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RESUMO

Em ortopedia, uma das entesopatias mais frequentes é a lesdo do manguito rotador no ombro.
Apesar do avango tecnoldgico e cirdrgico de reparo tendineo, altos indices de falha na
cicatrizacdo sdo observados. No intuito de melhorar e potencializar a regeneracao tendinea, a
medicina regenerativa determina um papel cada dia mais promissor. O objetivo deste trabalho
foi avaliar e comparar o potencial de diferenciacdo osteogénico ap6s o cultivo 3D de células
tronco mesenquimais (CTMs) obtidas de duas fontes do ombro de humano: medula 6ssea
umeral (CTMs-MOh) e bursa subacromial (CTMs-BSh). Para tal, as CTMs do ombro de um
voluntario foram extraidas durante o procedimento cirargico de reparo artroscépico. Estas
celulas foram isoladas, expandidas e caracterizadas quanto ao perfil mesenquimal pelo
potencial de diferenciacdo adipogénica e osteogénica. Apos caracterizacao, foram constituidos
esferoides multicelulares pelo método de superficie ndo aderente, transferidos e cultivados em
meio de inducdo de diferenciacdo osteogénica por 14 dias. A diferenciacdo foi estabelecida
por meio da andlise qualitativa histologica da producdo de matriz 6ssea pelo metodo
colorimétrico com Alizarina Red e quantitativa pela dosagem de Calcio da matriz
mineralizada. Foram verificados que a extracdo de CTMs da fonte bursal foi mais eficiente
que da medula dssea devido maior contingente celular e que ambas as fontes, apés cultivo 3D,
apresentaram diferenciacdo osteogénica, com superioridade da fonte medular. Concluiu-se
que as CTMs-MOh apresentaram maior potencial de diferenciacdo osteogénica que as CTMs-
BSh apds o cultivo 3D.

Palavras-chave: Medicina Regenerativa; Células Tronco Mesenquimais; Ortopedia, Ombro;

Lesdo do Manguito Rotador; Esferoides Celulares.
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ABSTRACT

In orthopedics, one of the most frequent enthesopathies is rotator cuff injury to the shoulder.
Despite technological and surgical advancement of tendon repair, high rates of healing failure
are observed. In order to improve and enhance tendon regeneration, regenerative medicine
determines an increasingly promising role. The aim of this study was to evaluate and compare
the osteogenic differentiation potential after 3D culturing of mesenchymal stem cells (MSCs)
obtained from two sources of the human shoulder: humeral bone marrow (MSCs-MOh) and
subacromial bursa (MSCs-BSh). To this end, shoulder volunteer MSCs were extracted during
the arthroscopic repair surgical procedure. These cells were isolated, expanded and
characterized for mesenchymal profile by the potential for adipogenic and osteogenic
differentiation. After characterization, multicellular spheroids were constituted by the non-
adherent surface method, transferred and cultured in osteogenic differentiation induction
medium for 14 days. The differentiation was established by histological qualitative analysis of
bone matrix production by Alizarin Red colorimetric method and quantitative by mineralized
matrix Calcium dosage. It was verified that the extraction of MSCs from the bursal source
was more efficient than the bone marrow due to a larger cell contingent and that both sources,
after 3D cultivation, presented osteogenic differentiation, with superiority of the medullary
source. It was concluded that MSM-MOh presented higher osteogenic differentiation potential
than MSM-BSh after 3D cultivation.

Keywords: Regenerative Medicine; Mesenchymal Stem Cells; Orthopedics, Shoulder;
Rotator Cuff Injury; Cellular spheroids; 3D Cell Culture
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1. INTRODUCAO

Uma das queixas mais comuns de pacientes no consultorio médico ortopédico é a dor
no ombro. A lesdo do manguito rotador € uma causa importante de dor e incapacidade
funcional, principalmente no idoso (WILLIAMS et al., 2004). A principal etiologia para a
ruptura tendinea é de origem degenerativa, ou seja, com o envelhecimento do corpo humano
hd uma diminuicdo na qualidade e na resisténcia da entese, interface tenddo 0sso na
tuberosidade umeral, que evolui para desinser¢do do manguito rotador, causando dor e
disfungéo (GOMOLL et al., 2004; RILEY, 2004).

Apesar do grande avango mecanico das técnicas cirargicas de reparo do manguito
rotador e do aprimoramento tecnoldgico dos implantes ortopédicos, tais como: fios de sutura
de alta resisténcia; ancoras; passadores de sutura tendinea e diferentes conformacdes de
reparo: fileira simples e dupla fileira (BICOS et al., 2007; COLE et al., 2007; FEALY et al.,
2006; MA et al., 2004; MAHAR et al., 2005; MAZZOCCA et al., 2005; REED; GLOSSOP;
OGILVIE-HARRIS, 1996; SMITH et al., 2006; ZHENG; HARRIS; ANDREWS, 2008); altas
taxas de falha na cicatrizagdo tendinea tém sido reportadas, entre 38% a 94%, principalmente
nas lesdes grandes e extensas do manguito rotador (BOILEAU et al., 2005; GALATZ et al.,
2004; YOO; CHO; RHEE, 2013; KIM et al., 2014; NAMDARI et al., 2014; BISHOP et al.,
2006; TASHJIAN et al., 2010).

Acredita-se que uma das razdes para esses altos indices de falha apds reparo tendineo
decorra das alteracBes degenerativas intrinsecas do tenddo, sobretudo relacionada a baixa
celularidade e suprimento sanguineo na entese. No intuito de potencializar a cicatrizagcdo do
tend@o na tuberosidade umeral, seja como coadjuvante durante o procedimento cirurgico ou
até mesmo numa etapa preventiva a cirurgia, a medicina regenerativa tem desempenhado um
papel cada dia mais promissor (RODEO et al., 2007; IDEO et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2010; SCHMITT et al., 2012; ZHAO et al., 2013; LI et al., 2015; DINES et al., 2017, XIN et
al., 2017).

Dentre as estratégias adotadas pela medicina regenerativa se sobressai a terapia
celular, caracterizada pela utilizacdo de células tronco mesenquimais (CTMs). Estas se
caracterizam pelo potencial de diferenciacdo numa variedade de células de tecidos no adulto,
tais como tendcitos, condrdcitos, osteoblastos e fibroblastos, bem como secre¢do de multiplos
fatores de crescimento para estabelecer um ambiente regenerativo. Os beneficios estdo
relacionados a capacidade de autorrenovacéo, de diferenciacdo multilinhagem e da modulacéo

do microambiente, resultante da sintese e liberagcdo de citocinas e fatores de crescimento,
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atuando de forma autdcrina e paracrina (PATEL; SHAH; SRIVASTAVA, 2013). Ao
desempenhar essas fungdes, as CTMs agem sinergicamente aos eventos orquestrados do
processo de reparo tecidual, contribuindo com a modulacdo do processo inflamatorio, com o
processo de revascularizagdo, com a restauracdo da matriz extracelular e também com o
repovoamento por células diferenciadas especificas do tecido (AMINI et al., 2012; SCHMITT
et al., 2012; HENKEL et al., 2013; LIU et al., 2013; COX et al., 2015; MITCHELL et al.,
2016; ROSENTHAL; BADYLAK, 2016).

Diversos estudos em modelos animais e ainda escassos ensaios clinicos tém apontado
que o aporte bioldgico no reparo tendineo com fatores de crescimento e CTMs aumenta a
regeneracdo tendinea, com superioridade na cicatrizagdo e menor indice de reruptura tendinea
do manguito rotador. (HERNIGOU et al., 2014; VAUDREUIL; VO; SOWA, 2017; LOPEZ-
VIDRIERO et al., 2010; SANCHEZ MARQUEZ et al., 2011; RANDELLI et al., 2011;
GULOTTA etal., 2009; ISAAC et al., 2012; MILANO et al., 2013).

Dentre as fontes de obtencdo de CTMs do ombro de humanos, a medula 6ssea é uma
fonte viavel. Durante a cirurgia de reparo do manguito rotador, elas podem ser obtidas da
cabeca umeral sem prejuizo ao paciente e ao andamento da cirurgia (MAZZOCCA et al.,
2010). Outra fonte de obtencdo de CTMs é a bursa subacromial. Ela representa o tecido
sinovial extra articular, localizado anatomicamente entre 0 manguito rotador e o acrémio e
promove um mecanismo de deslizamento entre estas estruturas, além de propriedades
biologicas (UTSUNOMIYA et al., 2013; STEINERT et al., 2015).

Tradicionalmente para estudos in vitro, as células sdo cultivadas em cultura 2D,
dispostas em monocamadas. No entanto, a cultura em 3D é considerada mais fisiolégica que a
2D por mimetizar mais precisamente as propriedades de estrutura e microambiente celular in
vivo. (JOCKENHOEVEL et al., 2001; CHEN et al., 2002; CHEN et al., 2013; PUENTE;
LUDENA, 2014; COSTA et al., 2016; DUVAL et al., 2017; HO et al., 2017). NAo obstante, a
técnica em 3D surge como uma estratégia da medicina regenerativa na etapa de entrega dessas
celulas no ambiente de leséo tecidual.

Embora esteja estabelecido o papel promissor da medicina regenerativa nas lesdes do
manguito rotador do ombro, pouco se sabe sobre as fontes de CTMs ap6s o cultivo em
esferoides celulares potencialmente provedoras de suporte biologico a regeneracao
osteotendinea. Espera-se, com 0s conhecimentos gerados nessa pesquisa, contribuir com a
melhor compreensdo do potencial destas fontes celulares e com a apropriada parametrizacéo

da terapia celular no tratamento das lesées do manguito rotador em humanos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 MANGUITO ROTADOR DO OMBRO

O cingulo do membro superior é composto por quatro articulacdes: a
glenoumeral, acromioclavicular, escapulo torcica e esterno clavicular. O ombro é uma
articulacdo complexa pelo seu delicado equilibrio entre mobilidade e estabilidade. A
articulacdo glenoumeral possui estabilizadores estaticos e dindmicos. Os restritores dindmicos
sdo os musculos do manguito rotador e tenddo da cabeca longa do biceps. Compdem o0s
tenddes do manguito rotador o supraespinhal, infraespinhal, redondo menor e subescapular,
conforme ilustrado na figura 1. Estes quatro tend@es se inserem nas tuberosidades maior e
menor do umero proximal e permitem as mobilidades de elevagdo, rotacdo interna, externa,

aducdo, abducéo e cincundagdo do ombro, em sinergismo com outros grupos musculares.

