescimento
transfomante B (TGF-), importantes indutores da diferenciacdo das CTMs em osteoblastos
(Fakhry et al., 2013), fator de crescimento fibroblastico (FGF) o qual promove a expressao de
marcadores osteogénicos nas CTM (Birmingham, et al., 2012) e fatores de crescimento

semelhantes a insulina (IGF) implicados na proliferacdo celular e na sintese de matriz tanto in
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vitro quanto in vivo (Giordano et al., 2000), citoquinas moduladoras e Wnt que exercem papel
essencial no desenvolvimento e na homeostase da futura formacdo Ossea, aumentando a
expressdo de Runx2 e ativadoras do fator de transcricdo p-catenin, o qual atua na
diferenciacéo osteogénica (Kolf et al., 2007; Fakhry et al., 2013). Esses fatores podem exibir
efeitos diferentes e, as vezes, efeitos opostos na modulagdo do metabolismo celular
dependendo do estagio de maturacdo e do fenotipo celular (Neve et al., 2011). Govoni e
colaboradores (2015) relataram que as rotas do processo de diferenciacdo em equinos é muito

semelhante as descritas em outras espécies mais estudadas, como humanos e ratos.

O meio de cultura para promover a diferenciacdo osteogénica das CTM nos estudos in vitro,
contém dexametasona, acido ascorbico e p-glicerofosfato (Chen et al., 2016). Estas
substancias desencadeiam uma cascata de reacOes transformado as CTM em células com
aspecto cuboide osteoblastico, com aumento da atividade de fosfatase alcalina (ALP)
e estimulando a sintese e a deposicdo de cristais de hidroxiopatita na MEC (Bruder et al.,
1998).

A dexametasona é um glicocorticéide, essencial para a diferenciacdo osteogénica. Sua
presenca permite o controle dos niveis de fosfatase alcalina, o qual permite a sintese de MEC
e a expressdo de alguns marcadores como o de colageno tipo I. Ainda ndo se sabe com
precisdo sua atuacdo, porém acredita-se que ela induz os efeitos da transcricdo, promovendo a
indugdo de p-catenin, integrina a5, sendo ambos promotores da diferenciacdo osteoblastica,
ativados pelo Runx2. Com relacdo, ao B-glicerofosfato, ele é hidrolizado pela ALP, sendo
fonte crucial de fosfato, o qual formard a matriz mineralizada e permitird a sintese de
proteinas e fosfolipideos. O acido ascorbico desempenha importante papel como co-fator da
hidroxilagdo dos residuos da prolina e lisina transformando-os em coldgeno, que é a proteina

mais abundante na matriz mineralizada (Vater et al., 2011).

A diferenciacdo osteogénica in vitro é dividida em trés estagios: o primeiro consiste do dia
um ao dia quatro, o qual ocorre aumento do numero de celulas. Este é seguido pela
diferenciagdo que acontecera entre os dias cinco e 14, caracterizado pela expressdo de
proteinas e transcricdo da ALP. Apos este pico dos niveis da ALP, ocorrerd um declinio da
mesma. Nesta etapa, também haverd a expressdo de colageno tipo | e a sintese e a
mineralizacdo da matriz. O estdgio final ocorrerd entre os dias 14 e 28 resultando em alta
expressdao de osteocalcina e osteopontina, seguida da deposicdo de calcio e fosfato
(Birmingham et al., 2012).
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A adicao de fatores de crescimento conjuntamente com o meio de diferenciacdo osteogénico
tem gerado impacto positivo, na maioria dos estudos, no funcionamento e na habilidade de
formacdo da matriz 6ssea seja no ambiente in vitro ou in vivo (Govoni, 2016). Dentre estes
fatores, a adicdo da vitamina D ativa Runx2 e Osx em humanos (Maehata et al., 2006), o
TGF-B influencia o crescimento celular e desempenha papel essencial no controle da
formacdo Ossea pela modulagdo da sintese e degradacdo de varios componentes da matriz
0ssea em ratos (Centrella et al., 1987) e as BMPs que sdo capazes de induzir a expressdo de
ALP, coléageno tipo I, osteopontina e sialoproteina dssea em ratos (Cheifetz et al, 1996). Ha
outras linhas de pesquisa que estudam a adicdo de horménios, como a triiodotironina (T3) e
os estrdgenos, na diferenciacdo osteogénica, demonstrando seus efeitos e as diferengas com
relagdo as concentragOes adicionadas ao meio osteogénico em roedores (Qu et al., 1998;
Boeloni et al., 2009).

Na espécie equina h& poucos relatos que utilizaram fatores de crescimento com a finalidade
de observar melhora na diferenciagdo osteogénica das CTM. Alguns exemplos sdo o uso de
vitamina C e de plasma rico em plaquetas (PRP) combinados, que demonstraram melhores
resultados na expressao de Runx2 e osteonectina aos 14 dias de tratamento (Castro et al.,
2014). Seo e colaboradores (2014) testaram em defeitos 6sseos induzidos o uso de uma
esponja de gelatina de fosfato B-tricalcio associada ou ndo a CTM e BMP-2 em diferentes
concentracdes, obtendo melhores resultados quando utilizou-se a associacdo dos

componentes.
1.1.2 Diferenciagédo condrogénica

A condrogénese é um evento que marca o inicio do desenvolvimento esquelético com a
diferenciacéo das células tronco em condrocitos (Goldring et al., 2006). Este processo celular
ocorre em varias etapas in vivo. Primeiramente as CTM recrutadas condensam-se para formar
células condroprogenitoras que por sua vez, se diferenciam em condrécitos (Barry et al.,
2001; Akiyama, 2008). Este evento é controlado por interagbes com a matriz circundante,
fatores de crescimento, diferenciacdo e outros fatores ambientais que iniciam ou suprimem as
vias de sinalizagdo celular através de fatores de transcricdo especificos (Goldring et al., 2005;
Hwang et al., 2007).

O desenvolvimento cartilaginoso é controlado por sistemas de padrdes de interacao

envolvendo o FGF, a BMP e as vias de hedgehog. Tanto as quinases sinalizadoras positivas
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quanto as negativas, fatores de transcri¢cdo, como 0 Sox9 e o0 Runx2, e as interacdes entre eles
determinam se os condrocitos permanecem como elementos cartilaginosos ou sofrem

maturacédo hipertréfica culminando em da ossificagdo (Goldring et al., 2006).

O processo se d& no inicio pela condensacdo de CTMs associada ao aumento da atividade da
hialuronidase e ao surgimento das moléculas de adesdo celular, a caderina neural (N-
cadherin) e a molécula de adesdo celular neural (N-CAM). O TGF-B, que esta entre os
primeiros sinais na condensacao condrogénica, estimula a sintese da fibronectina, que por sua
vez regula a N-CAM (Barry et al, 2001; Goldring et al., 2006).

As moléculas da MEC interagem com as moléculas de adeséo celular para ativar as vias de
sinalizacdo intracelular dando inicio a transicdo das células condroprogenitoras para a
diferenciacdo em condrécito. A N-cadherin e a N-CAM desaparecem na diferenciacdo dos
condrécitos e sdo detectiveis mais tarde apenas nas células pericondriais (Goldring et al.,
2006).

