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Resumo Objetivo Nosso objetivo foi avaliar a modulação das células do líquido sinovial (SFCs,
na sigla em inglês) de pacientes com e sem osteoartrite (OA) por proteína morfoge-
nética óssea 4 (BMP-4), Smad3 e transformador do fator de crescimento β (TGF-β).
Métodos O do líquido sinovial foi coletado de pacientes submetidos a artroscopia ou
artroplastia do joelho, e centrifugados para isolar as células do liquido sinovial. As
células foram cultivadas por 21 dias e caracterizadas como células-tronco mesenqui-
mais (MSCs, na sigla em inglês) de acordo com os critérios da International Society of Cell
Therapy. Em seguida, realizamos um ensaio de brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazólio (MTT) depois de expor células com e sem OA para TGF-β, inibidores de
via Smad3 e BMP-4 e para diferentes concentrações de BMP-4.
Resultados A exposição aos inibidores TGF-β, Smad3 e BMP-4 modifica a atividade
mitocondrial das SFCs. A atividade das SFCs é modificada por influências sobre o
aumento das concentrações de BMP-4, mas não há diferença na atividade celular entre
pacientes com e sem OA.
Conclusão TGF-β, Smad3 e BMP-4 modulam a atividade das SFCs de pacientes com e
sem OA do joelho.

Abstract Objective Our goal was to evaluate the modulation of the synovial fluid cells (SFC)
from patients with and without osteoarthritis (OA) by bone morphogenetic protein 4
(BMP-4), Smad-3 and transforming growth factor beta (TGF-β).
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Introdução

A terapia celular tem sido estudada devido a sua possível
aplicação para o tratamento de lesões de cartilagem articular
e osteoartrite (OA).1–4 Neste contexto, as células-tronco
mesenquimais (MSCs) têm sido comprovadamente úteis na
regeneração tecidual e no tratamento de muitas doenças.3 O
líquido sinovial também possui uma população residente de
MSCs, que é aumentada em pacientes com OA.5 Além disso,
demonstrou-se que o número de células era proporcional à
gravidade da OA do joelho.6

O transformador do fator de crescimento β (TGF-β) parece
ter papel central no desenvolvimento da OA, seja inicia-
lmente como fator protetor ou participando da patogênese
da doença.7 A superfamília TGF-β é um grupo de polipeptí-
dios secretos, incluindo TGF-β1, 2, 3, ativações, inibinas,
proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs, na sigla em inglês),
e fatores de crescimento e diferenciação.8,9 Ela atua em todas
as etapas de condrogênese e é o principal gatilho através de
precursores mesenquimais.10–12 Nos primeiros estágios de
diferenciação dos condrócitos, o TGF-β parece ter papel
estimulante. No entanto, nos estágios finais, sua ação inibe
a diferenciação da terminação do condrócito.12,13 AS BMPs
estão envolvidas em todas as etapas da condrogênese e são
essenciais para a ossificação endocondral. Alémdisso,muitas
BMPs foram detectadas tanto na cartilagem normal quanto
na osteoartrítica.9

A senescência tem impactos nas vias TGF-β e BPM devido
à diminuição da expressão dos receptores e à redução da
ativação do Smad3. Isso poderia explicar a estreita relação
entre senescência e desenvolvimento de OA.14 Pacientes com
OA têm níveis elevados de BMP-215 e BMP-716 em plasma e
líquido sinovial em comparação com indivíduos saudáveis.
Além disso, os níveis de BMP-7 estão correlacionados com a
magnitude de progressão radiográfica da OA.17No entanto, a
expressão de BMP-4, que estimula a síntese da matriz
extracelular em condrócitos, é diminuída nos tecidos sino-
viais de OA e artrite reumatóide (AR), indicando um dese-
quilíbrio da homeostase articular na doença articular.18 O
objetivo do presente estudo foi avaliar o papel de BMP-4,

Smad3 e TGF-β na viabilidade de células do líquido sinovial
(SFCs, na sigla em inglês) de pacientes com e sem OA.