Figura 1 - Pecas anatdmicas do cingulo escapulo umeral humano nas vistas superior, posterior e anterior.
Musculos que comp8em o manguito rotador no ombro: muasculo do supraespinhal*, infraespinhal **, redondo
menor *** e subescapular ****,

Vista Superior Vista Posterior Vista Anterior

Fonte: Gobbi; Espregueira-Mendes; Lane; Karahan (2017, p. 218)

Dor no ombro representa a terceira queixa ortopédica mais comum (UMER; QADIR,;
AZAM, 2012). A tendinopatia do manguito rotador € uma causa frequente de dor no ombro,
sendo o tenddo do supraespinhal o mais acometido. Seu ventre muscular se origina na borda
posterior da escapula, superior a espinha da escapula e se insere na tuberosidade maior do
Umero. O tendao do supraespinhal esta sujeito as forcas de tensdo e compressao entre 0 imero
e 0 arco coracoacromial, formado pelo coracdide, acrémio e ligamento coracoacromial. E em
sua insercao que ocorre a maioria de suas lesdes.

Histologicamente, conforme figura 2, a entese do tenddo do supraespinhal é dividido

em quatro zonas: Zona |, tenddo propriamente dito, é constituida de colageno tipo | e pequena
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quantidade de decorin. Zona Il, também conhecida como fibrocartilagem ndo mineralizada,
contém colagenos Il e 111, com pequena quantidade dos tipos I, IX e X. Na Zona Ill, ocorre
uma mineralizacdo da fibrocartilagem, com deposicdo de colagenos Il, X e agrecan. A zona

IV é formada por fibras de colageno | ancoradas no osso (DEAN BJ et al., 2012).

Figura 2 - Corte histol6gico das camadas da entese do manguito rotador no ombro. FC: Fibrocartilagem. FC-
NC: fibrocartilagem nédo calcificada. FC-C: fibrocartilagem calcificada. Vasos sanguineos estdo ausentes na
fibrocartilagem.

Fonte: Adaptado de Benjamin et al. (1986).

Tanto o desenvolvimento quanto a maturagdo da entese sdo pouco compreendidos.
Sabe-se que apds o reparo cirdrgico, ocorre uma cicatriz fibrosa, sem um gradiente
organizacional de colageno e de mineralizacdo, com capacidade mecéanica inferior a
fibrocartilagem nativa. Alguns processos no desenvolvimento e maturacdo da entese sdo
gradualmente elucidados, como a importancia da carga muscular e a presenca de fatores
génicos moleculares de transcricdo, tais como scleraxis (Secex) e Sox9, envolvidos na
diferenciacdo de células progenitoras em tendcitos e condrocitos. No entanto, ainda nédo esta
claro como as atividades celulares sdo coordenadas neste processo (JENSEN P.T.,
LAMBERTSEN K.L., FRICH L.H., 2017).

Na entese, o componente celular sofre mudancas graduais de diferenciagéo,
representado nas zonas correspondentes. Na Zona | estdo presentes os tendcitos alongados.
Zona |Il, células arredondadas, os fibrocondrdcitos. Zona I, condrocitos hipertréficos
dispostos em coluna e por fim, na Zona IV, tecido désseo denso. Acredita-se que a
mineralizacdo ocorre com a expressdo do colageno tipo X pelos condrocitos hipertréficos,
mais presente na fibrocartilagem mineralizada (ossificacio endocondral). A medida que as

células se diferenciam, elas mudam a expressdo do tipo colageno, criando o gradiente de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jensen%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29329904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lambertsen%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29329904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frich%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29329904
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matriz extracelular mineralizada de uma entese madura (JENSEN P.T., LAMBERTSEN K.L.,
FRICH L.H., 2017).

O conceito atual da etiologia das tendinopatias do manguito rotador, principalmente no
tenddo supraespinhal, decorre de cargas e estresse que excedem a capacidade de reparo
tendineo pelos tendcitos (componente celular) e estes falham na deposicdo de matriz
extracelular organizada em fibras de colageno tipo | de maior resisténcia ténsil. A principal
etiologia acredita-se ser de origem degenerativa do tenddo, desencadeando as tendinopatias
agudas, subagudas e cronicas, representadas pelas tendinoses e rupturas parciais e totais em
sua insercdo. Sabe-se que a maioria das rupturas ocorre no ponto de maior estresse mecanico,
na face articular da inser¢do do supraespinhal (SPARGOLI, 2018).

Ainda quanto a etiologia das tendinopatias, apesar de causa degenerativa, € necessario
listar fatores intrinsecos como idade, vascularizacdo e componente genético e fatores
sisttmicos como condig¢Bes autoimunes e inflamatorias, diabetes. Dentre fatores extrinsecos
destacam-se traumas, sindrome do impacto, forma de acrémio e altera¢cdes cinematicas da
escapula (CARDOSO et al., 2019).

Microscopicamente, nas tendinopatias ocorrem alteracdes metabolicas nos tendcitos e
na matriz extracelular. Com a hipoxia, ha uma reinervagdo com aumento de nociceptores e
neurotransmissores como substancia P e glutamato, além de uma neovascularizacdo. Os
tendcitos perdem sua forma original, alguns entram em apoptose, outros assumem um
fenotipo fibrocondrogénico (metaplasia condroide), incapazes de restaurar uma organizacao
da matriz extracelular de colageno tipo I, em que passa a predominar colageno tipo Ill, com
menor resisténcia tensil. Também ocorre degeneracdo com infiltragdo gordurosa muscular
(SPARGOLLI, 2018).

Quanto ao tratamento das tendinopatias, na auséncia de rupturas tendineas, recorre-se
ao tratamento incruento, baseado principalmente no uso de medicamentos orais e terapias
manuais para alivio dos sintomas e melhora da funcdo. Na presenca de rupturas ou falha do
tratamento conservador, estd bem estabelecido o tratamento cirdrgico de reparo do tenddo no
0ssO através da técnica cirdrgica aberta ou artroscépica. A fim de melhorar os resultados
cirargicos e reduzir os indices de falha na cicatrizacdao tendinea com o evento de rerupturas,
solucdes biologicas de reforco tém sido apresentadas pela medicina regenerativa (RANDELLI
et al., 2016).

Portanto, no intuito de melhorar o microambiente no sitio de reparo, promover a
ativacdo de vias de sinalizacdo e o recrutamento de células progenitoras envolvidos no

processo fisiologico de reparo tendineo, evitar a formagdo de uma cicatriz na entese com


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jensen%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29329904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lambertsen%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29329904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frich%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29329904
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menor resisténcia tensil; investigacbes com fatores de crescimento, engenharia de tecidos e
terapia celular com CTMs tém sido apresentadas no ambito da nova ciéncia da medicina

regenerativa.

2.2 TENDINOPATIAS DO MANGUITO ROTADOR

Histologicamente, conforme ilustrado na figura 3, um tecido é constituido por células,
matriz extracelular e uma substancia fluida, o fluido extracelular que banha este tecido. O
tenddo é formado pelo componente celular, tendcitos, que produzem e interagem com a matriz
extracelular, formada basicamente de fibras de colageno tipo I. As fibras colagenas sdo
compostas de subunidades de tropo colageno polimerizadas linearmente. Sao as sequéncias de
aminoacidos da cadeia o (glicina, prolina, hidroxiprolina e hidroxilisina) que permitem a
classificagcdo em mais de 20 tipos de colageno. A resisténcia as forcas de tensdo ocorre gragas

as fibras resistentes e inelasticas formadas pelas proteinas de colageno.

Figura 3 - Representagdo esquematica macroscdpica e microscopica da histologia tendinea do manguito rotador
do ombro. Os tendbes do manguito rotador que se inserem na tuberosidade umeral, pertencentes ao cingulo
escapulo-umeral, sdo constituidos histologicamente (A) pelo componente celular, o tenocito, e a matriz
extracelular (B). A matriz extracelular é formada principalmente de fibras de colageno tipo | (C), dispostas
linearmente por subunidades de tropo colageno, constituidos por sua vez de sequéncias de aminoacidos.
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Os tenddes sdo a interface entre o musculo e o0sso. Eles apresentam baixa taxa
metabdlica, sdo pouco vascularizados e celularizados (KANNUS, 2000). Sdo submetidos as
forcas mecanicas de tracdo pela funcdo que desempenham. Esta relativa baixa vascularizacao
predispfe a uma recuperacdo mais retardada quando lesado. Quando h& uma falha nos
mecanismos fisioldgicos de reparo tendineo diante do estresse, ocorre a tendinopatia, um
desarranjo na matriz extracelular, condicédo esta dolorosa (CARDOSO et al., 2019).

Tendinopatias representam aproximadamente 30% das queixas musculoesqueléticas.
Clinicamente, a tendinopatia pode levar a cronicidade e dor. Embora alivio da dor seja
importante no tratamento do paciente, as modalidades atuais de tratamento baseiam-se no
alivio imediato da dor com o uso de medicamentos anti-inflamatérios, infiltragdes de
corticosteroides e imobilizacdo. Estas terapias sdo questionaveis quanto a fundamentacao
sobre a histofisiopatologia das tendinopatias e ndo primam pelo rearranjo tecidual das fibras
de colageno, prerrogativa da medicina regenerativa (GALANG et al., 2015).

Apesar da fisiopatologia principal da tendinopatia ser de origem degenerativa € ndo
inflamatoria, a principal modalidade de tratamento continua ser infiltracdo de corticosteroide.
Sabe-se que o uso intratendineo de corticoide enfraquece o tenddo e predispde as rupturas
(MACMAHON et al., 2009). Outra desvantagem, quando aplicado no subcutaneo, pode levar
a atrofia gordurosa da camada da derme e despigmentagdo epitelial. Sistemicamente, pode
suprimir hormdnios adrenocorticotroficos e dificultar o controle glicémico em pacientes
diabéticos.

Alguns termos sdo usados para descrever desordens tendineas: tendinites, tendinoses e
rupturas. Por tendinite, entende-se um processo agudo, inflamatério. Termo em abandono pela
auséncia ou minima presenca de citocinas inflamatdrias nas desordens dolorosas, preferindo-
se 0 termo tendinopatia. Por tendinose, entende-se uma condicdo subaguda ou crénica com
desarranjo das fibras de colageno, em que houve uma falha no processo de reparo tendineo
promovido pelos tendcitos (figura 4). Ja rupturas, evolugdo desfavordvel final das
tendinopatias, podem ser de espessura parcial ou total do tendao.
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Figura 4 - Teoria do ciclo da tendinose. Desenvolvimento de uma tendinopatia cronica devido ao inadequado
reparo dos tenddes e insuficiente restauracdo da arquitetura original das fibras de colageno. Um aumento da
demanda no tenddo leva a um reparo inadequado do coladgeno, morte do tendcitos, reducdo da producgéo de
colageno e predisposicao para novas lesdes.

