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RESUMO

Efeito do xenotransplante de células tronco mesenquimais e plasma rico em plaquetas em

falhas osteocondrais caprinas

Os defeitos osteocondrais do joelho sdo de ocorréncia comum em seres humanos e animais,
decorrem de lesdes que envolvem profundamente o o0sso subcondral, comprometendo a
espessura da cartilagem e, consequentemente, a funcao articular. Tal condicéo clinica esta entre
as causas mais comuns de incapacidade funcional em pacientes geriatricos em medicina humana
e veterindria. Em medicina humana representa relevante impacto no sistema de previdéncia
social, decorrente de aposentadorias por invalidez. Em medicina veterinaria, compromete 0
tempo de utilizacdo de animais atletas em competi¢es e no servigo de guia aos humanos com
deficiéncia visual. A terapia celular com células-tronco tem sido referida como relevante
alternativa para o tratamento de lesGes subcondrais cronicas em ensaios pré-clinicos. Contudo, a
maior parte dos estudos utiliza transplante autogénico, com escassos dados cientificos sobre
xenotransplante. Tal modalidade de terapia celular ¢ uma opc¢éo terapéutica inovadora, por tratar-
se da utilizacdo de células-tronco entre individuos de espécies diferentes, reduzindo o tempo de
espera para tratamento. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito do xenotransplante de
células tronco mesenquimais de polpa dentaria de cutia, comparada ao plasma rico em plaquetas
equino, como fonte priméria de fatores de crescimento, na remodelagem de falhas osteocondrais
cirurgicamente induzidas de caprinos nativos. Para tanto, induziu-se lesdes osteocondrais
profundas na regido da troclea femoral de caprinos, realizando-se os tratamentos uma Unica vez
no trans cirdrgico em comparacdo a esponja hemostatica estéril de colageno hidrolisado,
utilizada como padrdo ouro para tratamento. As células-tronco foram previamente cultivas
associadas a esponja hemostatica e, apds 60 dias do tratamento, as falhas osteocondrais de todos
os animais foram avaliadas macroscopica e histopatologicamente. Verificou-se que a esponja
hemostatica apresentou biocompatibilidade favordvel ao desenvolvimento das células-tronco
mesenquimais in vitro, permitindo a adesdo das mesmas sem comprometimento de viabilidade.
Ndo foram identificadas caracteristicas macroscopicas e histopatoldgicas de rejeicdo do
xenotransplante. A coloragdo e morfologia articular estava preservada em todos 0s animais, com
evidéncias histopatologicas de remodelagem osteocondral. Dentre o0s grupos tratados,
microscopicamente, identificou-se que o xenotransplante de células-tronco mesenquimais
induziu reparagdo cartilaginea superior aos demais tratamentos, enquanto o plasma rico em
plaquetas induziu formacdo de cartilaginea fibrocartilaginosa na area de falha. A esponja
hemostatica ndo induziu evidéncias de remodelagem relevante quando comparado aos demais
tratamentos. Nenhuma falha, de nenhum tratamento, apresentou preenchimento completo até os
60 dias de observacdo. Pode-se inferir que o xenotransplante de células-tronco mesenquimais
ndo exerceu efeito deletério sobre a cartilagem articular e ainda induziu formacéo de cartilagem
hialina.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, osteocondral, xenogénico.
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ABSTRACT

Xenogenic cell therapy: effect of treatments with MSC and PRP on osteochondral lesions in
goat knees

Osteochondral defects of the knee are common occurrences in humans and animals, resulting
from lesions that deeply involve the subchondral bone, compromising the thickness of the
cartilage and, consequently, the joint function. Such a clinical condition is among the most
common causes of functional disability in geriatric patients in human and veterinary medicine. In
human medicine, it represents a significant impact on the social security system, resulting from
disability pensions. In veterinary medicine, it compromises the time of use of animal athletes in
competitions and in the guide service for visually impaired humans. Cell therapy with stem cells
has been reported as a relevant alternative for the treatment of chronic subchondral lesions in
preclinical trials. However, most studies use autogenic transplantation, with scarce scientific data
on xenotransplantation. Such a modality of cellular therapy is an innovative therapeutic option,
since it is the use of stem cells between individuals of different species, reducing the waiting
time for treatment. The objective of this research was to evaluate the effect of the agoutis dental
pulp mesenchymal stem cell xenotransplantation, compared to the equine platelet rich plasma, as
the primary source of growth factors, in the remodeling of surgically induced osteochondral
failures of native goats. In order to do so, deep osteochondral lesions were induced in the
femoral trochlea region of goats, and the treatments were performed once in the surgical trans
compared to the sterile hemostatic sponge of hydrolyzed collagen, used as a gold standard for
treatment. Stem cells were previously cultured in association with the hemostatic sponge and,
after 60 days of treatment, the osteochondral defects of all animals were evaluated
macroscopically and histopathologically. It was verified that the hemostatic sponge presented
biocompatibility favorable to the development of the mesenchymal stem cells in vitro, allowing
the adhesion of the same without compromising of viability. No macroscopic and
histopathological characteristics of xenotransplantation rejection were identified. The color and
articular morphology were preserved in all animals, with histopathological evidence of
osteochondral remodeling. Among the groups treated, microscopically, it was identified that the
mesenchymal stem cell xenotransplantation induced superior cartilage repair to the other
treatments, while the platelet-rich plasma induced fibrocartilaginous cartilage formation in the
area of failure. The hemostatic sponge did not induce evidence of relevant remodeling when
compared to the other treatments. No failure, no treatment, had complete completion until the 60
days of observation. It can be inferred that the mesenchymal stem cell xenograft did not have a
deleterious effect on the articular cartilage and still induced hyaline cartilage formation.

Key words: Stem cells, osteochondral, xenogenic.
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INTRODUCAO

As lesbes osteocondrais sdo caracterizadas por dor, rigidez e perda da mobilidade
articular (ALBUQUERQUE et al., 2011), sendo de ocorréncia comum em seres humanos e
animais, induzindo alteragdes articulares degenerativas cronicas (CARNEIRO et al., 2013). Essa
enfermidade esta entre as causas mais comuns de dor e incapacidade entre a populacdo de meia-
idade e idosos (ALBUQUERQUE et al., 2011). Com isso, 0 emprego de animais como modelos
experimentais para o estudo da patogénese de diversas afeccbes das doengas Osseas e
cartilaginosas, permitiu avancos na descoberta de varias modalidades de tratamento, sejam eles
clinicos ou cirurgicos, propiciando o alivio dos sintomas ou erradicacdo das doencas. (HETTE,
2008).

Os defeitos osteocondrais, resultantes de lesdo traumatica ou de doencas cronico
degenerativas, como as osteoartrites, por exemplo, possuem prognéstico reservado para o
restabelecimento da funcdo articular dado a limitada capacidade da cartilagem (FERNANDO et
al., 2001; LEVINGSTONE et al., 2016). Isto representa um desafio ortopédico, visto que a
natureza avascular da cartilagem e estrutura interfacial do tecido osteocondral, com regido zonal
complexa composta de 0sso subcondral, cartilagem calcificada intermediaria e as regides de
cartilagem superficial, ndo favorecem o recrutamento, migracao e nutricdo celular, bem como
estabilizacdo das forcas de tensdo sobre as areas afetadas (FERNANDO et al., 2001; MATSIKO
et al., 2013). Os condrdcitos, quando lesionados, ndo formam hematoma e ndo produzem fibrina,
desempenhando apenas funcdo de arcabouco para um novo tecido de reparacdo. Além disso, a
auséncia de estruturas vasculares limitam o numero de células disponiveis para resposta
inflamatoria ao trauma (RIBEIRO et al., 2004).

Nos ultimos anos, com os avancos do conhecimento da biologia celular e molecular, a
ciéncia tem proposto tratamentos ndo convencionais para condigdes morbidas cronico
degenerativas, as quais atualmente ndo possuem tratamento eficaz (NOLAN et al., 2008), dentre
as quais estdo representadas afeccbes dsseas e cartilaginosas (BOELONI et al., 2009; JOSHI
JUBERT et al., 2017). Os estudos no ramo da medicina regenerativa tém sido representados em
grande parte por um interesse crescente no uso das células-tronco na terapia destas doengas em
decorréncia de pouca resposta aos tratamentos atuais (NOLAN et al., 2008; GOT’ES et al.,
2013). Ensaios pre-clinicos sugerem que o tratamento com células-tronco mesenquimais acelera

0 processo de reparacdo 6ssea e restaura precocemente a funcdo do 0sso, minimizando os custos
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e a morbidade do paciente (DOUAT, 2004; GOLDBERG et al., 2017; RUBESSA et al., 2017,
LIU etal., 2017).

Os avancos na compreensdo da biologia das células-tronco, bem como suas propriedades
imunomoduladoras, sua plasticidade e cinética in vitro, contribuiram para a construgdo de uma
perspectiva a curto prazo para utilizacdo de células-tronco na terapia reconstrutiva de tecidos
(OLIVEIRA et al., 2014; SHOU et al., 2017). Contudo, apesar do grande potencial terapéutico
destas células, sua eficacia para o tratamento de diferentes condi¢cbes morbidas, inclusive as
ortopédicas, permanece dubitavel (BARRETO et al., 2017; KANG et al., 2017).