O FGF, hedgehog, BMP e as vias Wnt coordenam a sinalizacdo, sendo esta ultima uma das
primeiras a se manifestar e induzir o feedback do FGF (Kolf et al., 2007; Kelly e Jacobs,
2010). As BMPs estabelecem o cenério para a morfogénese 6ssea iniciando a diferenciacao de
células condroprogenitoras, mas também regulando os estagios posteriores da maturacao de
condrdcitos e a diferenciacdo terminal para o fenétipo hipertréfico (Miljkovic et al., 2008).
Ao longo da condrogénese, o balanco de sinalizacdo por BMPs e FGFs determina a taxa de

proliferacdo, ajustando assim o ritmo da diferenciacao (Goldring et al., 2006).

O fator de transcricdo nuclear Sox9, um dos primeiros marcadores expressos em células
condroprogenitoras, envolve-se no processo de condensacdo mesenquimal, proliferagéo,
maturagdo e producdo de matriz pelos condrocitos, principalmente auxiliando na expresséo
de fatores de transcricdo para os colagenos tipo | e tipo Il e outras proteinas da matriz
condrogénica (Akiyama, 2008; Kelly e Jacobs, 2010).

Apo0s a expansdo, a condrogénese in vitro é induzida em cultura utilizando meio de cultivo e
suplementos como fatores de crescimento cruciais para a diferenciacdo de CTM. Varias
combinagOes de reagentes tém sido utilizadas. Algumas formulagGes compreendem apenas o
meio combinado com dexametasona e TGF-B, enquanto outros sao formadas por um meio

mais complexo com alto teor de glucose suplementado com dexametasona, piruvato de sédio
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ascorbico-2 fosfato, prolina, insulina-transferrina-selenium -Premix e L-glutamina (Miljkovc
et al., 2008; Pelttari et al., 2008; Vater et al., 2011).

Estes estimulos resultam no aparecimento de um fendtipo tipo condrocito caracterizado pela
regulacdo positiva de moléculas especificas de cartilagem como o tipo de colageno Il e
IX, agrecan, versican, biglycan e decorin (Pelttari et al., 2008). Além desses fatores, um dos
principais requisitos envolvidos no aumento da diferenciacdo condrogénica sdo o estreito
contato célula-a-célula, geralmente atingido por cultura de pellets de células (Chamberlain et
al., 2007).

No meio de cultura para a diferenciacdo condrogénica das CTM, a dexametasona é mediada
pelo receptor glicocorticoide citoplasmatico, que influencia varios processos de diferenciacao
por induzir acOes de fatores de transcricdo, sendo o mais importante na diferenciacéo
condrogénica 0 Sox9 (Heng et al., 2004). O acido ascorbico causa a hidroxilagdo de colageno
via modificacdo dos residuos de prolina e lisina. Sua adicdo ao meio de cultura leva ao
aumento da proliferacdo de CTM e aumenta a producdo de colageno tipo Il, que é uma das
mais importantes proteinas da MEC na cartilagem (Vater et al., 2011). O TGF-p aumenta a
expressao de colageno tipo Il, IX e X, agrecan, versican e decorin, através da transmissdo de
sinais intracelulares pelas proteinas Smad, as quais sdo componentes dos complexos de
transcricdo  (Miazono, 2000). As BMPs desempenham papel importante durante a
morfogénese, iniciando a diferenciacdo de células condroprogenitoras (Vater et al., 2011). O
IGF estimula a proliferacdo de CTM, regula a apoptose celular, induz a expressdo de
marcadores de condrdcitos, aumenta a sintese de proteinas da matriz, incluindo colageno tipo
Il e proteoglicanos, e promove a sobrevivéncia, o desenvolvimento e a maturacdo dos
condrécitos (Boeuf e Richter, 2010; Vater et al., 2011).

Fatores hormonais também podem influenciar a diferenciagdo condrogénica, como visto na
osteogénica, porém poucas pesquisas tem sido desenvolvidas neste campo. A adi¢do de
paratormoénio (PTH) em CTM de humanos demonstrou ter efeito inibitério nas fases iniciais
da diferenciacdo condrogénica pela baixa regulacdo de ALP e expressédo de colageno tipo | e
Il (Weiss et al, 2010), assim como a presenca de estradiol que suprimiu a condrogénese
(Jenei-Lanzl et al., 2010). Contudo no estudo desenvolvido por Assis et al. (2018), baixas
concentragfes de T3 aumentam a sintese de matriz condrogénica, a expressao de Sox9 e de

colageno tipo Il em culturas de CTM de ratos.
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1.2 Hormonios Tireoidianos

Os hormonios tiroideanos (HT) sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento de
varios tecidos e orgaos (Yen, 2001). A fonte dos HT € a tiredide que secreta
predominantemente a tiroxina (T4) a qual, apos passar por um processo de desiodacdo, se
transforma em triiodotironina, sendo que esta apresenta atividade bioldgica cinco vezes
superior a da T4 (Nunes, 2003; Basset e Williams, 2016).

A sintese e a secrecdo dos HT sdo primariamente reguladas por um sistema de feedback
negativo que envolve o hipotadlamo, a hipofise e a tireoide (Yen, 2001). O hormdnio liberador
de tirotrofina (TRH) é produzido no hipotalamo. Pelo sistema hipotdlamo-hipofisario, 0 TRH
é transportado para a adeno-hipofise, ligando-se em receptores especificos onde induz a
sintese e a secrecdo de horménio tireotrofico (TSH), o qual interage com receptores na
membrana da célula folicular tiroideana, levando a expressdo de proteinas que sintetizam os
HT (Nunes, 2003; Murphy e Williams, 2004).

Os HT desencadeiam efeitos bioldgicos marcantes em varios sistemas, elevando suas
atividades, de forma geral, pelo aumento da expresséo e ativagdo de enzimas do metabolismo
oxidativo, pelo transporte i6nico, atuando de forma ativa no eixo de acdo do IGF-I e como
modificador da expressdo de genes especificos, além de outras a¢es ndo gendmicas (Yen,
2001; Nunes, 2003).

Os HT sdo importantes no desenvolvimento e manutencdo dos tecidos 6sseos e cartilaginosos,
influenciando o crescimento e a diferenciacdo celular. Com relacdo aos mecanismos de acéo,
os hormonios tireoidianos regulam varias vias de sinalizacdo de fatores de crescimento,
incluindo o IGF-I, o FGF, o hedgehoge o Wnt, os quais influenciam o crescimento e o

desenvolvimento esquelético (Kim e Mohan, 2013; Basset e Williams, 2016).

Os HT se ligam a receptores nucleares TRa ¢ TR, presentes na maioria das células, inclusive
nas CTMs e nas linhagens osteoblasticas e condroblésticas, sendo sua presenca comprovada
tanto in vivo quanto in vitro (Basset e Williams, 2016). Quando ocorre a ligagdo na
membrana, os HT, principalmente a T3, funcionam como fatores de transcricdo que

desencadeiam varias acdes celulares (Harvey et al., 2002; Mello e Tuan 2006).