[ Aumento da demanda no tend&o ]
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Fonte: Adaptado de Leadbetter (1992).

Outro termo relacionado € a entesopatia. Entese é a porcdo do tenddo que se ancora no
0ss0. No ombro, os tendfes do manguito rotador se inserem nas tuberosidades maior e menor
umeral através da entese, uma fibrocartilagem que transmite e dissipa as forcas de tracdo
musculares do tend&o ao 0sso.

As modalidades de tratamento das tendinopatias sob a concepgdo da medicina
regenerativa baseiam-se na preservacao e reorganizacdo das fibras de colageno tendineas.
Perfazem as seguintes técnicas de tratamento: fenestracGes percutdneas com agulha,
proloterapia, plasma rico em plaquetas (PRP) e aspirado de medula 6ssea (AMO) contendo
células progenitoras, células tronco mesenquimais.

A primeira técnica, também conhecida por “dry needle”, com o auxilio da
ultrassonografia, busca criar sangramentos em areas de degeneracdo tendinea, estimular a
angiogénese e proliferacdo fibroblastica, recrutamento de fatores de crescimento e assim,
promover a reparacdo tendinea.

A proloterapia envolve a injecdo de uma solugdo hiperosmolar de dextrose ao redor do
tenddo, solucdo irritativa e capaz de aumentar a sintese de colageno no tenddo pelos
fibroblastos. O exato mecanismo n&o esta bem elucidado.

Plasma rico em plaquetas é um produto aut6logo e de facil obtencdo a partir do sangue
periférico do paciente, que permite uma concentragdo supra fisiologica de plaquetas. Sabe-se
que além do papel na hemostasia, as plaquetas participam do reparo tecidual ao liberar, de
seus o granulos quando ativados, diversas citocinas e fatores de crescimento (TGFb, PDGEF,

TGFb, IGF |, bFGF, VEGF) com atividades angiogénicas, pré-inflamatdrias e quimiotaxicas
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para fibroblastos, células endoteliais e progenitoras dos tendcitos, além de estimulo para
formacéo e deposicdo de matriz extracelular tendinea.

A terapia baseada no aspirado de medula 6ssea (AMO) tem por objetivo a aplicacdo
intralesional de células progenitoras presentes na medula dssea, geralmente aspiradas através
de perfuracdes na asa do iliaco, sendo deste sitio doador, maior volume obtido e menor
morbidade comparada a outras fontes 6sseas.

Das dezenas de milhdes de células nucleadas do AMO, aproximadamente 0,01% a 1%
sdo células tronco hematopoiéticas e 0,001% a 0,01% sdo células tronco mesenquimais,
respectivamente caracterizadas pela expressdo do antigeno CD34+ e Unidades Formadoras de
Colbnia, CFU-F (MURPHY et al., 2015). Em modelos animais, 0 uso combinado de PRP e
CTMs tém mostrado superioridade na osteo-integracdo do reparo tendineo (TENG et al.,
2016; CANAPP et al., 2016).

Na prética clinica, poucos trabalhos tém relatado o uso de CTMs obtidas de aspirado
de medula 6ssea no tratamento de lesbes do manguito rotador.

Mazzocca e colaboradores (2010), em um estudo coorte com 23 pacientes, propuseram
a obtencdo segura, eficaz e rapida de concentrado de medula 6ssea, contendo células tronco
mesenquimais, obtidas do Umero proximal durante cirurgia artroscopica de reparo do
manguito rotador. Pelos orificios de entrada das ancoras, através de um abocath 14, coletaram
uma média 23 ml de sangue nos quais, apds centrifugacdo com sucrose a 17,5%, obtiveram
uma fracdo de 12,1 + 0,86 x 10 ® células nucleadas /ml, comparaveis & fonte de crista iliaca
para obtencéo de células tronco mesenquimais.

Ellera Gomes e colaboradores (2012) investigaram o reparo do manguito rotador
acrescido de células tronco mononucleadas da medula 6ssea autdloga de quatorze pacientes.
Aspirado 100 ml medula 6ssea da crista iliaca e obtido 10 ml gradiente com células
mononucleares separadas com Filcoll. Obtiveram uma concentracdo média de 3.81x10°
células mononucleadas. Concluiram que o reparo do manguito rotador seguido da
implantacdo de concentrado de aspirado de medula 6ssea na borda do tenddo roto e no
“footprint” ¢ uma alternativa segura e promissora na busca por uma melhor cicatrizagdo
tendinea do manguito rotador.

Beitzel e colaboradores (2013) compararam a coleta de CTMs do umero proximal e do
fémur distal, durante cirurgias artroscopica do ombro de 55 pacientes e de joelho de 29
pacientes. A quantidade de células nucleadas por volume de concentrado de medula éssea nas
duas localidades foi semelhante. Com relagdo ao Gimero proximal, obtiveram 38,7x10° células

nucleadas/ml e uma média de volume aspirado de 22,5 ml.
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Utsunomiya e colaboradores (2013) isolaram e caracterizaram células tronco
mesenquimais obtidas de diferentes fontes do ombro de humanos durante o reparo
artroscopico do manguito rotador. Foram estudados quatro fontes no ombro de 16
participantes: sindvia da glenoumeral, bursa subacromial, margem tendinea do supraespinhal
roto e residuos tendineos inseridos na tuberosidade umeral. Concluiram que a bursa
subacromial é uma excelente fonte de células tronco mesenquimais.

Hernigou e colaboradores (2014) relataram um estudo caso controle com 45 pacientes
submetidos ao reparo artroscopico do manguito rotador acrescido de 12 ml de concentrado de
medula dssea de crista iliaca (CMO) com uma média de 54 x 10 * (> 4200 CFU-F/ml x 12ml)
contendo células tronco mesenquimais ao final do reparo no “footprint”. Concluiram uma
melhora significativa na cicatrizacdo e menor indice de re-ruptura no grupo dos pacientes
tratados cirurgicamente com reforco bioldégico de CMO (13% de re-ruptura) comparado ao
grupo controle sem aporte bioldgico (56%) num seguimento de 10 anos.

Steinert e colaboradores (2015) caracterizaram CTMs derivadas da bursa subacromial
e as comparou com CTMs da medula 6ssea da cabeca femoral, em pacientes submetidos a
artroplastia quadril. Concluiram que sdo similares quanto aos potenciais de proliferacdo e
diferenciacdo condrogénica, osteogénica e adipogénica.

Centeno e colaboradores (2015) em um estudo prospectivo com 102 pacientes, 115
ombros, observaram resultados encorajadores da terapia de concentrado de medula dssea
(CMO) no tratamento de osteoartrite glenoumeral e lesdo manguito rotador. A terapia de
infiltracdo de CMO obtido da crista iliaca juntamente com plasma rico em plaquetas
apresentou uma melhora substancial na dor e fungdo do ombro destes pacientes.

Hernigou e colaboradores (2015) relataram a diminui¢&o na concentracdo de CTMs na
tuberosidade umeral nos pacientes submetidos ao reparo cirrgico do manguito rotador. Nos
200 pacientes estudados, concluiram que a diminuicdo da quantidade de CTMs era
estatisticamente correlacionada com os seguintes fatores: atraso entre inicio dos sintomas e
reparo cirurgico da lesdo, numero de tenddes envolvidos, tamanho da lesdo, infiltragdo
gordurosa muscular e 0 aumento da idade do paciente. Nos pacientes menores que 55 anos,
prevaleceu uma queda de 30 a 50%. Nos pacientes acima de 65 anos, prevaleceu uma
diminuicdo maior que 70% na concentracdo de CTMs comparado ao grupo controle de 75
pacientes sem leséo.

Mora e colaboradores (2015), num artigo de revisdo sobre terapia com CTMs em

desordens do manguito rotador, concluiram que o uso clinico ainda € limitado. Embora
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estudos em animais tenham demonstrado resultados promissores, a terapia nas lesdes do
manguito rotador deve ser considerada uma técnica experimental.

Nagura e colaboradores (2016) estudaram células progenitoras derivadas das margens
do tenddo supraespinhal roto de nove pacientes submetidos a cirurgia. As células foram
isoladas e sua expansibilidade e potencial multilinhagem foram analisados in Vvitro.
Caracterizaram nos fragmentos tendineos descartados no ato cirdrgico a presenca de CTMs e
que estas apresentavam um padrdo de diferenciacdo condrogénica para deposicdo de matriz de
colageno similar a ossificacdo endocondral da entese.

Schwab e colaboradores (2018) apresentaram um estudo caso controle sobre a
implantacdo de tendcitos autdlogos na tendinopatia do subescapular do ombro de um nadador,
apos falha no tratamento conservador. Concluiram que no atleta houve uma melhora
significativa na funcdo e na morfologia do tenddo apds a implantacdo, guiada por ultrassom,
de tendcitos autélogos expandidos in vitro pds-bidpsia do tenddo palmar longo.

Campbell e colaboradores (2019) compararam a presenca de CTMs de duas fontes no
Umero proximal de 20 pacientes submetidos ao reparo artroscopico do manguito rotador.
Coletaram fragmento 6sseo do footprint umeral com uma rugina, média de 100 mg de 0sso, e
fragmentos tendineos da margem rota do supraespinhal, média de 60 mg. Concluiram um
maior nimero de CTMs derivadas do tenddo que do tecido 6sseo. Portanto, uma importante

fonte potencial de CTMs na formacao da nova entese ap0s reparo cirdrgico.

2.3 MEDICINA REGENERATIVA

O conceito de regeneracdo tecidual € antigo. A primeira referéncia data da mitologia
grega, escrito por Hesiodo e Esquilo. Prometheu, um tit4 que fora castigado por Zeus por ter
roubado o fogo de Héstia e dado aos mortais, foi amarrado numa rocha e uma &guia consumia
seu figado, que se regenerava no dia seguinte, por 30 mil anos. E no século 19 que ocorre um
significativo avango no conhecimento sobre o tema. A palavra “Stem cell” (“stammzelle”,
German) data deste periodo por Haeckel e em 1907, o estudo da primeira célula tronco por
Ross Granville Harison. O primeiro transplante de medula dssea com sucesso ocorreu em
1968 com Thomas e colaboradores. Em 1869, Goujon demonstrou a capacidade regenerativa
da medula 6ssea ao reconstruir tecido 6sseo. O termo Células Tronco Mesenquimais (CTMSs)
foi descrito primeiramente por Dr. Arnold Caplan em 1991. Em 1992, a primeira descri¢do do
termo Medicina Regenerativa em artigo cientifico. Em 1996, criacdo do primeiro animal

clonado, a ovelha Dolly. Em 1999, primeiro 6rgdo produzido em laboratério, uma bexiga. Na
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primeira década do seculo 21, Shinya Yanaka e Kazutoshi Takahashi usaram um retrovirus
para reprogramar o codigo genético de um fibroblasto e introduziram um novo termo
“induced pluripotent stem cell” (iPSC), expandindo as possibilidades terapéuticas da
medicina regenerativa (HARRELL et al., 2015).