Corroboram a estas relevantes davidas, a incerteza se populacdes de células-tronco teriam
ou ndo a capacidade de ativar o sistema imunoldgico de reconhecimento de antigenos.
Atualmente, sabe-se que células-tronco ndo expressam complexo de histocompatibilidade de
classe Il e ndo apresentam moléculas co-estimulatérias, como B7-1 e B7-2, ndo podendo atuar
portanto, como células apresentadoras de antigeno (SOUZA et al., 2010). Contudo, estas células
expressam MHC classe | e algumas populagGes de células-tronco expressam moléculas de CD40
e CDA40 ligante, as quais, podem, em algumas circunstancias, serem identificados por Toll Like
Receptors os quais, por sua vez, poderiam induzir ativacdo imunogénica (SOUZA et al., 2010,
SHIRJANG et al., 2016). Por este motivo, a maioria dos ensaios pré-clinicos utilizam células-

tronco autodgenas para investigacdo de potencial terapéutico.

Para a adequada regeneracdo tecidual, é necessaria uma correta sincronizacao de eventos
celulares representadas pela mobilizacdo de células do sistema imunoldgico inato para produzir
uma resposta tecidual local, representada pela secrecdo de fatores de crescimento, citocinas e
peptideos quimotaticos a fim de mobilizar grupos celulares indiferenciados, mas comprometidos
com a diferenciacdo do tecido alvo, localizadas na membrana basal e regido de pericito vascular
(CSAK et al., 2007; MEIRELLES et al., 2016). Estudos in vitro contemporaneos sugerem que
algumas subpopulacgdes de células-tronco, com caracteristicas de multipotencialidade, possuem a
capacidade de modular a intensidade e abrangéncia da resposta inflamatoria efetora, mobilizar
células equidistantes, induzir a secrecdo de fatores paracrinos e se diferenciar em osteoblastos
e/ou condroblastos (BRUDER et al., 1998; MEIRELLES et al., 2016).

Dentre as populagdes conhecidas de células-tronco somaticas, as células-tronco
mesenquimais apresentam maior plasticidade, podendo se diferenciar em tecidos mesodermais e

ndo mesodermais (ARGOLO NETO et al., 2016). Ndo obstante, tem sido o grupo de células-
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tronco mais utilizados em ensaios pré clinicos, dada a inexisténcia de controvérsias éticas e
religiosas ao seu isolamento, como observado com relacdo a células-tronco embrionarias, por
exemplo (COSTA et al., 2016).

A polpa dentéaria constitui um nicho com elevada concentracdo de células-tronco
mesenquimais (CARVALHO et al., 2015). Por se localizar na regido externa cranial do trato
digestorio e em dentes deciduos e permanentes, sua coleta € minimamente invasiva, indcua, ndo
compromete a fungdo mecénica do dente e é de baixo custo (JESUS et al., 2011; FILHO et al.,
2013. Pesquisa recente na Universidade Federal do Piaui tem demonstrado que as células-tronco
mesenquimais obtidas da polpa dentaria de cutia (Dasyprocta primnolopha) apresentam
caracteristicas similares, com expressdo de marcadores de superficie celular de indiferenciacao e
com capacidade de diferenciagdo in vitro em linhagens osteogénicas, adipogénicas e
condrogénicas (CARVALHO et al., 2015).

Além da terapia celular com células-tronco, fatores de crescimento ou isolados
concentrados destes fatores tem sido utilizados como terapia adjuvante para estimular o tecido
alvo a se regenerar (CARNEIRO et al., 2013; LENZA et al., 2013). O plasma rico em plaquetas
¢ um hemoderivado, utilizado como uma das principais fontes de fatores de crescimento para a
reparacao tecidual na rotina médica humana e veterinaria. Rico em fatores endogenos derivados
das plaquetas que modulam a resposta inflamatdria para a fase de angiogénese, fibroplasia e/ou
reeepitelizacdo, apresenta baixo custo para obtencdo, coleta indcua ao paciente e auséncia de
resposta de rejeicdo (LUBOWITZ e POEHLING, 2010; CARNEIRO et al., 2013; LENZA et al.,
2013). E utilizado desde a década de 80 na odontologia humana, no trans operatorio, para
estimular o remodelamento do 0sso esponjoso alveolar. Suas propriedades imunoldgicas foram
amplamente descritas, ressaltando como uma das poucas limitagdes ao seu uso, o baixo volume
obtido do processamento do sangue (QIAO et al., 2017; BAl et al., 2017).

Os fatores de crescimento derivados das plaquetas (PDGF’s) tém sido relacionados a
atividade mitdtica das celulas sanguineas e de varios tecidos em culturas soro-dependentes,
sendo conhecidos por iniciar a reparacdo espontanea dos tecidos conjuntivos, inclusive do 0sso,
aumentando as taxas de mitoses, angiogénese e estimulo da atividade macrofagica (CARNEIRO
etal., 2013).

O potencial regenerativo das células-tronco mesenquimais e do plasma rico em plaquetas

vém sendo investigado em diversos modelos animais para inumeras afec¢cdes em tecidos moles e
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duros (BARRY e MURPHY, 2004; RUBESSA et al., 2017; JOSHI JUBERT et al., 2017).
Comumente tanto as células-tronco quanto os fatores de crescimento, por veiculacdo em meio
liquido, sdo associados a biomateriais ou scaffolds sintéticos que permitam a manipulacéo e
implantacdo cirdrgica no tecido alvo, preservando o material transplantado, favorecendo sua

migracdo local e sem inducdo de rejeicdo (KRAMPERA et al., 2007).

A esponja de colageno hidrolisado (gelatina) liofilizada, de origem porcina, vem sendo
utilizada na odontologia humana h& mais de dez anos, para estimular a hemostasia no 0sso
alveolar e proporcionar a rcabouco para a reestruturacdo 6ssea (OLIVEIRA et al., 2010). Suas
propriedades fisicas e quimicas foram descritas abundantemente em literatura cientifica como
um componente in6cuo para a hemostasia tecidual, maledvel, poroso, radiotransparente e

reabsorvivel, sendo seguro para uso em pacientes humanos e animais (ROCHA et al., 2012).

O colageno é um material biocompativel e seguro devido a suas caracteristicas bioldgicas
como biodegradabilidade e fraca antigenicidade, muito utilizado como carreador de
medicamentos (JAIME et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2010). A estrutura porosa da esponja
hemostatica proporciona capacidade de absorcdo de fluidos entre 40 a 50 vezes o seu préprio
peso (BERENGUEL, 2006). Além disso, induz efeito hemostatico imediato quando implantado
em defeitos 0sseos (JAIME et al., 2005).

Dada a miriade de aspectos terapéuticos promissores ao uso das células-tronco
mesenguimais na reparacao tecidual e similar controvérsia sobre sua efetividade e capacidade de
estimular o sistema imunoldgico inato, a presente pesquisa propds-se a investigar o efeito clinico
do xenotransplante de células tronco mesenquimais da polpa dentéaria de cutia (Dasyprocta
primnolopha) comparado ao do plasma rico em plaquetas equino, como fonte priméria de fatores
de crescimento, veiculados em esponja hemostatica porcina de coladgeno hidrolisado, em falhas

osteocondrais tibiais do joelho de caprinos.

Este trabalho encontra-se estruturado com uma introducdo, manuscrito cientifico
desenvolvido conforme as normas do periodico “Pesquisa Veterinaria Brasileira” (ISSN:1678-
5150), consideracdes finais, referencial bibliografico e apéndice com trés artigos cientificos na
area de terapia celular com celulas-tronco, ja publicados, desenvolvidos durante a vigéncia do

mestrado.
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Efeito do xenotransplante de células tronco mesenquimais e plasma rico em plaquetas em
falhas osteocondrais caprinas'

Lais M. C. Silva', Napoledo M. Argdlo Neto""™

RESUMO.- [Efeito do xenotransplante de células tronco mesenquimais e plasma rico em
plaquetas em falhas osteocondrais caprinas] Os defeitos osteocondrais do joelho decorrem de
lesbes que se estendem do periosteo até o o0sso subcondral, acometendo toda a espessura da
cartilagem, sendo de ocorréncia comum em seres humanos e animais. Esta enfermidade esta
entre as causas mais comuns de incapacidade entre a popula¢do humana idosa e animais atletas.
O transplante xenogénico de células-tronco constitui-se numa opcéao terapéutica inovadora, por
tratar-se da utilizacdo de células que ndo expressam MHC Il entre individuos de espécies
diferentes, reduzindo o tempo de espera para conseguir um doador. Contudo, persistem
relevantes incertezas clinicas sobre a seguranca terapéutica do seu uso. Objetivo: investigar o
efeito clinico do xenotransplante de células tronco mesenquimais da polpa dentéaria de cutia
(Dasyprocta primnolopha) comparado ao do plasma rico em plaquetas equino, veiculados em
esponja hemostatica porcina de colageno hidrolisado, em falhas osteocondrais do joelho de
caprinos. Para tanto, cinco animais foram submetidos as lesdes cirargicas osteocondrais na
regido da tréclea femoral, seguido do tratamento xenogénico trans operatério com células-tronco
mesenquimais, plasma rico em plaquetas e esponja hemostatica. Ndo foram identificadas
caracteristicas macroscopicas e histopatolégicas de rejeicdo do xenotransplante. A coloracdo e
morfologia articular estava preservada em todos os animais, com evidéncias histopatolégicas de
remodelagem osteocondral. Dentre os grupos tratados, microscopicamente, identificou-se que o
xenotransplante  de  células-tronco  mesenquimais  induziu reparacdo cartilaginea
histopatologicamente superior aos demais tratamentos, enquanto o plasma rico em plaquetas
induziu formacdo de cartilaginea fibrocartilaginosa na area de falha. A esponja hemostatica nao
induziu evidéncias histopatolégicas de remodelagem relevante quando comparado aos demais
tratamentos. Nenhuma falha, de nenhum tratamento, apresentou preenchimento completo até os
60 dias de observacdo. Pode-se inferir que o xenotransplante de células-tronco mesenquimais
ndo exerceu efeito deletério sobre a cartilagem articular e ainda induziu formagéo de cartilagem
hialina.