A triiodotironina desencadeia, por mecanismos complexos que envolvem inumeros fatores

autocrinos e paracrinos, ages fundamentais nos processos de proliferacdo e diferenciagcdo dos
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osteoblastos (Williams, 2013). Sua acdo induz a expressdo de osteocalcina, de prolina e de
colageno tipo | e IlI; estimula a atividade dos osteoblastos, aumentando os niveis de ALP na
MEC (Banovac e Koren, 2000); auxilia na acdo do IGF-1 e das metaloproteinases (MMP),
aumentando suas expressdes nos osteoblastos, que sintetizardo a matriz 6ssea (Lakatos et al.,
1993); além de colaborar com a producdo de citocinas (Vargas et al., 1997; Yen, 2001;
Harvey et al., 2002; Murphy e Williams, 2004).

Com relacdo as CTMs, para que haja a diferenciacdo na linhagem osteblastica, é necessaria a
inducdo dos fatores Runx2 e Ost (Basset e Williams, 2016). A diferenciacdo subsequente €
regulada por vérias vias de sinalizacdo, sendo uma delas acionada pela acdo da T3 (Williams,
2013). Embora as CTMs e as celulas da linhagem osteoblastica respondam aos estimulos in
vitro da adi¢do de T3 no meio de cultura, a acdo pode variar dependendo do local de coleta,
como demonstrado por Milne et al. (1998) que comparou culturas de células da medula éssea
do fémur e das vértebras de ratos; com o estdgio de diferenciacdo celular, havendo diferenca
quando comparada a resposta ao horménio em células osteoprogenitoras e osteoblasticas
maduras de ratos (Ohishi et al.,1994); e com a dose e duracdo do tratamento hormonal como
observado por Boeloni et al. (2009) que utilizou culturas de CTM de ratos admnistrando
quatro concentraces da T3 (1, 10, 10° ou 10° pM ) em trés periodos (sete, 14 e 21 dias)
distintos, constatando ag&o estimuladora, inibitdria ou nula sobre a diferenciagdo osteogénica.

A acdo da T3 nas linhagens condrogénicas é semelhante a que ocorre com as linhagens
osteogénicas. Os receptores TRal e TRB1 sdo expressos em condrdcitos em repouso € em
proliferagdo na placa de crescimento, sugerindo que essas células séo alvos diretos das agdes
da T3 (Kim e Mohan, 2013). A T3 regula a proliferacdo, a organizacdo de colunas de
condrdcitos, promove a diferenciacdo terminal hipertréfica e induz a calcificacdo da matriz
cartilaginosa (Harvey et al., 2002). O inicio da condrogénese requer a sinalizacdo da BMP e
do fator de transcricdo Sox9. O hedgehog age estimulando a expanséo clonal das condrocitos,
contudo também atua aumentando a sinalizacdo para os hormdnios tireoidianos, que inibem a
proliferacdo subsequente, enquanto estimulam a diferenciacdo hipertréfica (Kim, 2013; Basset
e Williams, 2016). A T3 estimula a sintese e a producdo de proteoglicanos da matriz
cartilaginosa da placa de crescimento, de ALP e a expressdo de colageno X (Harvey et al.,
2002; Karl et al., 2014). Porém assim como ocorre na diferenciagdo osteogénica in vitro, na

condrogénese, a acdo da T3 também varia conforme a espécie, o grau de confluéncia celular,
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0 estagio de diferenciacdo célular, o nimero de passagens e a concentracdo e duracdo do
tratamento (Basset e Williams, 2016; Assis et al., 2017).

1.3 Uso de Células Tronco em doencas osteoarticulares

Os equinos sdo uma das espécies mais utilizadas pelo homem nas competicGes de esporte. Por
serem animais submetidos a grande exigéncia de sua performance atlética, estdo mais
predispostos a lesdes musculoesqueléticas, muitas vezes, de dificil tratamento e com alto risco
de recidivas (Johnson et al., 1994; Frisbie e Smith, 2010). A osteoartrite (OA) € uma das
lesbes degenerativas mais comuns na espécie equina e que pode se associar a outras injurias
como a sindrome do navicular, periostite, osteocondroses e laminite, levando a reducdo ou
parada da funcdo atlética e a perdas econébmicas substanciais (Borjesson e Peroni, 2011,
Broeckx et al., 2014; Souza, 2016). A estrutura muscular avantajada e a capacidade atlética
dos cavalos podem criar forcas biomecanicas notavelmente elevadas dentro das articulacfes o
que pode resultar na destruicdo irreversivel da cartilagem articular, membrana sinovial,
capsula articular, ligamentos de suporte e na formacdo de ostetfitos e esclerose do 0sso
subcondral (Bolam et al., 2004; Ardanaz et al., 2016).

Estas alteracdes osteocartilaginosas acometem varias espécies, com etiologias distintas entre
elas em alguns casos, porém com componentes da fisiopatologia comuns a todas (Burk et al.,
2013a). A espécie equina é um dos modelos experimentais mais bem aceitos para entender 0s
mecanismos deste tipo de injuria no homem, pois possuem alguns componentes morfoldgicos
semelhantes ao dos humanos, como a espessura de cartilgem das articulacBes, além de
apresentarem corriqueiramente este tipo de afeccdo, sem ser necessario a inducgdo para realizar

investigacOes dos mecanismos (Carmona e Prades, 2009; Burk et al., 2013a).

A regeneracdo da cartilagem articular apresenta desafios unicos devido a sua pouca
vascularizagdo e inervacdo, levando a uma capacidade de cura intrinseca lenta e, na maioria
das vezes, ineficiente. O tecido produzido através dos processos de reparo consiste
tipicamente em tecido cicatricial ou fibrocartilaginoso que ndo possui as propriedades
mecanicas necessarias para resistir aos esforgos fisiologicos (Borjesson e Peroni, 2009;
Watts, 2014). Embora o evento inicial nem sempre seja claramente definido, fatores
bioguimicos, genéticos, relacionados a idade, dindmica hormonal, metabolismo, neurologia e

biomecanica podem contribuir para a progressao da doenca (Bolam et al., 2006).
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Uma das caracteristicas deste tipo de lesdo é a inflamacdo intensa que desempenha um
importante papel na progressdo da doencga, pois a secre¢do de mediadores pro-inflamatérios
acelera a degradacdo da cartilagem (Ribitsch et al., 2010; Barrachina et al., 2017). Acredita-se
que a lesdo primaria inicia com a lesdo 0ssea, ocorrendo microfraturas que levam a esclerose
do osso subcondral e ao aumento das tensbes na cartilagem articular, culminando em danos
ciclicos e reparo ineficaz, o qual resulta em estado progressivamente mais catabdlico no qual

resultara a osteoartrite (Bolam et al., 2006).