A medicina regenerativa € um campo da ciéncia amplo, diverso e envolvente.
Emprega conhecimentos basicos de biologistas, engenheiros, fisioterapeutas e médicos.
Incorpora ferramentas da engenharia de tecidos (“scaffolds”), biologia celular ¢ molecular

(figura 5), no intuito de acelerar a cascata natural de reparacéo tecidual.

Figura 5 - Representacdo esquematica da medicina regenerativa. Emprega ferramentas e dispositivos baseados
em células progenitoras, moléculas sinalizadoras do processo de reparacdo tecidual e a bioengenharia dos
suportes.

Moléculas
Sinalizadoras

Fonte: O proprio autor.
Os objetivos da aplicacdo de terapias bioldgicas sob a concepgdo da medicina
regenerativa é acelerar as fases do processo regenerativo (CLARKE et al., 2018), conforme
representacdo temporal na figura 6 e melhorar a qualidade da cicatrizagcdo tecidual com a

restauracdo do tecido mais proximo possivel do nativo (MAZZOCCA et al., 2010).

Figura 6 - Otimizagdo das fases do processo de cicatrizacdo tecidual: fases inflamatoria, proliferativa e de
remodelacdo. Encurtamento temporal sob aplicacdo das ferramentas da medicina regenerativa.
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REGENERATIVA.
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[ B Do
. Fase de Remodelagio

Fonte: Adaptado de Clarke et al. (2018).
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As melhores praticas na medicina regenerativa utilizam preparacdes de plaquetas,
plasma rico em plaquetas (PRP) e células tronco mesenquimais (CTMs), classicamente
obtidas de aspirado da medula éssea (AMO) da crista iliaca ou de tecido adiposo do paciente.
Primam pela introducéo supra fisiologica no sitio de leséo tecidual de citocinas e fatores de
crescimento das plaquetas, neutréfilos pro-inflamatérios e de células progenitoras.

A cascata de reparacdo é ilustrada na figura 7. Consiste nas fases inflamatdria,
proliferativa e de remodelacdo. Basicamente na fase inicial, 1 a 3 dias, atuam citocinas e
fatores de crescimento liberados pelas plaquetas, neutrofilos e fagocitos para degradacdo do
tecido lesado e recrutamento e ativacdo de células tronco mesenquimais, como fibroblastos e
células endoteliais. Na fase seguinte, 1 a 10 dias, neovascularizacdo e proliferacdo das células
teciduais com producédo de matriz extracelular, colageno principalmente. Na Gltima fase, 10 a
30 dias, a deposicdo, maturacdo e remodelamento da matriz extracelular com

restabelecimento da arquitetura e fungéo tecidual.

Figura 7 - Cascata de reparacdo tecidual natural: Fases inflamatoria, proliferativa e de maturacgéo, durante as
quais células progenitoras sdo recrutadas ao sitio de lesdo a fim de se proliferarem, promoverem a
revascularizacdo, secrecdo de matriz extracelular e remodelarem o tecido regenerado.
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Fonte: Adaptado de Mautner et al. (2011).

Ainda sobre medicina regenerativa, a engenharia de tecidos tem contribuido com os
avancos da mesma. Ela busca solucionar questdes relevantes e complexas na regeneragdo dos
diferentes tecidos do corpo humano e restaurar a estrutura e fungéo do 6rgio. E fundamental o
entendimento bioldgico das etapas de reparo tecidual compreendidas pela ciéncia basica da
histologia e fisiologia a fim de se desenvolver biomateriais que irdo interagir e otimizar esses

processos ou evitar falhas de preenchimento ou cicatrizes ndo funcionais nos tecidos. Como
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exemplo, o infarto resulta numa &rea de cicatriz, fibrose, que reduz a funcdo miocardica.
Falhas d&sseas poés-trauma, perda tecidual apds infeccdo; formacdo de uma
pseudofibrocartilagem tendinea na entese apds reparo do manguito rotador no Umero. A
engenharia de tecidos busca criar soluges fisicas e bioldgicas para estas situacdes.

Idealmente, um biomaterial mimetiza a macro e microestrutura da matriz extracelular
do tecido, permite a angiogénese, o carreamento de fatores de crescimento, a atuacdo e
diferenciacdo de células tronco mesenquimais e a incorporacdo de um tecido sadio neste
biomaterial (LAURENCIN et al., 2019). Estes biomateriais podem ser feitos de polimeros
naturais como hidro gel de colageno, chitosan, alginato, acido hialurénico e polimeros
sintéticos como poliéster; metal como titanio e combinados. Um requisito geral para todos 0s
suportes de biomateriais é reproduzir um ambiente de matriz extracelular para apoiar o
crescimento celular (HAYCOCK J. W. 2011).

A impressdo em trés dimensdes (3D) vem superar limitacdes da engenharia de tecidos
ao reproduzir com maior precisao a microestrutura do tecido alvo. Avancos na engenharia de
tecidos em 3D também permitem a geracdo de “organoides” in vitro. Organoides sdo
grupamentos celulares especificos dispostos em 3D, esferoides celulares, com capacidade de
auto renovacgdo e que mimetizam a funcdo e a morfologia do 6rgdo (CLARKE et al., 2018).
Os esferoides sdo uma espéecie de ambiente artificial que permite que as células cresgcam e
interajam umas com as outras e com seus arredores em todas as dimensoes.

Apesar da cultura celular em duas dimensGes ser rotina nos estudos de laboratorios
pelo mundo, a cultura 3D é mais relevante e requer uma abordagem e expertise
multidisciplinar. Culturas dispostas em 3D permitem a interacdo entre células, proliferacédo,
migracdo, apoptose e uma série de eventos moleculares sob uma organizacdo espacial que
reproduzem com maior confiabilidade a anatomia e fisiologia tecidual. Os esferoides celulares
podem ser facilmente visualizados por microscopia de luz, fluorescéncia e confocal, ndo
precisam de scaffolds e tém sido utilizados na modelagem de estudos de crescimento e
metastase de tumores solidos, além de vérios estudos terapéuticos (HAYCOCK J. W., 2011).

As CTMs aceleram e melhoram a qualidade do tecido regenerado, no entanto, o
microambiente hostil do tecido lesado, com presenca de fatores pro-apoptoticos, estresse
oxidativo, baixa nutricdo e fatores locais de hipoxia, € uma importante barreira para o pleno
desempenho das CTMs, desde sua implantacdo, aderéncia, sobrevivéncia e proliferacdo.
Existem algumas estratégias para contornar esta barreira e amplificar o potencial terapéutico
da CTMs (SHOJAEI F. et al., 2019).
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Como dito anteriormente, a utilizacdo de scaffolds permite a entrega e a migracdo das
CTMs para o ambiente desejado. Outra estratégia sdo os esferoides celulares de CTMs.
Cultivadas em 3D, aumentam os efeitos paracrinos das células aprisionadas e a secrecdo de
citocinas pro-angiogénicas e anti-inflamatorias. Os esferoides também melhoram a migragéo,
proliferacdo e taxa de sobrevivéncia celular que levam a maior angiogénese, proliferacéo e
deposicdo de matriz extracelular (SHOJAEI F. et al., 2019).

A primeira geragdo de “ortobiologicos”, ferramentas da medicina regenerativa no
tratamento de lesdes do sistema musculo esquelético, pode ser representada pela proloterapia.
Descrito em meados de 1930, o método baseia-se na injecdo de soro fisioldgico na lesdo a fim
de alterar o microambiente, limitar a inflamagdo e permitir a sinalizacdo mais efetiva de
moléculas sinalizadoras da cascata de regeneracdo. Também ha a viscussuplementacdo com o
uso de acido hialurdnico intra-articular nas osteoartroses. Geragfes mais recentes de
“ortobioldgicos” envolvem produtos autélogos como o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e
Aspirado de Medula Ossea (AMO). E por fim, a mais recente e promissora, a terapia celular

com células tronco mesenquimais (HARRELL et al., 2015).

2.4 TERAPIA CELULAR NAS LESOES DO MANGUITO ROTADOR

Células tronco mesenquimais possuem a capacidade de auto renovacao e habilidade de
diferenciacdo em diferentes tipos celulares do mesenquima, incluindo osteoblasto,
condrocitos, tendcitos e adipdcitos (figura 8). “In vitro”, estas células podem expressar
caracteristicas fenotipicas de diferentes linhagens mesenquimais, como cartilagem, 0sso,
musculo, tenddo e tecido adiposo. O emprego destas células em um tecido lesado com baixa
capacidade regenerativa permitiria a regeneracao tecidual pela reposicéo celular (CLARKE et
al., 2018).
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Figura 8 - Célula Tronco Mesenquimal pode se autorreplicar, proliferar, assim como se diferenciar em outras
linhagens celulares do sistema musculoesquelético (células progenitoras multipotentes) repovoando o tecido
lesado.
CélulasTronco
Mesenquimais
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™~ Célula Progenitora
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Fonte: Adaptado de Malanga; Ibrahin (2018, p. 17).

N&o somente pelo potencial de diferenciacdo celular, estas células também exercem
um efeito paracrino nas células residentes no tecido (figura 9), induzindo indiretamente a
neoangiogénese, proliferacdo e diferenciacdo celular através de citocinas e fatores de
crescimento, além de uma atividade imunomodulatéria do processo inflamatorio tecidual
(RANDELLI et al., 2016).

Figura 9 - Células Tronco Mesenquimais participam da regeneracdo tecidual por diferentes vias. Elas se
diferenciam na linhagem celular especifica do tecido lesado e repovoam os nichos de células perdidas (A). Elas
também influenciam indiretamente a regeneracdo tecidual através da secregdo de fatores de crescimento, que promovem a
revascularizagdo e neoanginogése, proliferacéo e diferenciagdo celular dentro do tecido (B), E por fim, modulam o processo
inflamatério (C).

wg 0

Fonte: Schmitt et al. (2012).
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De acordo com a Sociedade Internacional de Terapia Celular sdo necessarios trés
critérios para identificar uma célula tronco mesenquimal: aderéncia ao plastico das garrafas de
cultura (poliestireno), expressdo de antigenos de superficie CD 105, CD 73 e CD 90, com
auséncia dos CD 45, CD 34, CD 14/11b, CD 19 e antigenos do sistema imune HLA, além da
habilidade de diferenciacdo em osteoblastos, condroblastos e adipécitos (BEREBICHEZ-
FRIDMAN; MONTERO-OLVERA, 2018).