TERMOS DE INDEXACAO: Células-tronco, osteocondral, xenogénico.

' Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus Ministro
Petronio Portela.

" Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus Socopo s/n,
Teresina, Pl 64049-550, Brasil. *Autor correspondente: argolo_napoleao@ufpi.edu.br.
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INTRODUCAO

As lesOes osteocondrais séo caracterizadas por dor, rigidez e perda da mobilidade articular
(Albuquerque et al. 2011), sendo de ocorréncia comum em seres humanos e animais, induzindo
alteracdes articulares degenerativas cronicas (Carneiro et al. 2013). Esta enfermidade possui
quadro clinico problematico devido ao seu limitado potencial de reparacdo (Tanya et al. 2016).
Os defeitos osteocondrais do joelho decorrem de uma lesdo onde se estende até o 0Sso
subcondral, acometendo toda a espessura da cartilagem e sdo geralmente de origem traumatica,
podendo ocorrer isoladamente ou em conjunto com lesdes ligamentares ou meniscais (Batista et
al. 2012), estando entre as causas mais comuns de incapacidade entre a populacdo de meia-idade

e idosos. (Albuguerque et al. 2011).

A osteoartrose, artrose ou osteoartrite € a forma mais frequente das doencas que afetam a
cartilagem, assim como as lesdes osteocondrais, sendo uma das principais causas de restricdo e
reducdo da qualidade de vida da populacdo acima dos 50 anos (Junior & Inacio 2013). Esta
enfermidade é resultante de eventos que desestabilizam a sintese de condrécitos da cartilagem
articular, matriz extracelular e osso subcondral, levando a uma incapacidade funcional
progressiva (Fellet et al. 2007). Fatores bioldgicos, genéticos, bioguimicos, nutricionais e

mecanicos contribuem para a etiologia desta doenca (Felson 2004).

Com a profundidade da lesdo e acometimento do 0sso subcondral, o processo de
cicatrizacdo é estimulado, ocorrendo um recrutamento de leucdcitos, células mesenquimais e
constituintes do plasma ricos em fatores condrogénicos, como o fator de crescimento derivado de
plaquetas, por meio da formacdo de um hematoma na superficie articular danificada, e por fim,
segue-se 0 modelamento da malha de fibrina que constitui um arcabouco para fibroblastos que
ocupam a éarea lesionada, depois o tecido passa a apresentar um aspecto fibrocartilaginoso
(Figueiras et al. 2009). J& na cicatrizacdo de uma lesdo que fica restrita a cartilagem hialina
articular (defeito condral), os condrdécitos, por ndo serem vascularizados, quando lesionados, ndo
formam hematoma, n&o produzem fibrina e nem formam coagulo. A auséncia da fase vascular
no defeito condral limita o nUmero de células disponiveis para resposta inflamatdria ao trauma
(José et al. 2004).

O tecido Gsseo e cartilaginoso € dindmico e estd continuamente sob processo de

remodelacdo importante para a manutencdo da sua homeostase e para a reparacdo de traumas.
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Contudo, nos casos de defeitos estruturais graves e processos de ndo-unido 0ssea, 0S reparos por
meio da remodelacdo fisiologica podem estar limitados (Monteiro et al. 2008). Considera-se
como alternativa terapéutica para as enfermidades 0Osseas, o0 tratamento com terapia celular
utilizando células-tronco mesenquimais, pela habilidade de produzir qualquer tipo celular
necessario num processo de reparacdo, como osteoblastos e condroblastos, fornecendo

perspectivas terapéuticas promissoras (Pittenger et al. 1999).

A terapia celular é uma ferramenta da medicina regenerativa que envolve o conjunto de
métodos e abordagens tecnoldgicas com a utilizagdo de células-tronco no tratamento de diversas
doencas e tem despertado maior interesse na comunidade cientifica (Souza 2012), devido a sua
capacidade de auto-renovacdo e de diferenciar-se em multiplas linhagens celulares (Morad et al.
2013). A utilizacdo de células-tronco na reconstituicdo de tecidos tem direcionado as pesquisas
para o seu isolamento, purificacdo e concentracdo, com o objetivo de reparar e substituir tecidos

lesionados ou degenerados (Oliveira et al. 2014).

A terapia celular xenogénica torna-se uma opcdo terapéutica inovadora, por tratar-se da
utilizacdo de células-tronco de um individuo para outro de espécies diferentes, e pode ser
utilizada de diversas fontes e situacdes, como regeneracdes osteocondrais, por demonstrar
potencial eficacia e sucesso na técnica. Em estudos utilizando células-tronco humanas, ja
comprovou-se a seguranca e a potencialidade das células-tronco xenogénicas em modelo de

infarto do miocérdio em camundongos (Larocca et al. 2013).

As células-tronco mesenquimais (CTM) derivadas da medula 6ssea sdo mais comumente
utilizados para fins de regeneracdo 6ssea. No entanto, a procura por mais fontes acessiveis de
células-tronco derivadas de outros tecidos, tais como tecido adiposo e os tecidos dentais e
periodontais, também sdo avaliados para esta finalidade terapéutica (Huang et al. 2009). As
células-tronco da polpa dentaria sdo encontradas no nucleo do tecido pulpar dos dentes, sendo

fontes desejaveis para engenharia de tecidos, alem de ser de facil acesso (Morad et al. 2013).

Diversos experimentos in vitro avaliaram o tecido polpa da dental como uma fonte
potencial para engenharia de tecido 6sseo. Estudos tém demonstrado que estas células séo
capazes de obter diferenciacdo osteogénica, dentinogénica, adipogénica, condrogénica,
miogénica e neurogénica (Morito et al. 2009). Os tecidos da polpa dental fornecem fatores
0sseos osteoindutivos (proteinas morfogénicas 6sseas), e sua capacidade de produzir osteoblastos

tém sido demonstrados em muitos estudos in vitro e in vivo (Li et al. 2011). Em pesquisa
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avaliando-se a multipotencialidade das células de polpa dentaria em comparagdo com células da
medula Ossea, observou-se varias similaridades entre as duas em muitas etapas, sendo a
capacidade de proliferacdo, disponibilidade e abundancia mostrou destaque nas células derivadas
da polpa dentéria (Maraldi et al. 2013).

Além do uso da terapia celular nas praticas ortopédicas, utiliza-se também o plasma rico em
plaquetas (PRP), por ser descrito como um acelerador biomaterial da formacdo Ossea, que
contém proteinas do sangue e muitos liberadores de plaquetas de diferentes tipos e quantidades
de fatores de crescimento com caracteristicas osteoindutivas (Monteiro et al. 2012). Os fatores de
crescimento derivados das plaquetas tém sido relacionados a atividade mitotica das células
sanguineas e de varios tecidos em culturas sero-dependentes e sdo conhecidos por iniciar a
reparagdo esponténea dos tecidos conjuntivos, inclusive do 0sso, aumentando as mitoses para o
reparo celular, a angiogénese para formacdo de novos vasos sanguineos e a atividade

macrofagica promovendo o processo de desbridamento (Carneiro et al. 2013).

O plasma rico em plaguetas € um produto com alta concentragdo de plaquetas, cujo
preparado visa obter uma elevada concentracdo de plaquetas em um pequeno volume de plasma
e obtido por centrifugacdo (Carneiro et al. 2013, Lenza et al. 2013). Ambos, plasma e
concentrado de plaquetas, estimulam a cicatrizacdo de tecidos moles e de 0sso numa variedade
de situacdes, por conter fatores de crescimento que atuam na fase inicial da cicatrizagdo e

consolidacdo 6ssea (Lubowitz & Poehling 2010, Lenza et al. 2013).

O enxerto de 0sso autdgeno obtém-se tecido do proprio paciente e é considerado padrao
ouro em tratamentos desta natureza, com bons resultados. Como alternativa ao enxerto com 0sso
autogeno, tem-se os enxertos alégenos, obtidos de doadores da mesma espécies e individuos
diferentes (Takamori et al. 2008). Diante dos inconvenientes apresentados tanto pelo enxerto
autoégeno quanto no enxerto alégeno, como limitagdo da quantidade e qualidade do tecido a ser
removida e necessidade de um banco de ossos onde demanda de um grande custo, muitos
cientistas pesquisam biomateriais alternativos e estratégias de tratamento, como a utilizag&o dos

biomateriais xenogénicos (Sicca et al. 2008).