A cascata de eventos mecanicos e bioguimicos € mediada por citocinas, enzimas proteoliticas
e outras substancias pré-inflamatdrias (Carmona e Prades, 2009). A interleucina-1 (IL-1) e 0
fator de necrose tumoral o (TNF-o) promovem quimiotaxia e degranulacdo de leucdcitos,
aumentam a expressdo de mediadores pré-inflamatorios adicionais, incluindo prostaglandina
E2 (PGE2), leucotrieno B4 (LTB4) , bradicinina e 6xido nitrico e aumentam a atividade de
varias enzimas proteoliticas que degradam a cartilagem articular, principalmente as
metaloproteinases da matriz (MMPs), causando estresses mecénicos e oxidativos,
envelhecimento e/ou apoptose de condrécitos (Noth et al., 2008; Carmona e Prades, 2009).
Nas CTM, essas citocinas inibem a expressdo do fator de transcricdo de diferenciacédo
osteoblastica e condrobléstica, Runx2 e Sox9, e reduz a atividade da ALP (Barrachina et al.,
2017). Neste processo, ocorre um desequilibrio entre os peptideos que promovem a sintese de
componentes da MEC da cartilagem articular e aqueles que induzem a remodelacdo desses
componentes, por exemplo o TGF- e os fatores de crescimento semelhantes a insulina
(Carmona e Prades, 2009). Apesar dos esforcos consideraveis realizados no desenvolvimento
de inibidores dessas moléculas para uso no tratamento da OA, o sucesso clinico em relagdo a
prevencéo da degradacdo da matriz cartilaginosa ou da restauracdo da cartilagem na OA ainda
néo foi alcangado (Noth et al., 2008).

Os tratamentos convencionais se concentram em aliviar a inflamagé&o e controlar a dor, com o
uso de drogas analgésicas, glucosaminas, sulfato de condroitina e acido hialurénico (Ardanaz
et al., 2016). Quando se detecta severa degeneracdo, abordagens cirargicas (curetagem,
remocao de osteofitos e artrodese) sdo realizadas, porem estas também visam apenas aliviar
0s sintomas e a recuperacdo clinica, sem induzir a regeneracdo real da articulacdo afetada
(Broeckz et al., 2014; Grassel e Lorenz, 2014).

As terapias com CTMs tem ganhado impulso como tratamento de escolha para muitas lesdes

ortopédicas em equinos, ndo apenas por sua capacidade de diferenciacdo mas também por
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suas propriedades tréficas e imunomoduladoras, que possibilitam um tipo de terapia com
carater regenerativo, prevenindo a formacdao de cicatrizes (Borjesson e Peroni, 2011; Ardanaz
et al., 2016; Barrachina et al., 2017). O objetivo deste tipo de terapia €é restaurar a arquitetura

estrutural normal e a fung@o biomecéanica do tecido lesionado (Frisbie et al., 2007).

As CTMs possuem imunofenotipos, fatores tréficos bioativos e mediadores inflamatorios que
atuam na inibicdo da formacdo de cicatriz, inibem a apoptose, aumentam a angiogénese e
estimulam as células progenitoras intrinsecas a restaurar a funcéo local (Noth et al, 2008;
Watts, 2014). Imunologicamente, elas interagem com outras células, como linfécitos T e B,
celulas natural killer e células dendriticas (Borjesson e Peroni, 2011); tém afinidade pelo
tecido articular danificado e estudos in vivo na espécie equina confirmaram a sua capacidade
de localizar e participar do reparo de estruturas articulares danificadas, incluindo ligamentos

cruzados, lesbes de meniscos e cartilagem (Noth et al., 2008; Frisbie e Smith 2010).

O desenvolvimento continuo de estratégias de engenharia de tecidos procurou combinar
células tronco com varios suportes e fatores de estimula¢do condrogénicos para produzir um
tecido funcional que poderia ser usado para reparar defeitos na cartilagem (Diekman e Guilak,
2013; Watts, 2014). O uso de células in vitro podem ser melhoradas pelo uso de scaffolds,
fatores de crescimento soluveis, &cidos nucléicos ou estimulacdo mecanica (Ribitsch et al.,
2010; Grassel e Lorenz, 2014). Contudo, é necessario o entendimento da dinamica destes
suplementos e de seus usos combinados com as terapias celulares, pois tais abordagens sdo
complexas dentro das perspectivas bioldgicas, médicas e regulatorias, sendo desafiador ainda
no atual contexto o reparo das lesbes osteocartilaginosas (Wilke et al., 2007; Noth et al.,
2008).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Infra-estrutura e animais

O projeto utilizou as bases fisicas e a infra-estrutura do Nucleo de Células Tronco e Terapia
Celular Animal (NCT-TCA) do Complexo de Pesquisa Avancada do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinarias e da Clinica de Equinos do Hospital Veterinario da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). O projeto foi aprovado pela

29



Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG (protocolo 362/17 do CEUA/UFMG)
(Anexo 6.1).

Para a extracdo das CTM-TA foram utilizados quatro equinos jovens e saudaveis, sem raca
definida, com média de idade de 2,4+1,08 anos, sendo dois machos e duas fémeas, com peso
médio de 277,5 £ 44,93 Kg.

2.2 Coleta do tecido adiposo subcutaneo

Para a coleta do tecido adiposo subcuténeo, 0s animais permaneceram em baias por 12 horas,
sem acesso a comida e com agua ad libidum. Foi realizada a aplicacdo de 10.000UI de soro
antitetanico intramuscular por animal. ApoOs este periodo, foram realizadas sedacdo com
cloridrato de detomidina (2ug/Kg i.v.) e anestesia local na regido do musculo gluteo dorsal
com lidocaina 2%, procedendo a técnica de L invertido, mantendo-os em tronco de contencao
(Carvalho et al., 2009). Foram realizadas tricotomia (20cm x 20cm) e antissepsia adequadas
da pele sob o musculo gluteo dorsal, na base da cauda do lado direito. Realizou-se incisao de
aproximadamente 10cm de comprimento, 15cm paralela a coluna vertebral, com Iamina de
bisturi n°11 (Carvalho et al., 2009). Apo6s a dissecacdo da pele e do subcutdneo, foram
coletados aproximadamente 5g de gordura que foram transferidos para tubo Falcon estéril
contendo 50mL de DMEM com baixa glicose (Gibco, USA) enriquecido com antibidtico e
antimicotico (Figura 1). A pele foi suturada com fio de nylon 2/0 em ponto simples separado
e foi realizado curativo com solucédo de clorexidina a 0,02%, seguida do uso diario de spray
repelente, até a remocdo dos pontos com 10 dias. Sistemicamente, foi administrada

fenilbutazona (4,4 mg/kg i.v.), por trés dias.
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Figura 1. Procedimento cirdgico de coleta de tecido adiposo subcuténeo de equinos. (A) tricotomia da
regido do musculo glateo dorsal, (B) anestesia local em L invertido, (C) inciséo e coleta do tecido
adiposo, (D) fragmento do tecido adiposo em meio de cultura com DMEM para transporte até o

laboratério.