Estas células precursoras podem ser encontradas e isoladas em qualquer tecido
humano, no entanto, as principais fontes com baixa morbidade do sitio doador sdo o aspirado
de medula 6ssea e tecido adiposo. Por serem autdlogas, apresentam a vantagem de ndo
desenvolverem rejeicdo imunoldgica do enxerto.

As células tronco podem ser classificadas de acordo com o potencial de diferenciacao:
Pluripotentes, tais como células tronco embrionarias (CTES) e “induced pluripotent stem
cells” (iPSCs); as quais podem se diferenciar em qualquer célula do corpo. Multipotentes, tais
como células tronco mesenquimais e hematopoiéticas, as quais podem se diferenciar em mais
de um tipo celular, porém com um potencial menor que as pluripotentes (KANNUS P, 2000).

A terapia com células tronco mesenquimais tem sido aplicada em desordens do
membro superior. Patologias do manguito rotador no ombro sdo dificeis de tratar devido a
baixa vascularizagdo do tenddo, que na maioria das tendinopatias, progridem para
cronificacdo e ruptura. Existe uma fibrocartilagem altamente especializada de transigéo entre
0 tenddo e 0sso na insercdo do manguito rotador e que dificilmente é restabelecida apds o
reparo. O tratamento cirargico basicamente aproxima o tend&o roto na tuberosidade umeral e
uma cicatriz fibrosa é formada, porém com propriedades mecanicas inferiores a entese
original, sem o gradiente de rigidez entre tenddo e 0sso, responsavel pela dissipacdo do
estresse mecanico na entese.

A medicina regenerativa através de fatores de crescimento, terapia com células tronco
mesenquimais e o desenvolvimento de scaffolds pela engenharia de tecidos, busca recriar este
gradiente de tensdo entre as camadas da fibrocartilagem a fim de uma entese mais préxima da
original. (LAURENCIN et al., 2019). Apesar de promissora, existem preocupacfes quanto a
seguranca e efeitos adversos da terapia celular. Riscos de ossificacdo ectopica e formacéo de
tumores principalmente quando utilizadas células pluripotentes (LIU et al., 2017).

A perspectiva da terapia com CTMs pode ser o tratamento futuro de muitas doencas

ortopédicas, incluindo osteoartrite, lesdes osteocondrais, traumas musculares ou ligamentares,
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tendinoses, bem como patologias do menisco e do manguito rotador. A medicina regenerativa
representa uma nova fronteira da ortopedia, com solucdes elegantes e minimamente invasivas
na restauracdo de patologias do sistema musculoesquelético (LAURENCIN et al., 2019).

Em 2016, Randelli e colaboradores confirmaram, isolaram, caracterizaram e
cultivaram “in vitro” CTMs derivadas das margens de tenddo roto do supraespinhal durante
cirurgias artroscopica de reparo manguito rotador. Utsunomiya e colaboradores (2013)
também isolaram CTMs de diferentes sitios peri articulares do ombro, exceto da medula
0ssea, e concluiram que células tronco derivadas da bursa subacromial apresentavam maior
potencial de diferenciagéo celular e uma excelente fonte de CTMs para ser aplicada no reparo
do manguito rotador.

Poucos ensaios clinicos tém sido publicados até 0 momento sobre 0 uso de terapia
celular para reforco em cirurgias de reparo do manguito rotador (ELLERA GOMES et al.,
2012; HERNIGOU et al., 2014; CENTENO et al., 2015; MORA et al., 2015; SCHWAB et
al., 2018). Mazzocca e colaboradores (2010) e Beitzel e colaboradores (2013) mostraram que
0 umero proximal pode ser uma fonte de CTMs e que a coleta pode ser feita durante o
procedimento cirdrgico artroscopico de reparo do manguito rotador, permitindo num unico
tempo o reforco bioldgico do reparo. No entanto, novas pesquisas sao necessarias para definir

a seguranca e reprodutibilidade dos procedimentos na rotina das cirurgias do ombro.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar o potencial de diferenciacdo celular osteogénico apés cultivo 3D
de células tronco mesenquimais (CTMSs) obtidas de duas fontes do ombro de humano: regido

bursal e medula 6ssea umeral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Reproduzir e aprimorar o método de extracdo e isolamento das CTMs-MOh durante
a cirurgia de reparo artroscopico da lesdo do manguito rotador do ombro em humano.
e Avaliar histologicamente a constituicio e a transferéncia de esferoides

multicelulares de CTMs em meio de cultivo padrdo de diferenciagdo osteogénico.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 SUJEITO

Uma paciente com idade de 39 anos, submetida a cirurgia eletiva de reparo
artroscopico de lesdo do manguito rotador do ombro esquerdo apds falha do tratamento
conservador, foi elegivel ao estudo. O procedimento cirdrgico foi realizado pelo cirurgido
ortopédico especialista, autor deste projeto. Foi selecionado um voluntario sem infec¢éo ativa
ou recente, sem cirurgias ou fraturas prévias, sem lesdes vasculares ou neuroldgicas
acometendo o membro superior e sem morbidades tais como: Diabetes Melito, hepatite,
SIDA, uso prévio de quimioterapia ou radioterapia, coagulopatias ou uso crénico de
anticoagulantes, imunodeficiéncias ou uso de corticoide e de outros medicamentos que
acarretam alteracdes hematoldgicas.

Previamente ao procedimento cirdrgico, a paciente foi devidamente informada sobre
os procedimentos de coleta de amostras de sangue da medula 6ssea umeral e da bursa
subacromial durante a cirurgia, sem prejuizo ao andamento da cirurgia. Sua participacao
como voluntaria foi confirmada apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (anexo B), seguindo as normas previstas pela resolucdo 466/12 do Conselho
Nacional de Satde. O projeto foi aprovado (anexo A) ap6s submissio ao Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Araraquara (CEP-UNIARA) para adquirir o parecer de execugdo
da pesquisa (NUmero do Parecer: 3.255.760).

4.2 EXTRACAO E ISOLAMENTO DAS CELULAS TRONCO DA MEDULA OSSEA DO
UMERO PROXIMAL (CTMs-MOh)

Durante a cirurgia do reparo artroscopico do manguito rotador do ombro, com a
paciente sob anestesia geral, foi realizado o procedimento de extracdo das CTMs-MOh de
acordo com o protocolo descrito por Mazzocca e colaboradores (2010), porém com algumas
alteracdes, como uso de Ficoll para separacdo dos componentes do sangue da medula, 0 uso
de uma cénula de lipoaspiracdo para aspiracdo do sangue da medula 6ssea e o desligamento
do sistema de irrigacdo artroscépico com soro fisioldgico 0,9%. Apos visualizacdo da leséo do
supraespinhal e cruentizacdo da tuberosidade umeral com lamina de shaver abrasiva, foi
realizada a pré-perfuracdo 6ssea no local de insercdo das ancoras carreadas com fios de
sutura. Apds esta etapa cirurgica, antes do rosqueamento da ancora, foi introduzida uma

canula de lipoaspiracdo 3 mm x 15 cm através do pertuito na cortical umeral até a regido
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epifisaria proximal, aproximadamente 2 cm de profundidade. Nesse momento, foi desligado o
sistema de irrigacdo artroscopico realizado com soro fisioldgico 0,9%, e um volume de 30 ml
de medula foi aspirado numa seringa de 60 ml, lavada internamente com 2 ml de heparina. A
amostra de medula dssea foi transferida para um tubo falcon de 50 ml a temperatura resfriada
em recipiente térmico contendo gelo e encaminhada até o Laboratorio de Ensaios Clinicos
Celulares e Engenharia Regenerativa da Universidade de Araraquara (LECER/UNIARA) para
iniciacdo do processo de extracao celular.

No laboratério, o aspirado de sangue da medula éssea foi cuidadosamente introduzido
num recipiente contendo solucdo Ficoll e centrifugado por 5 min a 205 G. Pela diferenca de
densidade, foram obtidas as seguintes camadas de superior para inferior: plasma, buffy coat
contendo células mononucleares, Ficoll e a camada vermelha, contendo eritrocitos e
granuldcitos. E no buffy coat que se concentram as células tronco mesenquimais.

O volume do buffy coat aspirado foi submetido a contagem celular em contador
automatico (BIO-RAD TC 20 TM Automated cell Counter). Em seguida, foi introduzido em
garrafas para cultura de células (75 cm3 - KASVI), acondicionadas em estufa de cultura
celular por 72 h. As células foram lavadas duas vezes com solucdo tampéo fosfato-salino
(PBS 1x) para remocdo das hemécias e demais células ndo aderidas. O meio de cultivo foi
trocado trés vezes por semana, a fim de manter sob condic¢des ideais de cultivo as células

aderidas nas garrafas.

4.3 EXTRACAO E ISOLAMENTO DAS CELULAS TRONCO DA BURSA
SUBACROMIAL (CTMs-BSh)

Para extragdo de CTMs-BSh foi utilizado o protocolo descrito por Steinert e
colaboradores (2015). Durante a inspecdo artroscopica da regido subacromial, faz-se
necessaria a resseccdo parcial da bursa para visualizacdo da lesdo do manguito rotador, rotina
no procedimento, sendo esta parte da bursa desprezada. Este material de descarte foi
transferido, de forma asséptica, para um recipiente contendo 10 ml de PBS 1x e encaminhado
até o LECER/UNIARA para inicio do processo de extracdo celular. A amostra de bursa
subacromial foi inserida em uma solucdo 8 mg/ml de colagenase tipo | (Img/ml - Sigma-
Aldrich), realizada a digestdo enzimatica da amostra tecidual, a qual permaneceu incubada a
37°C sob suave agitacdo por 45 minutos. Depois desse periodo, a enzima foi inativada pela
adicdo de meio de cultura celular Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM - Sigma-
Aldrich), acrescido de 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de penicilina/estreptomicina
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(Sigma-Aldrich). A amostra foi centrifugada a 300 G por 3 minutos. O pelete obtido foi
ressuspendido em meio de cultura celular (DMEM) e a suspensdo introduzida em garrafas
para cultura de células (75 cm® - KASVI) e acondicionadas, a partir de entdo, em estufa de
cultura celular. Depois de 72 horas, o meio de cultura foi removido para o descarte de
fragmentos da matriz extracelular e das células ndo aderidas e substituidas por novo meio para

a manutencdo do cultivo.