O Hemospon é uma esponja hemostatica de colageno hidrolisado (gelatina) liofilizada, de
origem porcina, sendo amplamente utilizado em cirurgia da cavidade oral, devido a sua alta
capacidade hemostética e cicatrizante (Rocha et al. 2012). O coldgeno é um material

biocompativel e seguro devido a suas caracteristicas bioldgicas como biodegradabilidade e fraca
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antigenicidade, muito utilizado como carreador de medicamentos (Jaime et al. 2005, Oliveira et
al. 2010). Sua estrutura porosa proporciona uma grande capacidade de absorsdo de fluidos,
absorvendo 40 a 50 vezes o seu proprio peso (Berenguel 2006). Além disso, possui ainda um
efeito hemostético, levando a hemostasia instantdnea quando implantado em defeitos dsseos
(Jaime et al. 2005).

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito clinico do xenotransplante de células tronco
mesenquimais da polpa dentéaria de cutia (Dasyprocta primnolopha) comparado ao do plasma
rico em plaquetas equino, como fonte primaria de fatores de crescimento, veiculados em esponja
hemostéatica porcina de colageno hidrolisado, em falhas osteocondrais tibiais do joelho de

caprinos.

MATERIAL E METODOS

Declaracéo de ética. A metodologia utilizada neste estudo foi aprovada pelo Comité de
Etica em Experimentagio Animal (CEEA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), de acordo
com a declaracdo n® 120/2015, com as normas do Colegiado Brasileiro de Experiéncia Animal
COBEA).

Animais. Utilizou-se cinco caprinos fémeas nativas (Capra hircus), sem raca definida,
pluriparas, com trés anos de idade e peso médio de 35,5+1,5 kg de peso corporal, adquiridas do
setor de Caprinocultura da Universidade Federal do Piaui. Foram selecionados caprinos
clinicamente saudaveis (normofagia, normoquezia, normodipsia e normouria), sem alteracdes
dignas de nota nas avaliagdes hematoldgica, bioquimica (uréia e creatinina), endoparasitaria
(contagem de ovos por gramas de fezes - OPG) para a espécie (Daramola et al. 2005, Cardoso et
al. 2010) e nas avaliacGes ortopédica e radiogréafica simples da regido fémuro-tibio-patelar
bilateral. Todos os animais foram avaliados ultrassonograficamente para exclusdo de individuos
gestantes. Os caprinos selecionados foram mantidos em um periodo de aclimatacdo de 10 dias,
desvermifugados e mantidos em sistema de confinamento em baias (2,0x1,5m), onde
permaneceram durante os 60 dias de experimento. As baias foram alojadas em galpédo coberto de
9,0x2,0m de érea, protegidas da incidéncia solar direta e com ventilacdo lateral, onde a
temperatura média foi mantida em 29°C com umidade média relativa do ar em 40%, aferidas por

termdmetro e higrometro digital, e fotoperiodo natural, coincidente com a luminosidade regional



24

(Teresina, Brasil, latitude: 05° 05' 21" S, longitude: 42° 48' 07" W, altitude 72m), no setor de
Zootecnia da Universidade Federal do Piaui. Os animais foram mantidos em piso com palha de
arroz trocados periodicamente, para manter um ambiente confortavel e evitar riscos de quedas
apos o procedimento cirdrgico. Os animais foram alimentados com racdo comercial balanceada
para caprinos', oferecida duas vezes ao dia, na quantidade de 1% por kg de peso vivo, além de
volumoso a vontade com fornecimento de forrageira capim braquiéria e/ou leguminosa leucena,

sal mineral e agua ad libitum.

Obtencdo das células-tronco mesenquimais xenogénicas. As células-tronco
mesenquimais (CTM) foram doadas pelo Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com
Células-tronco (NUPCelt/UFPI). As células foram previamente isoladas da poupa dentéria de
cutias (Dasyprocta prymnolopha Wagler, 1831) clinicamente saudaveis, vindas do Centro de
Estudos e Preservacdo de Animais Selvagens (NEPAS), do Centro de Ciéncias Agréarias (CCA)
da Universidade Federal do Piaui. Apés o isolamento, foram expandidas in vitro e aliquotadas na
concentragio de 1x10° células/mL para uso imediato conforme metodologias descritas
previamente por Argolo Neto et al. (2012), Carvalho et al. (2015) Argdlo Neto et al. (2016). A
aliquota de CTM de polpa dentéria de cutia foi infundida em esponja hemostatica estéril de
colageno hidrolisado, e imediatamente transplantada para a lesdo osteocondral cirurgicamente

induzida na troclea femoral dos caprinos.

Avaliacdo microscopica da interacdo entre células-tronco mesenquimais e esponja
hemostatica estéril de colageno hidrolisado. Trés aliquotas de 1x10* CTM/mL foram mantidas
em meio DMEM F12 completoV, juntamente com uma amostra de aproximadamente 3 mm de
uma esponja hemostatica estéril de colageno hidrolisadoV!, em placa de cultivo seis pogos“!",
incubadas¥!"' & 37°C, 5% de CO, e 95% de umidade (Argdlo Neto et al. 2012). Ap6s obtencio de
confluéncia de 80%, o meio de cultivo foi descartado, o pogo lavado com solucdo fosfato

tamponante™ e o fragmento de esponja hemostatica cuidadosamente retirado com o auxilio de

V' Ragdo Cabras leite 24, Agromix®, Jaboticabal, SP. PB 240g/Kg, Fibras 100g/Kg, Céalcio 16g/Kg, Fésforo 6g/Kg
V'Invitrogen Corporation® N° 10565-018, contendo 3,7 g/l de bicarbonato de sédio e 10-15 mM HEPES (Invitrogen
Corporation® N° 15630080) pH 7,5, suplementado com 15% de soro fetal bovino, 3% de solugdo de penicilina-
estreptomicina (Gibco®, penicillin-Streptomycin N° 15140-122, 100mL), 1% de L-glutamina 200mM (Invitrogen
Corporation® N° 25030081, 100mL) e 1% de amino4cidos ndo essenciais (Sigma® N° M7145).

V' Hemospon®. Technew comércio e indUstria LTDA. Quintino — Rio de Janeiro — Brasil.

VI'Placa de seis pocos TPP®, Switzerland.

VI Estufa incubadora Series |1 3110 water-jacket CO2 incubator. Thermofisher®, USA

X Phosphate buffered saline (PBS) pH 7,4 Osmolality 280 - 315 mOsm/kg, GIBCO®, N2 10010023, USA.
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uma agulha de insulina estéril. As CTM foram tripsinizadas e avaliadas quanto a viabilidade

celular conforme descrito por Arg6lo Neto et al. (2016).

Os fragmentos da esponja hemostatica foram entdo fixadas isoladamente em formol 5%*
por 24 horas, desidratadas em concentracdes crescentes de alcool*! (30%, 55%, 70%, 88%,

X1

96%), diafanizadas em xilol*!", incluidas em parafina histologicaX""" e seccionadas em micr6tomo

rotativo*!V

, ajustado para 4um de espessura. Os cortes foram fixados em lamina de vidro,
corados pela Hematoxilina & Eosina e analisados em microscopio 6ptico binocular®V em

objetivas de 10x e 20x.

Obtencdo do plasma rico em plaguetas xenogénico. O plasma rico em plaquetas foi
adquirido utilizando-se sangue de um equino clinicamente saudavel, desvermifugado, com
valores hematimétricos dentro do padrdo de normalidade determinado para a espécie (Cunha et
al. 2008) e contagem total de plaquetas igual ou superior a 200 x10%/mm?, por meio da
cateterizacdo asséptica da veia jugular com cateter 20 G. O sangue foi imediatamente processado
conforme metodologia descrita por Del Carlo et al. (2009) e Arg6lo Neto et al. (2012). O PRP
foi preparado imediatamente antes da aplicagdo, infundido em esponja hemostética estéril de

colageno hidrolisado.

Delineamento experimental. Adotou-se um delineamento experimental com periodo de
observacdo de 60 dias. Os animais foram submetidos as lesdes osteocondrais na regido da troclea
femoral e imediato tratamento, uma Unica vez, de cada falha osteocondral, no trans cirdrgico. Os
tratamento foram arbitrariamente definidos como Lesdo 1 - Grupo CTM (Grupo I, tratado com
10° células-tronco mesenquimais provenientes de poupa dentaria de cutia em esponja
hemostatica estéril de colageno hidrolisado); Lesdo Il - Grupo PRP (Grupo I, tratada com
plasma rico em plaquetas em esponja hemostatica estéril de colageno hidrolisado); Lesdo Il -
Grupo CTL (Grupo IlI, esponja hemostatica estéril de colageno hidrolisado), de acordo com a

figura 1.

X Formol 5%. Indalabor Indaia Laboratério Farmacéutico LTDA. Dores de Indaid — Minas Gerais — Brasil.