2.3 Isolamento e expansao das células tronco mesenquimais do tecido adiposo em meio

indiferenciado

Imediatamente ap0s a coleta, as amostras de cada animal foram transferidas para a capela de
fluxo laminar onde o tecido adiposo foi fragmentado e incubado com colagenase | 0,15%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluida em solucéo tampdo fosfato (PBS) 0,15M por 60
minutos a 37°C e 5% de CO,, agitando a cada 15 minutos (Figura 2). O conteudo foi
centrifugado por 10 minutos a 1400g, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em DMEM com baixa glicose, acrescido de gentamicina (60ug/L), penicilina
(100U/mL), estreptomicina (100ug/L), anfotericina (25ug/L) ¢ 10% de soro fetal bovino
(SFB). As células de cada animal foram colocadas, separadamente, em garrafas T75 e
cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. O meio de cultivo foi trocado a cada dois dias até
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confluéncia de 80-90%, momento em que as células de dois animais foram tripsinizadas e
misturadas formando um pool de células para a realizagdo do experimento 1 e as células dos
outros dois animais para a realizagdo do experimento 2 (Alves et al., 2014; Alipour et al.,
2016).

Figura 2. Preparo do tecido adiposo de equino para isolamento e expansdo das celulas tronco
mesenquimais. (A) fragmentacdo do tecido adiposo e (B) digestéo do tecido adiposo em colagenase |
0,15%.

2.4 Experimento 1: Cultivo das células tronco mesenquimais do tecido adiposo em meio

de diferenciacéo osteogénica com e sem adicdo de triiodotironina

Apo6s o cultivo inicial do pool de células em meio indiferenciado e quatro passagens, as
células aderidas foram tripsinizadas, contadas e distribuidas em placas de 24 pogos (1x 10°
células/pogo). O meio basico foi substituido por meio osteogénico, que consistia em DMEM
baixa glicose acrescido de gentamicina (60ug/L), penicilina (100U/mL), estreptomicina
(100ug/L), anfotericina (25ug/L),10% de SFB e enriquecido com &cido ascorbico (0,2mM),
B-glicerofosfato (10mM) e dexametasona (0,1uM). Apds a adicdo do meio osteogénico,
foram constituidos trés grupos experimentais com adicdo de diferentes concentracbes de
3,3’,5-triiodo-L-thironina (T3) (Sigma-Aldrich): 1) grupo diferenciado (controle), 2) grupo
diferenciado com adi¢éo de 0,01nM de T3 e 3) grupo diferenciado com adi¢do de 1000 nM de
T3. As concentracdes de T3 foram determinadas conforme estudos realizados por Boeloni et
al. 2009 e Assis et al. 2018. Os meios foram trocados a cada dois dias e as células foram
mantidas em estufa a 37°C e 5% CO,, por sete, 14 e 21 dias para realizacdo dos testes de
conversdao de MTT em formazan, atividade de fosfatase alcalina e andlise da densidade
celular. A andlise da matriz mineralizada foi realizada aos 14 e 21 dias de diferenciacao.
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2.4.1 Reducdo do MTT em formazan

Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA por poco em placas de 24
pO¢os com meio osteogénico, acrescido ou ndo de diferentes concentragdes de T3. Ao final de
sete, 14 e 21 dias de diferenciacdo, as culturas foram submetidas ao teste de conversdao do
MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]} em cristais de formazan.
O meio foi substituido por 210 pL de meio osteogénico em cada poco e 170 L de MTT (5
mg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A placa foi incubada por duas horas em estufa a
37°C e 5% de CO,. Os cristais de formazan foram observados ao microscopio antes do
acréscimo de 210 pL de SDS (sédio dodecil sulfato) com 10% HCI que
permaneceu overnight em estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, 100 pL/pogo foram
transferidos para placas de 96 pocos para analise na leitora de placas com comprimento de
onda de 595 nm (Reis et al., 2017). Foram determinados media e desvio padrdo para cada

grupo experimental. O teste foi realizado em seis repeticdes.
2.4.2 Atividade da fosfatase alcalina pelo método de BCIP/NBT

Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA por poco em placas de 24
po¢os com meio osteogénico, acrescido ou ndo de diferentes concentracdes de T3. Ao final
dos periodos experimentais, as culturas foram submetidas ao teste de atividade de fosfatase
alcalina. As células foram lavadas em PBS 0,15M e em cada pogo foram adicionados 200 pL
da solucdo de BCIP/NBT (Zymed Laboratories, CA, USA). As culturas foram mantidas a 37°
C e 5% CO2 por 2 horas. Em seguida, 100 pL/poco foram transferidos para placas de 96
poc¢os e o produto foi analisado a 595 nm (Alves et al., 2014). Foram determinados media e

desvio padrédo para cada grupo experimental. O teste foi realizado em seis repetigoes.
2.4.3 Densidade celular (porcentagem de células/campo)

Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA por pogo em placas de 24
pocos com laminulas estéreis durante sete, 14 e 21 dias. Ao término, as laminulas foram
lavadas com PBS 0,15M e fixadas em solucéo de paraformaldeido 4% por 24 horas e coradas
pela hematoxilina-eosina. A densidade celular foi quantificada em 8 campos na objetiva de
10x com auxilio de uma graticula de 121 pontos (Reis et al., 2017). Foram determinados

media e desvio padréo para cada grupo experimental. O teste foi realizado em seis repeticoes.

2.4.4 Porcentagem de matriz mineralizada
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Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA por poco em placas de 24
pogos com laminulas estéreis durante 14 e 21 dias. Ao término, as laminulas foram lavadas
com PBS 0,15M e fixadas em solugdo de paraformaldeido 4% por 24 horas e posteriormente
lavadas em agua destilada. Depois de adicionada solucdo de nitrato de prata a 5% (Nitrato de
prata P.A. LabSynth, Sdo Paulo, Brasil) os pocos foram expostos a luz (100W) por duas
horas. As placas foram lavadas com agua destilada e o nitrato de prata residual foi
neutralizado por uma solucdo de tiossulfato de sddio a 5% (Tiossulfato de sédio P.A.,
LabSynth, Sdo Paulo, Brasil). As células foram contra-coradas com eosina. A porcentagem de
matriz mineralizada foi quantificada em 8 campos na objetiva de 10x com auxilio de uma
graticula com 121 pontos (Reis et al., 2017). Foram determinados media e desvio padréo para
cada grupo experimental. O teste foi realizado em seis repeticdes.

2.5 Experimento 2: Cultivo das células tronco mesenquimais do tecido adiposo em meio

de diferenciacdo condrogénica com e sem adic¢ao de triiodotironina

Apbs o cultivo inicial do pool de células em meio indiferenciado e quatro passagens as células
aderidas foram tripsinizadas, contadas e distribuidas em placas de 24 pogos (1x 10*
células/pogo). O meio bésico foi substituido por meio condrogénico constituido de DMEM
baixa glicose, 1% de SFB, 0,0125¢/100mL de BSA (albumina de soro bovino), (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), 1 uL/100mL da solugéo de Piruvato de Sodio (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), 65uL/100mL de Tansferrina (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA),
10uL/100mL de dexametasona (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 200uL/100mL de

insulina.