4.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E DETERMINACAO DO PERFIL
MESENQUIMAL DAS CTMs

A caracterizagdo morfoldgica e a determinacdo do perfil mesenquimal das células
isoladas, por meio do potencial de diferenciacdo multilinhagem (adipogénica e osteogénica),
foram realizadas no Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia Regenerativa da UNIARA
(LECER/UNIARA).

Para as analises de caracterizacdo morfoldgica e do potencial de diferenciacéo
adipogénica e osteogénica, as CTMs em cultivo, em sua 2% passagem, foram semeadas em
placas de 35 mm e submetidas as condi¢fes ideais de cultivo, em meios especificos de
inducdo para cada linhagem estabelecida, por um periodo de 14 dias. O meio de diferenciacdo
osteogénica € composto por: meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF), 10 mM de B-glicerofosfato, 0,1 uM de dexametasona e 50 uM de acido
ascorbico. O meio de diferenciacdo adipogénica é constituido de meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de SBF, 0,5 uM de isogutil-metilxantina, 1 UM de dexametasona,
200 uM de indometacina, 10 uM de insulina.

O emprego do meio DMEM isento de suplementacdo foi aplicado para o controle
negativo. Apds o periodo de diferenciacdo, as culturas foram submetidas aos métodos de
coloracdo com Alizarina Red (ARS-Sigma) e por Oil Red (ORO-Sigma), para a detec¢édo de

diferenciacdo osteogénica e adipogénica, respectivamente.

4.5 MANUTENCAO EM CULTIVO

As células foram mantidas em cultivo, em todas as fases do experimento, em estufa de
cultura de células (Panasonic), a temperatura de 37°C, com ambiente umidificado e ar
atmosférico contendo 5% de CO,. Os subcultivos foram realizados quando as garrafas
alcancaram 80% de confluéncia. A remocéo das células foi efetuada pela adi¢do de solugédo de

tripsina/EDTA (0,25% - GIBCO), seguida pelo fracionamento do pélete e ressuspensao em
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meio de cultivo. Cultivos celulares na 22 passagem foram utilizadas para 0s experimentos de
caracterizacdo morfoldgica e determinacdo do perfil mesenquimal. Cultivos celulares em sua

42 passagem foram submetidos a constituicdo dos esferoides celulares.

4.6 CONSTITUICAO DOS ESFEROIDES CELULARES

Para a constituicdo dos esferoides celulares foi utilizado o método de superficie ndo
aderente em moldes de agarose, que inviabiliza a adesdo celular e proporciona o
estabelecimento de interacBes célula-célula que culminam na constituicdo dos aglomerados
multicelulares. Para o preparo dos moldes foram utilizados 100 ml de PBS 1x para 2g de
agarose. A solucéo foi fundida em micro-ondas por aproximadamente 1 minuto e 10 segundos
em poténcia maxima até obter homogeneidade. A solucdo entdo foi esfriada e inserida em um
contramolde. Quando a solucdo solidificou, foram retirados os moldes de agarose contendo
micropogos com 500 um de didmetro. Para esterilizacdo, os moldes foram mantidos em etanol
70% por 30 minutos e mantidos em radiacdo UV no fluxo laminar por mais 30 minutos. Os
moldes foram entdo imersos em meio de cultura e armazenados em geladeira por 1 semana
antes da celularizacéo.

Apos remocdo da garrafa de cultivo das células em sua 42 passagem, estas foram
semeadas (2x10° células/molde) nos moldes. O cultivo foi mantido por um periodo de 5 dias

necessario a formacéo dos esferoides.

4.7 DETERMINACAO DO POTENCIAL DE DIFERENCIACAO OSTEOGENICO

As células foram submetidas ao protocolo de inducdo de diferenciagdo osteogénica
utilizando a mesma metodologia descrita para a caracterizacdo do perfil mesenquimal das
células tronco. Apds a constituicdo dos esferoides celulares, estes foram cuidadosamente
transferidos para pogos de cultivo celular em meio DMEM isento de meio especifico de
inducdo por mais 05 dias para o processo de adesdo celular. Foi ent&o iniciado o processo de
diferenciacdo celular em meio osteogénico por um periodo de 14 dias. Em seguida, 0s po¢os
foram lavados com PBS 1x, fixados com paraformaldeido 10% e corados com Alizarina Red
para determinacao do potencial osteogénico.

Apos 24 h de secagem dos pogos corados com Alizarina Red, foi adicionado acido
acetico 10% e submetidos a agitacdo a 80 rpm por 30 minutos. Em seguida, foram
transferidos para outros pocos e adicionados hidroxido de aménia. Foi entdo realizada a
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leitura em absorbancia a 410 nm. Os dados foram analisados estatisticamente através do teste

T-student, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS
5.1 SUJEITO

S.A.C., sexo feminino, 39 anos, com dores ombro esquerdo ha 8 meses e piora dos
sintomas nos 3 meses que antecederam a cirurgia de reparo manguito rotador foi voluntaria ao
estudo. Interrogada sobre antecedentes da moléstia atual, negou traumas, tabagismo, uso de
medicamentos e morbidades. Relatou 30 sessdes de fisioterapia para ombro sem melhora do
quadro algico. O termo de esclarecimento livre e esclarecido foi assinado pela mesma.

Ao exame fisico, ndo apresentava alteracdes a inspecdo estatica e dindmica, com boa
mobilidade articular. N&do referia dor a palpacdo da acromioclavicular. Quanto aos testes
semioldgicos do manguito rotador, apenas os do tenddo supraespinhoso encontravam-se
positivos. Quanto as escalas de Avaliacdo Funcional do Ombro e de dor, UCLA (University of
California at Los Angeles Shoulder Rating Scale) e EVA (Escala de Avaliacdo Visual da Dor)
respectivamente, apresentavam pontuacéo 15 (variacdo de 0 a 35) e 9 (variagéo de 0 a 10).

Aos exames de imagem, as radiografias do ombro esquerdo nas incidéncias

anteroposterior, perfil e axilar ndo apresentavam alteracdes (figura 10).

Figura 10 - Imagens de radiografia do ombro esquerdo nas incidéncias Anteroposterior (A), Perfil (B) e Axilar
(C), demonstrando auséncia de alteracfes 0sseas.

Fonte: O préprio autor.

As imagens de Ressonancia Magnética (RM) do ombro, nos planos coronal e sagital,
demonstravam uma lesdo pequena (< 1 cm) e de espessura completa do tenddo do
supraespinhal, localizada no terco médio do tenddo em sua insercdo na tuberosidade umeral
(figura 11).
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Figura 11 - Imagens de RM ombro esquerdo, ponderado em T2, demonstrando uma lesdo pequena e completa
em espessura do tenddo do supraespinhal em sua inser¢do na tuberosidade maior umeral, sinalizada pela seta
branca nos cortes coronal (A) e sagital (B)

Fonte: O proprio autor.

5.2 EXTRAGAO E ISOLAMENTO DAS CELULAS TRONCO DA MEDULA OSSEA DO
UMERO PROXIMAL (CTMs-MOh) E CELULAS TRONCO DA BURSA SUBACROMIAL
(CTMs-BSh).

A cirurgia de reparo artroscopico do manguito rotador do ombro esquerdo da paciente
foi realizada na posicdo “cadeira de praia”, conforme evidenciada na figura 12. Uma vez
posicionada, foram feitas a degermacdo, antissepsia e colocacdo dos campos cirurgicos. A
demarcagdo com azul de metileno das referéncias 6sseas permitiu o planejamento dos portais

artroscopico para realizagdo da cirurgia.
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Figura 12 - Posicionamento em “cadeira de praia”. Face lateral do brago esquerdo *. Cabega da paciente**. Referéncias
anatdmicas do ombro esquerdo como a articulagdo acromioclavicular, acromio (seta azul) e espinha da escapula (seta
vermelha) demarcada com azul de metileno.

Fonte: O proprio autor.

Durante a inspecdo artroscopica intra-articular do ombro esquerdo, a lesdo do tendao
supraespinhal foi visualizada. Uma lesdo compativel com as imagens da RM. Nao foram
identificados outras lesdes na superficie articular, nos tenddes do subescapular, redondo
menor, cabo longo do biceps e infraespinhal.

Posicionada entdo a Otica de videoartroscopia para a face bursal do manguito rotador,
foi realizada a bursectomia parcial para visualizagdo da lesdo do supraespinhal, conforme
etapas habituais na cirurgia de reparo tendineo. Os fragmentos de bursa resultantes deste
procedimento, realizado inicialmente com a lamina de shaver e posteriormente com uma
pinga grasper artroscopica (Figura 13), foram utilizados para a extracdo e isolamento das
CTMs-BSh no laboratorio, descritos anteriormente.

Figura 13 - Visdo artroscépica do momento da captura de uma amostra de bursa subacromial (*) com uma pinga
grasper de artroscopica. Abaixo da bursa e da pinga grasper, o tenddo do supraespinhal **.

Fonte: O proprio autor.
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Apos bursectomia parcial, foi possivel a visualizagdo da lesdo do tenddo supraespinhal

tanto pelos portais artroscépico posterior e lateral do ombro, conforme ilustrado na figura 14.

Figura 14 - Visdo artroscdpica da lesdo do tenddo supraespinhal pela face subacromial, com a 6tica pelo portal
posterior (A) e pelo portal lateral (B). Visualizada a rotura do tenddo supraespinhal *, que deveria estar inserido
na tuberosidade umeral.

Fonte: O proprio autor.

Prosseguindo com a cirurgia, foi realizada a limpeza e a cruentizacdo do local de
insercdo do supraespinhal (footprint) com lamina shaver abrasiva artroscopica e a pré-
perfuragdo na tuberosidade maior umeral no local de inser¢do da &ncora. Previamente a
insercdo da mesma, foi introduzida a canula de lipoaspiragédo acoplada a uma seringa de 60
ml, atraves do pertuito na cortical umeral até a regido epifisaria proximal, aproximadamente 2
cm de profundidade (figuras 15 e 16). Nesse momento foi desligado o sistema de irrigacdo

artroscopica e um volume de 30 ml de sangue da medula foi aspirado.

Figura 15 - Imagem radiogréfica por escopia da etapa de aspiracdo de sangue da medula éssea do Umero
proximal do ombro esquerdo. Canula de lipoaspiracdo pelo pertuito de inser¢do da ancora até a regido
metafisaria *. Otica do artroscopico posicionada pelo portal posterior **.

Fonte: O préprio autor.
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Figura 16 - Aspiracdo de sangue da medula 6ssea do Umero proximal no ombro esquerdo pelo portal
artroscopico anterolateral. Aspiragdo com uma canula metdlica de lipoaspiragdo (seta azul) acoplada a uma
seringa de 60 ml *. Otica do artroscpico posicionada pelo portal posterior **.