X! Alcool etilico. Indalabor Indaia Laboratério Farmacéutico LTDA. Dores de Indaid — Minas Gerais — Brasil.
X' Xilol. Quimesp Quimica. Guarulhos — S30 Paulo — Brasil.

X parafina histolégica (56-58C). Unica Cientifica. S3o Caetano do Sul — S3o Paulo — Brasil.

XV Micrétomo rotativo automaticoRM2255. Leica Biosystems®. S3o Paulo — S30 Paulo — Brasil.

XV Microscopio éptico Olympus AX-70. Olympus Optical do Brasil LTDA. S30 Paulo — S3o Paulo — Brasil.
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Figura 1: (A) Realizagdo das trés lesGes osteocondrais de 4 mm de didametro em joelho de
caprinos, dois defeitos na parte distal da tréclea femoral e um defeito na parte proximal. (B)
Delimitagdo dos tratamentos propostos para cada falha osteocondral. Grupo | - células-tronco
mesenquimais xenogénicas (CTM) em esponja de colageno (EH); GRUPO Il - Plasma de rico em
plaquetas (PRP) em EH Grupo Il — (controle) esponja estéril de colageno hidrolisado.

Inducdo das lesGes osteocondrais. Todos o0s animais foram submetidos a
antibioticoterapia profilatica com enrofloxacino®V' (2,5 mg/kg) por via subcutanea. Apos jejum
hidrico de 12 horas e alimentar de 24 horas, os animais foram sedados com xilazina*V!"" 2% (0,1
mg/kg) por via intramuscular. Ap6s 20 minutos, o animal foi posicionado na mesa em decubito
esternal com os membros pélvicos inclinados para baixo, para a realizacdo da anestesia local do
tipo raquidiana no espaco L7-S1 com auxilio de cateter™V!"' 20G, realizando-se a associagdo de
morfina (0,1 mg/kg) e bupivacaina isobarica*™ a 0,5 % no volume de 0,2 ml/kg. Antes da
administracdo do anestésico local do tipo raquidiana, foi feito um botéo anestésico com 0,2 ml de
bupivacaina no local onde seria introduzido o cateter. Apos isso, realizou-se 0 acesso venoso da
veia jugular, utilizando Ringer com lactato™* através de cateter 20 G, em seguida, foi feita
inducdo anestésica com Propofol*' (5 mg/kg) por via endovenosa. Depois da inducao,

VI Chemitril® 10% injetavel 10g/100mL. Chemitec Agro-veterinaria LTDA. Ipiranga — S0 Paulo — Brasil.

It Anasedan®2% injetavel. Ceva Sadde Animal. Paulinia- S3o Paulo- Brasil.

Xl Cateter periférico 20 G. Descarpack Descartaveis do Nordeste LTDA. Cabo de Santo Agostinho- Pernambuco-
Brasil.

XX Neocaina® 0,5% injetavel. Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA. Itapira - S30 Paulo — Brasil.
*XSolugdo Ringer com Lactato. Eurofarma Laboratdrios SA. S3o Paulo- SP-Brasil.

*X Propovan® 10mg/mL injetdvel. Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA. Itapira - S30 Paulo — Brasil.
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procedeu-se a intubacdo™*!" orotraqueal, acoplando-se a sonda ao circuito semi-fechado, mantido
com Isoflurano™!"" diluido em 100% de oxigénio para manutencéo de plano anestésico. Todos
0s animais foram monitorados quanto ao perfil cardiorespiratério durante todo o procedimento
cirargico. O campo cirargico foi delimitado por dois campos cirdrgicos sobre a articulagéo
fémuro-tibio-patelar. Realizou-se artrotomia da regido parapatelar medial com incisdo na pele,

utilizando-se bisturi**V n. 4 com lamina**xV

n. 24 para acesso a articulacdo fémoro-tibio-patelar.
O tecido subcutaneo foi incisado para se ter acesso a patela, onde foi deslocada lateralmente por
compressdo manual para exposicdo da troclea femoral. Em seguida, com auxilio de uma
furadeira ortopédica™*V! equipada com broca de aco 4 mm**V!l foram delineadas trés lesdes
osteocondrais de 4 mm de didametro e 6mm de profundidade, sendo dois defeitos na parte distal
da tréclea femoral e um defeito na parte proximal (Fig. 1). Apds o imediato tratamento das falhas
osteocondrais, a capsula articular foi fechada com sutura simples interrompido com fio
monofilamentar de nylon 2-0°*V! A oclusdo da musculatura divulsionada e aproximagio do
tecido subcutaneo foi feita em plano de sutura Sultan interrompido e a pele com simples
interrompido, ambas utilizando-se fio monofilamentar de nylon 2-0. Para analgesia apos a
cirurgia, os animais receberam cloridrato de Tramadol®™™ (2 mg/kg IM), sendo mantida duas
vezes ao dia por mais 5 dias. Foi realizada antibioticoterapia p6s-operatoria com enrofloxacino
(2,5 mg/kg SC) uma vez ao dia durante 10 dias e como antinflamatério foi administrado o
meloxicam™* (0,2 mg/kg IM) uma vez ao dia durante 5 dias. As feridas cirtrgicas foram limpas
diariamente com solucao fisiologica estéril e aplicacdo topica de pomada a base de alantoina e

clorexidine®*X!,

XXl 'Sonda endotraqueal nimero 8. BrasMed Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinaria LTDA. Paulinia — S3o Paulo —
Brasil.

XXl Eorane® Isoflurano. Abbott laboratérios do Brasil. S3o Paulo — S3o Paulo — Brasil.

XXV Cabo de bisturi n. 4. BrasMed Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinaria LTDA. Paulinia — S30 Paulo — Brasil.

XXV dmina de bisturi n.24. BrasMed Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinaria LTDA. Paulinia — S3o Paulo — Brasil
XV Eyradeira ortopédica autoclavavel. BrasMed Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinaria LTDA. Paulinia — S30
Paulo — Brasil.

XXV Broca de aco Vonder®. Grupo OVD. Barbalha — Ceard — Brasil.

XXV Eio de sutura mononylon 2-0 agl,5cm. Ehicon. S3o Paulo — S30 Paulo — Brasil.

XXX Tramadon® injetavel 50 mg/mL. Hipolabor Framacéutica LTDA. Eynard- Minas Gerais- Brasil.

XX Maxicam® 2% injetavel. Ouro Fino Saiide Animal. Cravinhos- S3o0 Paulo- Brasil.

XXX Alantol® pomada. Vetnil Ind. e Com. de Produtos Veterinérios Ltda. Louveira — S30 Paulo — Brasil.
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Realizagdo dos tratamentos. As lesdes osteocondrais foram tratadas imediatamente, de
acordo com o grupo experimental a que pertenciam. Todos os tratamentos foram realizados
utilizando fragmentos de aproximadamente 3 mm de esponja hemostatica de colageno
hidrolisado estéril (EH), como suporte estrutural (scaffold) para as CTM ou PRP, introduzidas
nas lesdes. O grupo CTM foi tratado com 1x10° células sobre EH, o grupo PRP com plasma rico

em plaquetas sobre EH, e grupo CTR apenas com EH embebida em solucéo fisioldgica estéril.
(Fig.2)

Figura 2. Placa de petri contendo quatro fragmentos de esponja hemostatica
de coldgeno hidrolisado estéril, embebidas em solucdo de 1x10°% CTM, 1x10°
PRP, solugao fisioldgica estéril e associagdo entre CTM e PRP,
respectivamente. *MSC = CTM

Procedimentos histolégicos. Ap6s 60 dias da realizacdo dos tratamentos, 0s animais foram
identificados, pesados e foram submetidos a eutanasia. Para isso, foi induzida sedacdo com
quetamina®!" (30 mg /kg) por via endovenosa. Apos a confirmacio da inconsciéncia e perda do
reflexo corneal, aplicou-se lidocaina na cisterna magna, seguido de aplicacdo de cloreto de
potassio™*!" por via endovenosa. Constatado o 6bito, realizou-se cortes com auxilio de serra
manual, no fémur e tibia esquerdos, separando-se a por¢do da articulacdo fémoro-tibio-patelar

esquerda. Apds a remocgdo da musculatura e da patela, as amostras foram identificadas e

XX Quetamina injetdvel 10g/100mL. Vetnil Ind. e Com. de Produtos Veterindrios Ltda. Louveira — S3o Paulo —
Brasil.
XXXl Cloreto de Potéssio 10%. Halexistar Inddstria Farmacéutica. Goiania-Goias-Brasil.
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conservadas individualmente em formol a 10% tamponado para posterior processamento
histologico. O processo de descalcificagdo ocorreu durante 15 dias, sendo 10 dias em solugédo a
20% (80% de agua destilada e 20% de &cido cloridrico™**!V) e 5 dias em soluc&o a 5% (95% de
agua destilada e 5% de &cido cloridrico), posteriormente colocado imerso em agua corrente por
mais 5 dias. Posteriormente, os fragmentos descalcificados processados histologicamente de
forma convencional (Argdlo Neto et al. 2016). Incluiu-se os cortes em parafina histologica,
seccionando-0s em micrétomo rotativo, ajustado para Sum de espessura. Os cortes foram fixados
em lamina de vidro, corados pela Hematoxilina & Eosina e analisados em microscopio éptico

binocular™*V em objetivas de 4x e 10x.