Apobs a adicdo do meio condrogénico, foram constituidos trés grupos experimentais com
adicdo de diferentes concentragbes de 3,3’°,5-triiodo-L-thironina (T3) (Sigma-Aldrich): 1)
grupo diferenciado (controle), 2) grupo diferenciado com adic¢éo de 0,01nM de T3 e 3) grupo
diferenciado com adicdo de 1000 nM de T3. As concentracfes de T3 foram determinadas
conforme estudos realizados por Alves et al., 2014; Assis et al., 2017. Os meios foram
trocados a cada dois dias e as células foram mantidas em estufa a 37°C e 5% CO,, por sete,
14 e 21 dias para realizagcdo dos testes de funcdo mitocondrial pelo MTT e atividade de
fosfatase alcalina (Reis et al., 2017). As analises da densidade celular e da porcentagem de

matriz PAS positivas foram realizadas aos sete e 14 dias de diferenciacéo.

2.5.1 Redugédo do MTT em formazan
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Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA por poco em placas de 24
pogos com meio condrogénico, acrescido ou ndo de diferentes concentracdes de T3. Ao final
de sete, 14 e 21 dias de diferenciacdo, as culturas foram submetidas ao teste de conversao do
MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]} em cristais de formazan

conforme descrito no experimento 1 (Reis et al., 2017).
2.5.2 Atividade da fosfatase alcalina pelo método de BCIP/NBT

Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10° CTM-TA por poco em placas de 24
pocos com meio condrogénico, acrescido ou ndo de diferentes concentracdes de T3. Ao final
de sete, 14 e 21 dias de diferenciacdo, as culturas foram submetidas ao ensaio de BCIP/NBT

conforme descrito no experimento 1 (Reis et al., 2017).
2.5.3 Porcentagem de células/campo e de matriz PAS+

Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA por poco em placas de 24
pocos com laminulas estéreis durante sete e 14 dias. Ao término, as laminulas foram lavadas
com PBS 0,15M e fixadas em paraformaldeido a 4%. As células foram avaliadas quanto a
morfologia e quanto a formacdo de matriz condrogénica (glicosaminoglicanos) PAS positiva.
Foram determinados a porcentagem de matriz condrogénica PAS positiva e 0 nimero de
células/campo em seis campos, utilizando objetiva de 10x com auxilio de uma graticula de
121 pontos (Assis et al., 2017). Foram determinados media e desvio padrdo para cada grupo

experimental. O teste foi realizado em seis repeticdes.
2.6. Analise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Foi feita a analise de varidncia
(ANOVA), determinando para cada variavel a média e o desvio padrdo. As médias foram
comparadas pelo teste Student Newman Keuls (SNK), considerando diferencas significativas
para p<0,05 (Sampaio, 2015).

3. RESULTADOS
3.1 Caracterizacdo das CTM- TA

Antes mesmo da adi¢cdo da T3, durante o cultivo e a expansdo das CTM-TA dos equinos foi

observado que as células apresentavam aderéncia plastica logo nas 24 horas apés a colheita e
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nas primeiras 48 horas, as células aderentes indiferenciadas ja& comecavam a apresentar um
fendtipo semelhante a fibroblasto (Figura 3A). Apds o terceiro repique, as células em meio
osteogénico e condrogénico apresentaram morfologia mais cuboidal envoltas por matriz. Aos
21 dias de cultura em meio osteogénico, era possivel evidenciar grandes nodulos de
mineralizacdo corados de negro pela técnica de Von Kossa (Figura 3B) e aos 14 dias de
cultivo em meio condrogénico, a matriz condrogénica era fortemente positiva pela coloragéo
de PAS (Figura 3C).

Figura 3. Caracterizagdo fenotipica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) de
equinos. (A) CTM-TA indiferenciadas com fen6tipo semelhante a fibroblasto (25x). (B) CTM-TA em
meio de diferenciacdo osteogénica aos 21 dias, com formagdo de ndédulos mineralizados enegrecidos
(Von kossa, 12,5x). (C) CTM-TA em meio de diferenciagdo condrogénico aos 14 dias, com matriz
condrogénica fortemente PAS+ (PAS, 12,5x).

3.2 Experimento 1

3.2.1 Reducdo de MTT em formazan

Aos sete dias, a reducdo do MTT em formazan néo diferiu significativamente entre grupos.
No entanto, aos 14 dias, as CTM-TA tratadas com 0,01nM de T3 apresentaram aumento
significativo da conversdo do MTT em formazan, em comparacdo ao controle e ao grupo
tratado com 1000nM de T3 (p<0,05). Aos 21 dias, a maior concentracdo de T3 (1000nM )
reduziu significativamente a conversdo do MTT em formazan, em comparacdo aos demais
grupos (p<0,05) e ndo houve diferenca significativa entre o controle e o tratado com 0,01nM
de T3 (figura 4).
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Figura 4. Reducdo de MTT em cristais de Formazan (média + desvio padrdo) em culturas de CTM-TA
de equinos dos grupos tratados com triiodotironina (T3) na concentracdo de 0,01nM e 1000nM e

controle (sem T3) em meio de diferenciacéo osteogénico aos sete (A), 14 (B) e 21 (C) dias. * p<0,05
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3.2.2 Atividade da fosfatase alcalina

Aos sete dias, a atividade da fosfatase alcalina nao diferiu significativamente entre grupos.
Aos 14 dias, os grupos tratados com as duas concentracdes de T3 apresentaram aumento
significativo da atividade da fosfatase alcalina em comparacdo ao controle (p<0,05). No
entanto, aos 21 dias, somente o grupo tratado com a menor concentracdo de T3 (0,01nM)
apresentou aumento significativo da atividade da fosfatase alcalina em comparacdo ao
controle e ao tratado com 1000nM de T3 (p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Atividade da fosfatase alcalina (média + desvio padréo) em culturas de CTM-TA de equinos
dos grupos tratados com triiodotironina (T3) na concentracdo de 0,01nM e 1000nM e controle (sem
T3) em meio de diferenciacdo osteogénico aos sete (A), 14 (B) e 21 (C) dias. * p<0,05

3.2.3 Densidade celular (porcentagem de células/campo)
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Aos sete dias, a densidade celular ndo diferiu significativamente entre grupos (Figura 7). No
entanto, reducdo significativa da porcentagem de células/campo foi observada aos 14 dias no
grupo tratado com 0,01nM de T3 e aos 21 dias no grupo tratado com 1000nM, em

comparagéo ao controle (p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Porcentagem de células/campo em culturas de CTM-TA de equinos dos grupos tratados com
triiodotironina (T3) na concentracdo de 0,01nM e 1000nM e controle (sem T3) em meio de

diferenciagdo osteogénico aos sete (A), 14 (B) e 21 (C) dias. * p<0,05
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21 DIAS

CONTROLE

Figura 7. Fotomicroscopia das culturas de células tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA)
de equinos (Hematoxilina-eosina, Bar=500um). Aos sete dias, 0S grupos controle (A), tratado com
0,01nM de T3 (B) e tratado com 1000nM de T3 (C) apresentam porcentagem de células/campo
semelhante. Aos 14 dias, o grupo 0,01nM (E) apresenta menor densidade celular em comparacao aos
grupos controle (D) e tratado com 1000Nm de T3 (F). Aos 21 dias, o grupo tratado com 1000nM de
T3 (1) apresenta menor densidade celular em comparagdo aos grupos controle (G) e tratado com
0,01nM de T3.