Fonte: O proprio autor.

A amostra de sangue da medula dssea foi transportada até o laboratério para inicio do
processo de extracdo celular.

No laboratério, o aspirado da medula 6ssea foi submetido ao protocolo de isolamento
e pela diferenca de densidade, foram separados 0s seus componentes. O aspirado
convencional de MO apresenta uma camada plasmatica superiormente; uma camada
intermediaria fina (buffy coat- BC) contendo a concentracdo de células mononucleares; a
camada de Ficoll e a camada da série vermelha (eritrocitos e granuldcitos) no fundo do tubo.
E no buffy coat que se concentram as CTMs. O resultado do processo de isolamento do
sangue da medula dssea obtido neste experimento é exibido na figura 17. Como pode ser
observado na referida figura, ndo houve a formacdo de um BC expressivo na fase de transicéo
entre o plasma (A) e o Ficoll (B). O aspirado da regido correspondente ao BC foi submetido a
contagem celular, identificando a concentragdo de 1,1 x 10’ células/ml. Apés contagem, o

contingente celular foi submetido ao protocolo previamente descrito de extracdo das CTMs.
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Figura 17 - Resultado da centrifugacdo do sangue da medula 6ssea umeral com solugdo de Ficoll. Tubo de
ensaio com as seguintes camadas separadas: camada plasmatica (A), uma camada intermediaria contendo a
maior concentracao de células mononucleares (buffy coat-seta branca), camada da solugdo Ficoll (B) e camada
constituida de eritrdcitos e granulécitos (C).

Fonte: O proprio autor.

5.3 CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA E DETERMINACAO DO PERFIL
MESENQUIMAL DAS CTMs

Apobs o processo de extracdo celular das duas fontes no ombro da voluntéria foram
possiveis 0 isolamento e a expansdo dos contingentes celulares. No 4° dia apds a semeadura
das células (Figura 18), caracterizando a fase de isolamento por adesdo preferencial, foram
visualizadas, em ambas as fontes de extracdo, porém com maior predominancia na fonte
bursal, células espraiadas, esparsas e aderidas, de morfologia fusiforme na superficie da
garrafa de cultivo. Foi possivel também visualizar células ndo espraiadas e ndo aderidas, em

maior quantidade, na fonte medular.

Figura 18 - Foto por microscopia com 10x de aumento, 4° dia p6s-lavagem, da cultura de células extraidas da
bursa subacromial (A) e da medula éssea (B). Setas azuis indicam células de morfologia fusiforme e aderidas na
garrafa, enquanto setas pretas indicam células ndo aderidas.

Fonte: O proprio autor.



42

Quanto a expansdo celular, houve éxito em ambas as fontes celulares. Conforme
demonstrado na figura 19, realizada no 11° dia ap6s plaqueamento, identifica-se confluéncia
(taxa de ocupacdo na superficie de cultivo) distinta entre as fontes celulares. Fica evidente a
maior confluéncia na cultura de células derivadas da bursa subacromial quando comparada a
da medula 0ssea.

Figura 19 - Foto por microscopia com 10x de aumento, 11° dia pos-lavagem, da cultura de células extraidas da
bursa subacromial (A) e da medula dssea (B). Nota-se o aspecto morfol6gico fusiforme de ambas as fontes,
porém uma expansao intensa de células derivadas da bursa subacromial (A) e menos intensa de células extraidas
da medula dssea.

\ -
N \
Fonte: O proprio autor.

Um dos instrumentos estabelecidos para a determinagdo do perfil mesenquimal das
células extraidas foi a identificacdo do potencial de diferenciacdo adipogénica e osteogénica
das duas fontes estabelecidas neste estudo. Os resultados decorrentes destas analises s&o
apresentados na figura 20.

Na figura 20 A e B, é possivel a visualizagdo de células contendo concentrados de
globulos de gordura apos o cultivo celular em meio de diferenciagdo adipogénica de células
extraidas e expandidas da bursa subacromial (20 A) e da medula déssea (20 B). Ainda ¢
possivel notar a semelhanca no comportamento de diferenciacdo das duas fontes em meio de
cultura adipogénico.

Na figura 20 C e D, temos o resultado do cultivo celular das duas fontes, bursa
subacromial e medula 0ssea, respectivamente, em meios de cultura de indugédo osteogénica.
Foi possivel visualizar a coloracdo vermelha que representa matriz extracelular mineralizada
corada com Alizarina Red. Ressalta-se a diferenca no grau de coloracdo entre as fontes,
sugerindo maior grau de deposi¢do de matriz mineralizada na garrafa de origem medular (20
D) quando comparada a fonte da bursa subacromial (20 C).
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Figura 20 - Foto por microscopia 6tica (20x) em meio de diferenciacdo adipogénica, com a presenga de células
alongadas e fusiformes ndo diferenciadas (setas azuis) e células com concentracédo citoplasmatica de glébulos de
gordura coradas com Oil Red (seta vermelha). No campo A, cultura de células tronco mesenquimais da bursa
subacromail e no campo B, cultura de células tronco mesenquimais da medula 6ssea (B).

5.4 CONSTITUICAO DOS ESFEROIDES CELULARES

Na figura 21, so representados o contramolde e o molde de agarose. Cada molde de
agarose possui um diametro de 16,2 mm e contém 164 micro pogos de 500 um de didmetro

cada para a formacdo de aglomerados multicelulares.

Figura 21 - Fotografia do contra molde * e do molde de agarose** contendo pogos de cultivo celular para
formacdo de aglomerados, esferoides celulares com diametro de 500 um cada.

16,25 mm

Fonte: O préprio autor.
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Conforme representado na figura 22, é possivel observar a dindmica de formagéo dos
esferoides celulares, com imagens do primeiro (22 A e B, com aumentos de 4x e 10x
respectivamente) e do quarto dia ap6s semeadura nos pocos (22 C e D, com aumentos de 4x e
10x respectivamente). E possivel notar a aglomeragio e compactacdo dos esferoides no

transcorrer dos 5 dias de cultivo.

Figura 22 - Foto por microscopia 6tica de esferoides celulares de CTMs cultivados em moldes de agarose nos
aumentos 4x (A) e 10x (B) no primeiro dia de semeadura. Cada esferoide apresenta 500 pm de didmetro. No
quarto dia de semeadura, € possivel visualizar os mesmos esferoides nos aumentos 4x (C) e 10x (D), porém com
menores didmetros, decorrentes das intera¢des e compactacdes celulares em conformagéo 3D.

Fonte: O proprio autor.

Apos constituicdo dos esferoides celulares, é demonstrada na figura 23 o carreamento
dos esferoides celulares nos pogos de cultivo, o que clinicamente corresponde a etapa da
terapia celular de entrega dos esferoides no sitio da lesdo. E possivel visualizar no primeiro
dia ap6s a transferéncia (23 A), esferoides celulares bem definidos circundados por
aglomerados celulares menores e com conformacao néo esferoidal, provavelmente resultantes
da fragmentacéo de esferoides durante o processo de transferéncia. Também é possivel notar
o desprendimento celular dos esferoides e ocupacdo destas células pelo poco. No quarto dia
apos a transferéncia (23 B) foram observados aglomerados multicelulares, com conformacdes

esferoidais ou ovaladas, com didmetro reduzido em relacdo ao primeiro dia e circundados por
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células aderidas e espraiadas. Tais evidéncias sdo compativeis com 0 processo de
desagregacdo dos esferoides e expansdo celular, j& em conformagdo bidimensional, pela
superficie dos pocos. Desta forma, cada esferoide passa a constituir um ndcleo de
celularizacéo individualizado. Ressalta-se que estes achados foram similares em ambas fontes
celulares, demonstrando um potencial caracteristico de repovoamento celular de um ambiente

apos carreamento celular tridimensional sob forma de esferoides.

Figura 23 - Foto por microscopia 6tica de 10x de aumento de esferoides celulares de CTMs-BSh no primeiro dia
(A) e quarto dia (B) ap6s transferéncia dos esferoides (seta branca) aos pocos de cultivo isentos de meio
especifico. E possivel notar esferoides de dimensdes distintas, resultantes da fragmentacdo durante a
transferéncia, o desprendimento celular dos esferoides e a ocupagdo destas células no substrato, representando o
processo de adesdo celular. Este processo é mais intenso no quarto dia pos-transferéncia (B), com menor

5.5 DETERMINACAO DO POTENCIAL DE DIFERENCIACAO OSTEOGENICA DAS
CTMs-MOh e CTMs-BSh

Apos etapa de adesdo dos esferoides celulares e expansao celular bidimensional, no 5°
dia foi adicionado aos pocos meio especifico de indugdo osteogénico pelo periodo de 14 dias,
com trocas trés vezes por semana. Ao fim deste periodo, as culturas das CTMs-MOh e CTMs-
BSh foram fixadas e coradas com Alizarina Red para determinacgdo e quantificagdo da matriz
extracelular mineralizada (figura 24).

As figuras 24 A e B representam o perfil histolégico de coloracdo das culturas de
CTMs-MOh e 24 C e D, CTMs-BSh. Observa-se, nas culturas de CTMs-MOh (25 A), uma
grande confluéncia celular, com a formacgéo de regides coradas em vermelho provavelmente
correspondentes a constituicdo de ndcleos de ossificacdo. Imagens ampliadas (24 B)
demonstram a existéncia de regides escuras, correspondentes a aglomerados celulares,

imersos em uma densa matriz extracelular dssea mineralizada. Ressalta-se a formacdo de
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pequenas estriagdes, por vezes com conformacao radicular a partir dos pequenos aglomerados
celulares, que se assemelham aos canaliculos caracteristicos do sistema Haversiano do tecido
0sseo mineralizado maduro. As culturas decorrentes da diferenciagdo das CTMs-BSh (24 C)
também demonstram elevada confluéncia celular. Em contrapartida, ndo exibiram os nucleos
de ossificagdo caracteristicas da medula 6ssea. Imagens com maior ampliacdo (24 D)
demonstram pequenos ndcleos circunscritos de coloracdo avermelhada, correspondentes a

matriz mineralizada, rodeados por células aderidas ndo envoltas em matriz 6ssea.

Figura 24 - Foto por microscopia 6tica com aumentos de 10x e 40x de CTMs-MOh (A e B) e de CTMs-BSh (C

e D) ap6s quartorze dias em meio de diferenciacdo osteogénica coradas com Alizarina Red. Na figura A é

possivel notar duas regides de matriz 6ssea corada e na figura B, nota-se intensa atividade osteogénica pela

deposicdo de densa matriz extracelular mineralizada, com arranjos lamelares que se assemelham aos sistemas de

Havers. Na figura C e D, nota-se menor intensidade de deposi¢do de matriz mineralizada.
BEAR 2.5 Rt
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Fonte: O proprio autor.