Avaliacdo macroscépica. Apos o corte da porcdo da articulacdo fémoro-tibio-patelar, foi
realizada a avaliagdo macroscopica dos defeitos osteocondrais. Adotaram-se os critérios de
avaliacdo macroscopica empregado previamente em estudo com defeitos osteocondrais
produzidos nos joelhos de caprinos (Ribeiro et al. 2004, Albuguerque et al. 2011). Foram
utilizados os seguintes parametros qualitativos: Superficie do defeito: 1-plana, desnivelada ou
irregular, 2-Coloracdo: transllcida, opaca ou descolorada, 3-Continuidade: total, pacial ou
nenhuma integragdo com o defeito, 4-Cicatrizagdo do defeito: total, 75-%, 50% e 25%. Para a
inspecdo, foram utilizados dois avaliadores simultaneos, em formato de estudo cego, que
desconheciam a metodologia e sequencia das falhas osteocondrais, conforme proposto por
Albuquerqgue et al. (2011).

Avaliacdo histologica. Utilizou-se a escala qualitativa de avaliacdo de defeitos
osteocondrais induzidos, proposto anteriormente por Ribeiro et al. (2004) e Cardoso et al.
(2016). Foram adotados os seguintes critérios: 1-Tipo de tecido que recobria a superficie
cartilaginosa: cartilagem hialina ou fibrocartilagem. 2-Estado da superficie cartilaginosa: lisa,

com depresséo ou irregular. 3-Padrdo do osso subcondral: regenerado ou desorganizado.

Anélise estatistica. A analise estatistica foi realizada com auxilio do software Bioestat®
v. 5.9 (UFPA, 2007), aplicando-se o teste ndo paramétrico de analise de amostras independentes
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdo da mediana dos postos de Dunn, adotando-se

um nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade de 1% (p<0,01) para ambas as analises.

XXV Acido Cloridrico 20%
XXXV Microscopio binocular NIKON E200. Nikon Corporation. Téquio-Jap3o.
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RESULTADO

Os animais permaneceram clinicamente saudaveis ap6s a realizacdo da intervencéao
cirurgica, sem evidéncias clinicas de anorexia, febre e/ou apatia. Todos os animais foram
negativos ao teste de Goudet na regido do joelho submetido a artrocopia, 24, 72 e 96 horas apds
a recuperacdo anestésica. ldentificou-se claudicacdo evidente na articulacdo afetada, de
intensidade moderada, sem alteracdo significativa da frequéncia cardiorrespiratoria, de acordo
com os padrdes fisioldgicos para a espécie (Daramola et al. 2005, Cardoso et al. 2010), durante a
avaliacdo.

Obteve-se um plasma equino de concentracdo plaquetaria elevado e em volume menor
que do sangue total. A medida que a amostra foi sequencialmente centrifugada e retiradas as
fracdes hematoldgica e superficial do plasma, obteve-se um produto exclusivamente composto
de plaquetas concentradas com 82% da concentracdo do volume plaquetario inicial, mas num

volume 10 vezes menor que o inicial (Fig. 3).

RBC RBLC RBLC
a b c
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| / | |
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Volume: 4,0 mL Volume: 3,0 mL Volume: 0,4 mL

Hemécias: 5,64x10%/mm?3
Hematocrito: 26,1%
Leucdcitos: 9,0x10%/mm?

Plaguetas: 168x10%/mm?3

Hemécias: 0,2x10%/mm?3
Hematocrito: 0,1%
Leucdcitos: 0,03x108/mm?3

Plaquetas: 30x10%/mm?3

Hemécias: 0,1x10%/mm?3
Hematocrito: 0,1%
Leucdcitos: 3,5x10%/mm?

Plaguetas: 138x10%/mm?

Figura 3. Variacdo de alguns indices hematoldgicos em amostra de sangue equino submetida a
concentragdo plasmatica de plaquetas. I: Variagdo dos indices de hemécias e hematdcrito no sangue total
(a), no plasma pobre em plaquetas (b) e no plasma rico em plaquetas (c). Il: Variacdo nos indices de
leucacitos e plaquetas no sangue total (a), no plasma pobre em plaquetas (b) e no plasma rico em plaquetas
(c). Em Il a ha variacdo anormal da curva pela presenca de agregados plaquetarios.

*RBC = Hemécias. PLT = plaquetas
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O cultivo de CTM com fragmento de esponja estéril de colédgeno hidrolisado identificou que as células aderiram a matriz da esponja ap6s 10

dias de incubacdo (Fig. 4) e a avaliacao da viabilidade celular média identificada apos a retirada do fragmento foi de 95%.

Figura 4. Células-tronco mesenquimais medulares de coelho ap6s 10 dias de cultivo com fragmento estéril de esponja hemostatica de coldgeno
hidrolisada, fixada com paraformoldeido tamponado a 10% e coradas com May-Grunwald Giemsa. A: Col6nia uniforme de células de morfologia

fibroblastdide, com nucleo central, margeando o fragmento da esponja (*) (20x). B: Maior aumento da imagem anterior. Presenca de células
mononucleares (¥) sobre o fragmento de esponja (40x).



32

A avaliacdo histologica do mesmo fragmento de esponja identificou a presenca de células
mononucleares aderidas ao substrato do mesmo, com nucleo integro e cromatina frouxamente
condensada (Fig. 5).

Figura 5. Fotomicrografia de fragmento de esponja hemostatica de coladgeno hidrolisado. (A)
Esponja sem tratamento, evidenciando a porosidade e hialinizagdo do material. (B) Corte
histolégico da esponja apés 10 dias de incubagdo em cultura com células-tronco
mesenquimais medulares de coelho. Identifica-se presenca de célula mononuclear, de
cromatina frouxa, aderida as circunvolucfes da matriz da esponja (40x).

N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas a 5% entre os tratamentos
avaliados. Contudo, macroscopicamente, apds 60 dias de tratamento, foi observado que o0s
grupos CTL e CTM apresentaram resultados semelhantes, com predominio da formacgdo de
tecido de reparacdo firme, coloracdo opaca, integracdo com a cartilagem adjacente e
preenchimento do defeito quase na sua totalidade. Em todos os defeitos tratados com PRP, houve
integracdo parcial do defeito com a cartilagem adjacente, com preenchimento de 75% do total da
lesdo, superficie articular desnivelada e de coloragdo variando de avermelhado para uma
tonalidade mais escurecida, considerada uma cor ndo natural da cartilagem normal. (Fig. 6)
(Tabela 1)



Figura 6: LesOes osteocondrais em tréclea femoral de caprinos apds 60 dias.
As lesGes tratadas com CTL e CTM apresentaram o preenchimento do defeito
guase na sua totalidade e coloracdo opaca. No grupo tratado com PRP, a
superficie articular encontra-se mais desnivelada, com coloragdo mais
escurecida, considerada uma cor ndo natural da cartilagem normal.

33
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Tabela 1 — Aspectos macroscopicos em lesGes osteocondrais de caprinos com 60 dias

Animais Grupos  Continuidade com  Preenchimento Coloracéo Superficie
cartilagem adjacentt do defeito da articulacéo

Cabral CTL Parcial 75% Opaca Desnivelada
Cabral CT™M Parcial 75% Opaca Desnivelada
Cabra 1 PRP Parcial 75% Descolorado Desnivelada
Cabra 2 CTL Total 100% Translucida Plana
Cabra 2 CT™M Parcial 75% Opaca Desnivelada
Cabra 2 PRP Parcial 75% Descolorada Irregular
Cabra 3 CTL Total 100% Descolorada Plana
Cabra 3 CT™M Total 100% Opaco Plana
Cabra 3 PRP Parcial 75% Opaco Desnivelada
Cabra 4 CTL Total 100% Translucida Plana
Cabra 4 CT™M Total 100% Translucida Plana
Cabra 4 PRP Parcial 75% Descolorado Desnivelada
Cabra 5 CTL Parcial 75% Opaco Desnivelada
Cabra 5 CTM Total 100% Opaco Plano
Cabra 5 PRP Parcial 75% Opaco Desnivelado

*CTL (controle), CTM (células-tronco mesenquimais xenogénicas), PRP (plasma rico em plaquetas
xenogénico)

Apds 60 dias da realizacdo dos tratamentos, identificou-se diferencas histopatoldgicas na
remodelacdo das lesdes entre os grupos tratados (Fig. 7). Observou-se que nos defeitos tratados
com CTM, houve predominancia da presenca de cartilagem hialina em todos os animais tratados
e superficie cartilaginea lisa em quase sua totalidade, em quatro animais. Na parte profunda da
leséo, foi observado em um animal, a presenca de tecido adiposo ao invés da formacéo de tecido
osteocartilagineo, mas com superficie cartilaginea normal e lisa. No grupo PRP, foi observada na
maioria dos animais, a predominancia da fibrocartilagem em relagéo a cartilagem hialina na
superficie articular, evidenciando fibrocartilagem em trés animais e cartilagem hialina em dois;
sendo a superficie cartilaginea lisa encontrada em todas amostras visualizadas. No grupo tratado
com esponja hemostatica de colageno hidrolisado (CTL), a superficie articular apresentou
formacéo de cartilagem hialina em quatro animais. Em dois animais que apresentaram cartilagem
hialina, observou-se tecido osteocartilagineo na parte profunda da lesdo com superficie articular

irregular (Tabela 2).
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Tabela 2 — Aspectos histologicos em lesdes osteocondrais de caprinos com 60 dias