3.2.4 Porcentagem de matriz mineralizada

Aos 14 dias, o grupo tratado com 0,01nM de T3 apresentou reducdo significativa da
porcentagem de matriz mineralizada, em comparagdo ao controle (p<0,05). Aos 21 dias,
embora menor no grupo tratado com 0,01nM de T3, a porcentagem de matriz mineralizada

(figura 9) néo diferiu significativamente entre grupos (figura 8).
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Figura 8. Porcentagem de matriz mineralizada/campo (média + desvio padrdo) coradas pela técnica de
Von Kossa, em culturas de CTM-TA de equinos dos grupos tratados com triiodotironina (T3) na
concentragdo de 0,01nM e 1000nM e controle (sem T3) em meio de diferenciacdo osteogénico aos 14
(A) e 21 (B) dias. * p<0,05
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Figura 9. Fotomicroscopia das culturas de células tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA)
de equinos com nddulos de mineralizagdo corados de preto (Von kossa, Bar=500um). Aos 14 dias, (A)
grupo controle, (B) tratado com 0,01nM de T3 e (C) tratado com 1000nM de T3, com menor
guantidade de ndédulos no grupo tratado com 0,01nM de T3. Aos 21 dias, (D) grupo controle, (E)
tratado com 0,01nM de T3 e (F) tratado com 1000nM de T3 com quantidade semelhante de nédulos de

mineralizag&o.

3.3 Experimento 2

3.3.1 Reducdo de MTT em formazan

Aos sete dias, a reducdo do MTT em formazan néo diferiu significativamente entre grupos.
No entanto, aos 14 dias, o grupo tratado com 0,01nM de T3 apresentou aumento significativo
da conversdo do MTT em formazan, em comparacéo ao controle e ao tratado com 1000nM de
T3 (p<0,05) (figura 10).
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Figura 10. Redugdo de MTT em cristais de Formazan (média + desvio padrdo) em culturas de CTM-
TA de equinos dos grupos tratados com triiodotironina (T3) na concentracdo de 0,01nM e 1000nM e

controle (sem T3) em meio de diferenciacdo condrogénico aos sete (A) e 14 (B) dias. * p<0,05

3.3.2 Atividade da fosfatase Alcalina

Aos sete dias, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados com relacdo a
atividade da fosfatase alcalina. No entanto, aos 14 dias, 0 grupo tratado com 1000nM de T3
apresentou reducdo significativa da atividade da fosfatase alcalina em comparacéo ao controle
e ao tratado com 0,01nM de T3 (p<0,05) (figura 11).
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Figura 11. Atividade da fosfatase alcalina (média + desvio padrdo) em culturas de CTM-TA de
equinos dos grupos tratados com triiodotironina (T3) na concentracdo de 0,01nM e 1000nM e controle

(sem T3) em meio de diferenciacdo condrogénico aos sete (A) e 14 (B) dias. * p<0,05
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3.3.3 Porcentagem de células/campo e de matriz PAS+

Aos sete dias, os grupos tratados com as duas concentracGes de T3 (0,01nM e 1000nM)

apresentaram aumento significativo da densidade celular caracterizada pelo aumento da

porcentagem de células/campo, em comparacgdo ao controle (p<0,05). No entanto, aos 14 dias,

a densidade celular nao diferiu significativamente entre grupos (figura 12).

Embora aos sete dias a porcentagem de matriz condrogénica PAS+ ndo tenha diferido

significativamente entre grupos, aos 14 dias, o grupo tratado com 1000nM de T3 apresentou

porcentagem de matriz PAS+ significativamente inferior em comparacdo ao controle (Figura

14). Entre os grupos controle e o tratado com 0,01nM de T3 ndo houve diferenca significativa

(figura 13).
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Figura 12. Porcentagem de células/campo em culturas de CTM-TA de equinos dos grupos tratados

com triiodotironina (T3) na concentracdo de 0,01nM e 1000nM e controle (sem T3) em meio de

diferenciagdo condrogénico aos sete (A) e 14 (B) dias. * p<0,05
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Figura 13 Porcentagem de matriz PAS+/campo (média + desvio padrdo), em culturas de CTM-TA de
equinos dos grupos tratados com triiodotironina (T3) na concentracdo de 0,01nM e 1000nM e controle
(sem T3) em meio de diferenciacdo condrogénico aos sete (A) e 14 (B) dias. * p<0,05

CONTROLE

Figura 14. Fotomicroscopia das culturas de células tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA)
de equinos coradas pelo PAS (PAS, Bar=500um). Aos sete dias, (A) grupo controle, (B) tratado com
0,01nM de T3 e (C) tratado com 1000nM de T3, com maior densidade celular nos grupos tratados.
Aos 14 dias, (D) grupo controle, (E) tratado com 0,01nM de T3 e (F) tratado com 1000nM de T3, com
menor quantidade de matriz PAS+ no grupo tratado com 1000nM de T3.
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4. DISCUSSAO

A coleta do tecido adiposo dos equinos utilizando a técnica descrita, demonstrou ser eficiente
para o isolamento e expansdo das CTM como descrito por outros autores (Vidal et al., 2007;
Carvalho et al., 2009).

No presente estudo, as CTMs foram caracterizadas seguindo alguns dos critérios sugeridos
pela ISCT, tais como aderéncia em superficies plasticas, aparéncia de células semelhantes a
fibroblastos na forma indiferenciada e capacidade para se diferenciar nas linhagens
osteogénica e condrogénica (Dominici et al.,, 2006). A diferenciacdo osteogénica foi
comprovada pela capacidade de produzir matriz mineralizada que se cora de marrom ou negro
pela coloracdo de VVon Kossa e a diferenciacdo condrogénica foi comprovada pela capacidade
de sintetizar matriz condrogénica corada pelo PAS, que cora os proteoglicanos da MEC
cartilaginosa (Schauwer et al., 2011; Kang et al., 2013).

Em toda a literatura amplamente consultada, ndo foi encontrado nenhum outro estudo prévio
que tenha avaliado o efeito da T3 em culturas de CTM de equinos, com a finalidade de
elucidar se este hormonio poderia potencializar a diferenciacdo osteogénica e condrogénica. A
hipotese inicial de que as CTM de equinos pudessem responder positivamente ao estimulo da
T3 surgiu do fato de que as CTM apresentam receptores (TRa e TRP) para 0s horménios
tireoidianos (Gruber et al., 1999) e que em CTM da espécie humana e de ratos ja havia sido
observado 0 aumento in vitro da diferenciacdo osteogénica e condrogénica, sob estimulo da
T3. Contudo, surpreendentemente a T3, independente da concentragao testada, ndo aumentou
a diferenciacdo osteogénica e condrogénica das CTM-TA de equinos, causando inclusive
efeito negativo sob a densidade celular e a sintese de matriz, dependendo da concentracdo do

horménio e do tempo de cultivo.