Conforme grafico da figura 25, da andlise quantitativa das dosagens de Calcio por
absorbancia, a média da densidade 6tica nos po¢os contendo CTMs-MOh foi de 0,273 com
desvio padrdo de 0,029. Nos pogos contendo CTMs-BSh, a média foi de 0,230 com desvio

padrdo de 0,009, com diferenga estatistica entre elas (p<0,05).
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Figura 25 - Representacao gréafica da densidade ética (DO), estabelecida por espectrofotometria por absorbancia

do Calcio a 410 nm, das culturas celulares CTMs-MOh e CTMs-BSh 14 dias apds a inducdo de diferenciagao
osteogénica. *p<0,05
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Fonte: O proprio autor.

Diante destes resultados, é possivel inferir que ambas as fontes celulares possuem
capacidade de diferenciacdo osteogénica em meio especifico de inducdo pela deposicdo de

matriz mineralizada e que CTMs-MOh apresentam maior potencial de diferenciacdo que
CTMs-BSh apo6s o cultivo 3D.
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6. DISCUSSAO

A principal etiologia das lesbes do manguito rotador em humanos é de origem
degenerativa. Portanto, a incidéncia destas lesbes € maior em pacientes de idade mais
avancada. Hernigou e colaboradores (2015), em um estudo contendo 125 pacientes
submetidos ao reparo cirirgico do manguito rotador, relataram uma diminuicdo da
concentracdo de CTMs na medula déssea umeral e relacionaram essa queda, dentre outros
fatores, com o aumento da idade dos pacientes. A idade média dos pacientes submetidos ao
tratamento cirdrgico em seu estudo foi de 61,2 anos. Considerando este aspecto, foi
preconizada a eleicdo de um voluntario mais jovem a fim de se obter CTMs com maior
facilidade. A voluntaria deste estudo apresentava 39 anos. Em contrapartida, mesmo diante
dessa suposta vantagem, verificou-se que ndo foi obtida, de uma forma expressiva, a camada
de células mononucleares chamada de buffy coat, apds centrifugacdo do aspirado de medula
Ossea umeral.

Em relacdo aos protocolos de extracdo celular das CTMs da bursa subacromial no
ombro de humanos, foi reproduzido com sucesso o protocolo de Steinert e colaboradores
(2015), sem alteragdes.

Para extracdo das CTMs-MOh seguimos o protocolo de Mazzocca e colaboradores
(2010) com algumas alteracdes: durante o procedimento artroscopico, o sangue da medula
Ossea foi aspirado através de uma canula de lipoaspiracdo ao inves de um Gelco 14, na
tentativa de reducdo de obstrucdo do bizel. Outras alteragbes foram a interrupcdo do sistema
de irrigacdo artroscopica durante a aspiragdo do sangue medular, a fim de evitar hemodiluicéo
e a utilizacdo do gradiente de Ficoll para separagéo das fases do sangue da medula. Mazzocca
e colaboradores (2010) mantiveram aberto o sistema de irrigacao e utilizaram um gradiente de
sucrose a 17,5%. Apesar de facil e de custo reduzido, ndo foi possivel reproduzir a separacao
sanguinea com este gradiente sugerido. Foi adotada entdo a utilizacdo do Ficoll, j& bem
estabelecido na literatura para a extracdo de CTMs a partir da medula déssea da crista iliaca
(ELLERA GOMES et al., 2012; HERNIGOU et al., 2014).

Quanto a caracterizacdo morfologica das células isoladas, tanto das fontes bursal
quanto medular, foi possivel visualizar nas fotomicrografias células aderidas, espraiadas e de
aspecto fusiforme, um padrdo morfoldgico tipico de CTMs. Nestas condi¢des de cultivo, foi
obtida uma maior taxa de ocupacdo celular na fonte bursal comparada a fonte da medula ap6s

a etapa de adesdo preferencial. Acreditamos que este dado corresponde a quantidade
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disponivel de células tronco de cada fonte, maior na fonte bursal. Sendo assim, sugere-se que
a eficiéncia de extracdo celular da bursa subacromial é maior que da medula 6ssea do umero
proximal.

Corroboram com esse achado os resultados apresentados por Utsunomiya e
colaboradores (2013), que isolaram e caracterizaram CTMs obtidas da sindvia da
glenoumeral, bursa subacromial, margem tendinea do supraespinhal roto e residuos tendineos
inseridos na tuberosidade umeral. Os autores concluiram que a bursa subacromial ¢ uma
excelente fonte de CTMs. Néao obstante, sabe-se que das dezenas de milhGes de células
nucleadas do aspirado de medula éssea, aproximadamente 0,001% a 0,01% sdo CTMs
(MURPHY et al., 2015). Também Campbell e colaboradores (2019) compararam a presenga
de CTMs de fragmentos 6sseos do footprint com fragmentos tendineos da margem rota do
supraespinhal de 20 pacientes submetidos ao reparo artroscopico do manguito rotador e
concluiram um menor nimero de CTMs derivadas do footprint, fonte 6ssea.

No presente estudo, aspiramos 30 ml de sangue da medula éssea com a obtencdo de
uma contagem celular da fragio mononuclear de 11,0 x 10° células/ml. Na literatura sdo
descritos dados semelhantes como os apresentados por Mazzocca et al. (2010), que coletaram
uma média 23 ml de sangue e obtiveram uma fracdo de 12,1 x 10° células/ml. Em
contrapartida, Ellera Gomes e colaboradores (2012), a partir de um aspirado de 100 ml da
medula 6ssea da crista iliaca, obtiveram uma fracdo mononuclear de 381x10° células/ml
fracionadas com Filcoll, um valor significativamente superior ao do Umero, porém
incompativel a simples analise do volume de sangue aspirado.

Quanto aos estudos de caracterizacdo do perfil mesenquimal, nas duas fontes de
extracdo celular foram obtidas as diferenciagfes nas linhagens adipogénica e osteogénica com
éxito. Tal resultado permite garantir a obtencdo de um contingente mesenquimal das fontes. E
considerando a comparacdo do potencial de diferenciacdo osteogénica, ainda em carater
parcial e qualitativo, ja se delineava uma superioridade das CTMs-MOh em relacdo as CTMs-
BSh.

Apos a semeadura das fontes celulares em moldes de agarose, foram constituidos os
esferoides celulares. Estas células sofreram os processos de aglomeracao e de compactacdo no
transcorrer dos cinco dias de cultivo, decorrentes de interagdes intercelulares que mimetizam
mais precisamente as condi¢fes estruturais e fisioldgicas do microambiente celular in vivo,
comparada as condi¢des bidimensionais padrdo de experimentacgdo in vitro. Em seguida, foi
possivel simular, como estratégia de carreamento celular em medicina regenerativa, a etapa de

entrega destes aglomerados no ambiente de lesdo tecidual. Foram identificados, apds
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transferéncia, a ocorréncia dos processos de adesdo, espraiamento e expansdo celular nos
pocos de cultivo, mimetizando o processo de repovoamento celular. Tais resultados reforcam
a possibilidade de utilizar os esferoides multicelulares como um sistema eficiente de “cell
delivery” na terapia celular em medicina regenerativa.

Por fim, no décimo quarto dia de inducdo de diferenciacdo osteogénica das duas
linhagens celulares apds cultivo em 3D, foi possivel estabelecer a comparacdo qualitativa e
quantitativa dos potencias de diferenciacdo das duas fontes. Os resultados obtidos indicaram a
producdo de matriz 6ssea mineralizada em ambas as fontes celulares, porém, com maior
potencial nas culturas derivadas da medula 6éssea.

Sendo assim, foram demonstrados a reprodutibilidade de extracdo de CTMs do Umero
proximal durante a cirurgia de reparo artroscopico do manguito rotador, com maior eficiéncia
de extracdo das CTMs da bursa subacromial, a demonstracdo da dindmica dos esferoides
celulares, desde a formagdo ao “cell delivery”, e o maior potencial de diferenciagdo
osteogénico das CTMs-MOh ap6s cultivo em 3D. Estes resultados colaboram com os
conhecimentos a serem empregados pela medicina regenerativa nas lesdes do manguito
rotador. Para a reconstituicdo da entese do manguito, com o gradiente estrutural histolégico da
fibrocartilagem, de células das linhagens tendinea, condrogénica e osteogénica, talvez a
terapia celular, juntamente com suportes biolégicos e biomoléculas, sejam a chave dessa nova
fronteira da ciéncia.

Embora os conhecimentos gerados nessa pesquisa contribuam para a melhor
compreensdo do potencial das duas fontes do ombro provedoras de CTMs, bursa e medula
0ssea, novas pesquisas sao necessarias para definir a seguranca, estratégias e reprodutibilidade
dos procedimentos regenerativos em um Unico tempo cirlrgico na rotina das cirurgias do

ombro.
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7. CONCLUSAO

e Durante a cirurgia de reparo artroscopico do manguito rotador, a extracdo de
CTMs da bursa subacromial é mais efetiva que da medula éssea do Umero
proximal, devido maior contingente celular mesenquimal da fonte bursal.

e A constituicdo dos esferoides celulares é uma estratégia factivel da terapia
celular na medicina regenerativa.

e Ambas as fontes celulares do ombro, bursa e medula éssea, provém CTMs com
potencial de diferenciagdo osteogénico apds cultivo em 3D.

e CTMs-MOh apresentam maior potencial de diferenciacdo osteogénico ap0os
cultivo 3D que CTM-BSh.
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8. ANEXOS
Anexo A: Aprovacéo pelo Comité de Etica e Pesquisa da UNIARA (10 de Abril de 2019)

“O Projeto de pesquisa encontra-se adequado e aprovado, de acordo com colegiado e
com a Resolucao 466/12 CNS™.
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UNIVERSIDADE DE ARARAQUARA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

'~ Rua Voluntdrios da Pétria, 1309 Centro - Araraquara - SP

CEP 14801-320 - Telefone: (16) 3301.7263 www.uniara.combr/comite-de-etica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

6. Niio terei nenhuma despesa ao participar da pesquisa e poderei deixar de participar ou retirar men
consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, ¢ néio sofrerei qualquer prejuizo;

7. Fui informado ¢ estou ciente de que ndo hé nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, por minha
participagdo, no entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participagio na pesquisa, serci
ressarcido;

compensado conforme determina a Resolugio 466/12 do Conselho Nacional de Saiide;

9. Mwmdmﬁom@gwﬂoﬁmaﬂﬂuﬂm elnlduq:mailme
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