Animais Gupos Osso subcondral Superficie cartilaginea Estado da superficie
Cabral CTL Regenerado Hialina Lisa
Cabral CT™M Regenerado Hialina Lisa
Cabral PRP Regenerado Hialina Lisa
Cabra 2 CTL Regenerado Hialina Lisa
Cabra 2 CT™M Regenerado Hialina Lisa
Cabra 2 PRP Regenerado Hialina Lisa
Cabra 3 CTL Regenerado Fibrocartilagem Lisa
Cabra 3 CTM Regenerado Hialina Irregular
Cabra 3 PRP Regenerado Fibrocartilagem Lisa
Cabra 4 CTL Regenerado Hialina Irregular
Cabra 4 CTM Regenerado Hialina Lisa
Cabra 4 PRP Regenerado Fibrocartilagem Lisa
Cabra s CTL Regenerado Hialina Irregular
Cabra s CTM Regenerado Hialina Lisa
Cabra s PRP Regenerado Fibrocartilagem Lisa

*CTL (controle), CTM (células-tronco mesenquimais xenogénicas), PRP (plasma rico em plaquetas xenogénico)

Todas as lesGes osteocondrais de todos os grupos evidenciaram 0sso subcondral
regenerado, caracterizado pela presenca de osso lamelar maduro, composto de ostedcitos e
organizacao de tecido 6sseo trabecular sem presenca de osteoblastos, demonstrando que houve a
reparacao satisfatoria da parte profunda da lesdo osteocondral frente aos tratamentos utilizados.
Além disso, ndo foram identificados caracteristicas histopatoldgicas de atividade inflamatoria e

necrose em nenhuma das falhas osteocondrais tratadas.
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Figura 7: Fotomicrografia das lesdes osteocondrais em joelho de caprino apds 60 dias de tratamento com esponja estéril de colageno
hidrolisado (CTL), células-tronco mesenquimais xenogénicas (CTM) em esponja de colageno (EH), plasma de rico em plaquetas em EH
(PRP). A: Superficie articular com presenca de cartilagem hialina (CH) no grupo tratado com CTM, caracterizado pela presenca de
condrécitos dispostos em grupos iségenos (Gl) na matriz cartilaginosa. (10x) B: Superficie articular com presenca de fibrocartilagem
no grupo tratado com PRP, caracterizado por fibras colagenas (FC) espessas entre as fileiras de condrdcitos (C). (10x) C: Grupo tratado
com a esponja de coldgeno (CTL), apresentando superficie articular com presencga de cartilagem hialina disposta em formato irregular
e cercada por tecido dsseo. (10x) D: Osso subcondral maduro (O). Sdo notados lamelas (L) e vasos sanguineos (V). (4x). Hematoxilina-
eosina.
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DISCUSSAO

A escolha do caprino como modelo animal para o presente estudo deve-se as dimensdes
anatdmicas do joelho, similar & dimensdo do joelho humano (Brehm et al. 2006), permitindo
adequada exposicao da superficie articular, favorecendo a manipulagdo cirdrgica.

Os animais retomaram a deambulacdo expontanea e demonstraram apetite logo apds a
recuperacdo anestésica. Resultados similares foram descritos por Carneiro et al. (2013),
utilizando protocolo anestésico equivalente, reiterando a efetividade do manejo terapéutico da
dor adotado neste estudo. A associacdo entre anestesia local raquidiana associado a morfina,
provavelmente contribuiu com um poés-operatorio sem complicacdes clinicas, associado com uso
de analgésico, antibidtico e antinflamatério, conforme proposto anteriormente por Saw et al.
(2009).

O diametro escolhido para as lesGes osteocondrais neste experimento foi de 4 mm de
diametro, como recomendado por Jackson et al. (2001) e Saw et al. (2009), onde afirma-se que,
lesGes inferiores a 3 mm, podem predispor a reparacdo espontanea por tecido fibrocartilaginoso.
O diametro de 4 mm, neste estudo, contribuiu positivamente para a exequibilidade da técnica
cirirgica adotada, facilitando a criacdo das lesdes, na identificacdo visual para analise

macroscopica e na separacdo das falhas osteocondrais para processamento histoldgico.

O uso de esponjas hemostaticas como scaffold para estudos com reparacdo de falhas
Osseas ja havia sido descrito em pesquisas anteriores, tanto em humanos quanto em animais,
corroborando para justificar a escolha deste substrato para 0 modelo ora apresentado (Berenguel
2006, Gabrielli et al. 2009). Além disso, e utilizada amplamente utilizada em seres humanos,
possuindo autorizagdes de agéncias governamentais de vigilancia para comercializagdo (Rocha

et al. 2012), sendo entdo adotada como padréo ouro.

O Hemospon®, ¢ indicada inicialmente para uso em cirurgias buco-maxilares em seres
humanos, como agente hemostatico e cicatrizante. Este agente foi escolhido como tratamento
padrdo para fins de comparacédo, além de carreador das células-tronco mesenquimais obtidas da

poupa dentaria de cutia e do plasma rico em plaquetas obtido de equinos.
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O ensaio in vitro de biocompatibilidade entre CTM e um fragmento da esponja
demonstrou que ndo houve efeito citotoxico aparente da mesma sobre as celulas, visto que
identificou-se CTM em cultivo aderidas ao fragmento, com manutencdo da viabilidade celular
em 95% (Fig. 4). Analogamente, identificou-se células aderidas ao substrato do fragmento apos
processamento histologico, denotando que a matriz do substrato proporciona ambiente favoravel

a aderéncia celular (Fig. 5).

No estudo in vitro de biocompatibilidade, evidenciou-se alteracdo na morfologia celular
das CTM. Tal efeito era esperado, visto as CTM sdo células mononucleares aderentes que
assumem morfologia fibroblastéide ou fusiforme apenas quando em superficie regular de
cultivo, como as condicdes de incubacdo controlada (Argdlo Neto et al. 2016). Sendo a
superficie porosa da esponja hemostatica irregular (Fig. 5), a CTM foi visualizada sob forma

mononuclear oval

Apds 60 dias de observacao, ndo foram evidenciados vestigios macro ou microcospicos
da esponja hemostatica no interior das falhas osteocondrais avaliadas, corroborando com o0s
relatos prévios de biocompatibilidade e reabsorcdo in vivo (Oliveira et al. 2010).

Né&o foi observada evidéncia macroscopica e histopatologica de processo inflamatoério na
superficie e na porcdo interna das lesGes osteocondrais analisadas neste estudo. Tais observacoes
sdo de grande importancia, dado que a sindrome da doenca do enxerto contra o hospedeiro é uma
condicdo aguda ou hiperaguda, responsavel pela baixa eficacia terapéutica com transplante de
células ou enxertos em seres humanos (Soares et al. 2007). Segundo estes autores, cerca de 40 a
50% dos pacientes humanos submetidos a transplante de medula Gssea, desenvolvem tal
condigdo clinica (Krenger et al. 1997).

Esperava-se auséncia de resposta macro e histopatoldgica de rejeicdo nas falhas
osteocondrais tratadas com esponja de colageno hidrolisado de origem porcina, visto a mesma ja
ser comercialmente utilizada em seres humanos, conforme observado em estudos

contemporaneos (Rocha et al. 2012).

Contudo, a inexisténcia de evidencias teciduais de rejeicdo nas falhas osteocondrais
tratadas com PRP e CTM, é considerado um dado preliminar positivo, embora ndo se possa
inferir que tal resultado reproduza-se em outros animais, em outras condi¢cdes metodoldgicas de

estudo.
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As falhas osteocondrais tratadas apenas com esponja hemostatica, exibiram, em sua
maioria, presenca de cartilagem hialina como tecido regenerado na superficie do defeito. Em
estudo realizado por Carneiro et al. (2013), onde foram produzidos defeitos osteocondrais no
sulco troclear de ovelhas, em um dos defeitos osteocondrais, 0 autor optou por ndo colocar
nenhum tratamento na leséo para promover cicatrizagdo espontanea. Na analise com 90 dias, ndo
foi constatada presenca da cartilagem hialina na superficie articular do defeito sem tratamento,
havendo formacdo de fibrocartilagem, considerada uma reparacdo cartilaginosa inadequada. A
esponja de gelatina liofilizada em lesdo osteocondral possui propriedades que promovem uma
melhor resposta tecidual da superficie da lesdo para uma cartilagem mais proxima do normal,
como também melhor estado da superficie cartilaginea, quando comparado com lesdes

osteocondrais cicatrizadas espontaneamente.