O resultado deste estudo é contrario ao de pesquisas com CTM de ratos, onde a T3 aumentou
a diferenciacdo tanto osteogénica quanto condrogénica (Boeloni et al., 2009; Assis et al.,
2018) e aos estudos com CTM do corddo umbilical de humanos, onde a adigéo in vitro da T3
aumentou a diferenciagdo condrogénica (Férnandez-Pernas et al., 2016). E dificil explicar a
razdo da diferenca entre espéecies, com relacdo a resposta das CTM ao estimulo in vitro da T3.
As mesmas concentracdes de T3 testadas em células humanas e de ratos foram testadas nas
CTM de equinos do presente estudo. No entanto, pesquisas realizadas anteriormente ja
alertavam para a possibilidade de diferenca entre espécies com relacdo a resposta das CTM a
fatores adicionados ao meio de cultura. Resultados divergentes na diferenciagédo osteogénica
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foram observados em culturas de CTM de ratos e de humanos sob efeito do fator de
crescimento TGF-B1, demonstrando que as CTM-TA de ratos inibem a osteogénese na
presenca deste fator e nas CTM-TA de humanos observou-se efeito estimulatorio (Levi et al.,
2010).

Com relacgéo aos ensaios da diferenciacdo osteogénica, a menor concentracdo da T3 (0,01nM)
aumentou a conversdo do MTT em formazan, o que sugere aumento da atividade mitocondrial
e aumentou a atividade da fosfatase alcalina aos 14 dias. Esses dois resultados demonstram
maior atividade e metabolismo celular (Berridge et al., 2005). No entanto, nesse mesmo
periodo, a densidade celular e a porcentagem de matriz mineralizada foram menores em
comparacdo ao controle. No entanto, aos 21 dias de tratamento, os resultados desse grupo
praticamente se igualaram ao do controle, havendo somente aumento da atividade de ALP do
grupo tratado em comparacdo ao controle. Resultado diferente foi observado no estudo com
CTM de ratos realizado por Boeloni et al., (2009), no qual houve aumento da diferenciacao
osteogénica quando adicionada a mesma concentracdo de T3 (0,01nM) testada no presente
estudo. A reducdo da densidade celular observada por Boeloni et al., (2009) e o aumento da
conversdo de MTT e de ALP foram acompanhados por aumento da sintese de matriz
mineralizada no grupo de CTM de ratos tratado com 0,01nM de T3. A reducdo da densidade
celular quando acompanhada pelo aumento da sintese de matriz pode ser explicada pelo fato
da T3 ter como acdo a supressao do periodo proliferativo e o estimulo da diferenciacdo das
CTM em osteoblastos (Ohishi et al., 1994). Explicacdo que ndo se aplica ao presente estudo,
em que houve reducdo tanto da celularidade quanto da sintese de matriz durante a

diferenciacdo osteogénica sob estimulo da T3.

Ainda com relagdo aos ensaios realizados durante a diferenciacdo osteogénica, a maior
concentracéo de T3 (1000nM) apesar de aumentar a atividade da ALP aos 14 dias, reduziu a
conversédo do MTT em formazan aos 14 e 21 dias e a densidade celular aos 21 dias, sem no
entanto alterar significativamente a sintese de matriz mineralizada. Boeloni et al., (2009), ao
utilizar a mesma concentracdo de horménio T3 (1000nM) em CTM-MO de ratos, obteve
resultado semelhante, também comprovando que ndo houve mudangas significativas, tanto

positivas quanto negativas, com relagdo ao controle.

Com relagdo aos ensaios realizados durante a diferenciagdo condrogénica, a menor
concentracdo de T3 (0,01nM) aumentou a densidade celular e a conversdo do MTT em

formazan aos sete e 14 dias, respectivamente, igualando-se ao controle nos periodos
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subsequentes. No entanto, ndo houve aumento da sintese de matriz condrogénica PAS+. A
maior concentracdo de T3 (1000nM), apesar de aumentar também a densidade celular aos sete
dias, reduziu a conversdo do MTT em formazan, a atividade da ALP e a sintese de matriz
condrogénica PAS+ aos 14 dias de cultivo. Ao contrario dos efeitos da T3 sobre culturas de
CTM de equinos, Assis et al. (2018) demonstrou aumento da producdo de matriz
condrogénica em culturas de CTM da medula 6ssea de ratos tratadas com a mesma
concentracdo de T3, alem do aumento da expressdo de transcritos génicos importantes para a
diferenciagdo condrogénica, tais como Sox9 e colageno tipo Il. E provavel que a diferenca
nos resultados entre esses dois estudos, seja decorrente da espécie animal, bem como da fonte
de CTM utilizada, uma vez que Assis et al., (2018) utilizou CTM da medula 6ssea. No
entanto, Fernandéz-Pernas et al., (2016) também observaram que a T3 influencia a
diferenciacdo condrogénica de CTM do corddo umbilical de humanos, obtendo melhores
resultados com o uso de 100nM, onde houve maior expressdo de colageno tipo Il, agrecan e

maior sintese de matriz condrogénica corada pela safranina O.

Tanto Boeloni et al., (2009) quanto Assis et al., (2018), que testaram respectivamente, o efeito
da T3 na diferenciacdo osteogénica e condrogénica das CTM, perceberam que algumas
concentracdes apresentaram efeitos semelhantes ou inferiores em comparacdo ao controle,
principalmente quando utilizou-se concentracGes de T3 mais altas, concluindo inclusive que
os efeitos foram dose-dependentes. No entanto, no presente estudo, o efeito da T3 sobre a
diferenciacdo e a sintese de matriz osteogénica e condrogénica foram negativos nas duas
concentracdes utilizadas, observando um efeito ndo linear, apesar destas diferenciarem 1x10°
nM uma da outra. Sendo assim, é pouco provavel que qualquer concentracdo de T3
intermediéria as duas concentragdes testadas, tivesse efeito oposto ao evidenciado neste

estudo.

O presente estudo demonstra que apesar do efeito potencializador da T3 na diferenciacéo
osteogénica e condrogénica das CTM de outras especies, na espécie equina o efeito € bem
diferente, o que né&o justifica a adicdo da T3 em culturas de CTM-TA de equinos com a
finalidade de melhorar a diferenciacdo osteogénica e condrogénica e aumentar o potencial de
sintese das células. Assim, conclui-se que a adicdo de T3 a culturas de CTM-TA de equinos
ndo aumenta a diferenciacdo osteogénica ou condrogénica, podendo causar inclusive efeito
negativo sob a densidade celular e a sintese de matriz, dependendo da concentra¢do do

horménio e do tempo de cultivo.
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