O PRP ¢ utilizado ha cerca de 20 anos com 0 objetivo de acelerar a cicatrizacdo e a
regeneracdo 6Ossea resultantes de procedimentos cirdrgicos em seres humanos. O plasma possui
alta concentracdo de plaquetas em um reduzido volume plasmatico, além de fatores de
crescimento que comportam-se como moléculas de adesdo celular nos processos de migracao
epitelial, osteoinducdo e na formacdo de matriz Gssea no tecido conjuntivo. Devido a alta
concentracdo de fatores de crescimento que estimulam a migracdo celular e remodelacdo
tecidual, acredita-se que esta substancia poderd, sob determinadas circunstancias, estimular a
apresentacdo de antigeno e resposta imunolodgica inata em pacientes tratados com formas nao
autogenas de PRP (Moshiri & Oryan 2013, Yamada et al. 2016).

Uma das principais limitagdes ao uso clinico do PRP é o baixo rendimento quando
comparado ao volume da amostra de plasma inicial (Arg6lo Neto et al. 2016), sobretudo para
infusdo em é&reas teciduais extensas. Desta forma, faz-se mister estudos com fontes xenogénicas
de PRP que permitam coleta de maiores volumes de sangue e, consequentemente, maior volume
de PRP obtido.

O processamento do PRP identificou relagdo inversa entre contagem de hemacias e
plaquetas, embora tenha identificado relacdo proporcionalmente direta entre contagem de
leucocitos e plaquetas (Fig. 3). Tal relacdo j& foi previamente descrita em estudos anteriores,
utilizando plasmas humanos e animais como amostra (Del Carlo et al. 2009, Yamada et al.
2016). Segundo estes autores, durante o processo de centrifugacéo, as plaquetas sdo depositadas
juntamente com os leucocitos sobre as hemacias, formando um halo esbranquigado. Desta forma,

guanto mais eficaz a técnica de pipetagem do halo formado, menor percentual de hemécias e
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maior percentual de leucdcitos sdo identificados. Este resultado pode ser utilizado como uma
variante de exclusdo para determinacdo da qualidade do PRP produzido e reitera a eficacia da

metodologia adotada no presente estudo para tal.

No presente estudo, as falhas osteocondrais tratadas com PRP induziram formagéo de
cartilagem fibrocartilaginosa, sem evidéncia macro e microscopica de degeneracao ou necrose. A
estimulacdo do osso subcondral promove uma cascata de eventos, onde ocorre formacéo de
codgulo sanguineo, resposta inflamatoria, liberacdo local de fatores de crescimento, resultando
em tecido de granulacdo que se origina da profundidade, sendo substituido progressivamente por
tecido 0sseo maduro (Barbosa et al. 2014). No estudo, foi evidenciado a presenca de 0sso
subcondral maduro em todos os tratamentos realizados, demonstrando que houve a reparacao
satisfatoria da parte profunda da leséo osteocondral frente ao tratamento utilizado, sem evidéncia
de efeito deletério na superficie cartilaginosa.

Ao contrario dos demais tratamentos, as falhas tratadas com PRP exibiram
predominancia da cartilagem fibrocartilaginosa em relacdo a cartilagem hialina, resultado
semelhante ao estudo realizado por Carneiro et al. (2013), onde na utilizacdo de PRP em lesdo
osteocondral em joelho de ovelhas, também houve predominéncia de fibrocartilagem na
superficie articular. Fatores paracrinos do microambiente local do defeito osteocondral sdo
possivelmente responsaveis pela formacgdo de tecido fibrocartilaginoso ou pela inibicdo da
formacdo da cartilagem normal (Saw et al. 2009). A ocorréncia maior da superficie
fibrocartilaginosa no grupo PRP, contribuiu para o comprometimento no preenchimento da
lesdo, observado na avaliacdo macroscopica, onde constatou-se que houve 75% do total de tecido
preenchido na lesdo, resultado inferior ao observado nos demais grupos, onde obtiveram

preenchimento tecidual de forma mais satisfatéria nos animais analisados.

O efeito das CTM na reparagdo tecidual oOssea j& havia sido descrito em estudos
contemporaneos (Argolo Neto et al. 2012, Monteiro et al. 2012). Segundo estes autores, as CTM
sdo células progenitoras somaticas multipotentes, capazes de originar tecidos mesodermais e nao
mesodermais. A diferenciacdo destas células in vitro em osteoblastos, foi induzida em diversas
pesquisas anteriores (Carvalho et al. 2015, Argdlo Neto et al. 2016). No presente estudo,
amostras das CTM utilizadas apresentaram resposta positiva ao ensaio in vitro de diferenciacado
osteogénica realizado previamente pela equipe do NUPCelt/UFPI, reiterando a plasticidade das

mesmas para o tecido 4sseo.
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As falhas osteocondrais tratadas com CTM xenogénicas veiculadas em esponja
hemostéatica, apresentou ndo apenas auséncia de evidéncias macro e histopatoldgicas de
degeneracdo, inflamagdo e/ou necrose tissular, como também exibiram maior formacdo de

cartilagem hialina.

As CTM néo expressam complexo de histocompatibilidade de classe Il e ndo apresentam
moléculas co-estimulatorias, como B7-1 e B7-2, ndo podendo atuar portanto, como células
apresentadoras de antigeno (Souza et al. 2010). Contudo, estas células expressam MHC classe | e
algumas populagdes de células-tronco expressam moléculas de CD40 e CD40 ligante, as quais,
podem, em algumas circunstancias, serem identificados por Toll Like Receptors os quais, por sua
vez, poderiam induzir ativacdo imunogénica. Ndo foi objetivo do presente estudo, avaliar
imunologicamente a interacdo entre CTM e sistema imune local, tampouco realizou-se ensaios in
vitro de inducéo de apoptose e demais testes que aferem a capacidade celular de induzir resposta
de rejeicdo. Buscou-se avaliar a resposta clinica e histopatologica do tratamento das falhas
osteocondrais tratadas com CTM, sendo considerada muito satisfatéria a manutencdo da

integridade da superficie articular e formacao de cartilagem hialina neoformada.

Nas falhas tratadas com CTM xenogénicas foi observada histopatologicamente a
presenca de superficie cartilaginea lisa e na parte profunda da falha observada a presenca de
tecido adiposo ao invés da formacdo de tecido osteocartilagineo. Na reparacdo de lesbes
osteocondrais espera-se que ndo haja recrutamento significativo de tecido osteocartilagineo na
parte profunda da lesdo, de forma a ndo induzir formacdo de fibrocartilagem, o que poderia

comprometer a funcdo articular.

Contudo, apesar dos resultados obtidos indicarem tendéncia histopatoldgica de formacéo
de cartilagem hialina no preenchimento das falhas tratadas com CTM, quando comparadas as
falhas tratadas com PRP e esponja hemostatica, ndo foram identificadas diferencas estatisticas
significativas a 5%. Como nenhuma falha osteocondral de nenhum animal apresentou
preenchimento com tecido neoformado superior a 80% da falha, supde-se que o curto periodo de
experimento (60 dias) tenha contribuido negativamente para os dados obtidos. Sugere-se que o
modelo adotado seja repetido em periodo maior de observagdo (90 e 120 dias), além da avaliagdo
histopatoldgica das taxas de apoptose. A despeito de tal condicdo, o presente estudo propicia a
abertura de relevante opcao de investigacdo cientifica ao uso de CTM e PRP xenogénicos em

terapia celular.
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CONCLUSOES

N&o foram identificadas diferencas estatisticas significativas a 5% entre os tratamentos
propostos. O 0sso subcondral apresentou-se com padrdo lamelar maduro em todos os animais,
independente do tratamento adotado.

A esponja hemostatica estéril de colageno hidrolisado apresentou biocompatibilidade
com as CTM xenogénicas, permitindo a adesdo das mesmas e preservando sua viabilidade. Além
disso, demonstrou ter contribuido a formacao de cartilagem hialina nas falhas tratadas.

Os tratamentos das falhas osteocondrais com CTM xenogénicas da polpa dentéria de
cutia induziu, histopatologicamente, formacédo de cartilagem hialina na superficie do defeito, sem
evidéncia de resposta inflamatdria.

O tratamento com PRP induziu maior formacdo de superficie cartilaginea
fibrocartilaginosa nas falhas osteocondrais. Macroscopicamente, evidenciou-se preenchimento

da les&o inferior aos demais tratamentos e coloracgdo discrepante da cartilagem normal.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que CTM e PRP em concentracdes de 108 células/mL néo
induziram degeneracdo, necrose ou resposta inflamatdria, com evidéncia histopatoldgica, nas
falhas osteocondrais tratadas. Tal resultado contribui para ampliar o cenario de possibilidades de
pesquisa com CTM em modelos animais, utilizando amostras xenogénicas. Os resultados obtidos
representam dados pontuais para 0 modelo adotado, ndo devendo ser utilizado como inferéncias

abrangentes, mas contribuem para corroborar, clinicamente, a acdo imunossupressora das CTM.

O PRP induziu formacéo de tecido fibrocartilaginoso nas falhas tratadas, o que poderia
interferir negativamente com a funcdo articular, ao contrario do tratamento com CTM que

induziu formacéo de cartilagem hialina.

O desenvolvimento do presente estudo propiciou maior compreenséo da utilizacao clinica

das CTM na terapia celular em medicina veterinaria.
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