Métodos

População e Coleta de Líquido Sinovial
A população do estudo foi composta por pacientes subme-
tidos ao tratamento cirúrgico do joelho em nosso Instituto.
Os pacientes elegíveis de ambos os sexos foram divididos em
dois grupos: pacientes sem OA do joelho (W/O OA), Kellgren-
Lawrence¼0, e pacientes com OA do joelho (W/OA), Kell-
gren-Lawrence>2. Foram excluídos pacientes com infecção
do joelho, doenças autoimunes ou submetidos a cirurgias
anteriores no joelho. AOA de joelho foi classificada de acordo
com a classificação de Kellgren e Lawrence usando radio-
grafias padrão em pé.19 Um mililitro de fluido sinovial foi
coletado da articulação do joelho dos pacientes W/O OA no
início da artroscopia por aspiração de seringa, logo após a
confecção dos portais, e dois mililitros foram coletados da
articulação do joelho dos pacientes W/OA por aspiração de
seringa após artrotomia. O presente estudo foi realizado de
acordo com os princípios da Declaração de Helsinque e foi
aprovado pelo Conselho de Ética Institucional (CAAE
08663912.3.0000.5273).

Isolamento e Cultura de Células do Líquido Sinovial
Os espécimes de líquido sinovial foram primeiro centrifuga-
dos a 16,6 g por 5minutos em temperatura ambiente, e
depois a 1.600 g por 5minutos a 4°C. O sobrenadante foi
armazenado em partes de 1mL a - 80°C para análise poste-
rior. O pellet da primeira centrifugação foi suspenso no Meio
de Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM, Sigma, Saint
Louis, Missouri) complementado com 10% de soro bovino
fetal (FBS, Gibco, Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA). As
células foram semeadas em 5 a 7�105 células por frascos de
cultura T-75 cm2. Após 24 horas, as células foram lavadas
uma vez com meio livre de soro e o meio foi trocado. As
culturas celulares foram mantidas a 37°C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO2. Omeio era trocado a cada 2

Methods Synovial fluid was collected from patients submitted to knee arthroscopy or
replacement and were centrifuged to isolate cells from the fluid. Cells were cultured for
21 days and characterized as mesenchymal stem cells (MSCs) according to the criteria
of the International Society of Cell Therapy. Then, we performed an [3-(4,5-dimethylth-
iazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay (MTT) assay after exposing cells with
and without OA to TGF-β, Smad3 and BMP-4 pathway inhibitors and to different
concentrations of BMP4.
Results Exposure to the TGF-β, Smad3 and BMP-4 inhibitors modifies the mitochon-
drial activity of the SFCs. The activity of the SFCs is modified by influences of increasing
concentrations of BMP4, but there is no difference in cellular activity between patients
with and without OA.
Conclusion TGF-β, Smad3 and BMP-4modulate the activity of SFCs from patients with
and without knee OA.
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dias. As células foram colhidas e rebanhadas para expansão
em 80% da confluência até a 3ª passagem. A identidade das
SFCs foi avaliada de acordo com o protocolo definido pela
International Society of Cell Therapy20 e descrita em um
estudo anterior.21

Atividade Mitocondrial SFC por MTT
Para avaliar a atividade mitocondrial do SFC exposta a
diferentes concentrações de BMP-4, foi realizado um ensaio
de atividade mitocondrial por ensaio de brometo de 3-4,5-
dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (4-[4,5-dime-
tilthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium brometo). Em uma
placa de 96 poços, 5�103 SFC de pacientes W/O OA (n¼3) e
W/OA (n¼3) foram semeados em 200µL de meio/poço e
expostos a concentrações progressivas de BMP-4 (0,1 nM,
0,5 nM, 2 nM e 10nM) e mantido a 37°C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO2.

O controle da atividade mitocondrial do SFC dos pacientes
W/O OA (n¼3) e W/OA (n¼3) foi avaliado pelo bloqueio das
vias BMP-4, TGF-β e Smad3. Como tal, o SFC foi cultivado na
presença dos inibidores específicos dos alvos Smad3 (Smad3
SiS3566405,Millipore, Burlington,Massachusetts, EUA), BMP-
4 (inibidor de BMP II DMH1 203646, Merckmillipore, Burling-
ton,Massachusetts, EUA) e TGF-β (TGF-β1 R1 quinase 616451,
Merckmillipore, Burlington, Massachusetts, EUA) a 10nM.

Após a adesão celular, o meio de cultura foi substituído
pelo meio de Iscove (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA)
suplementado com 1% de soro bovino fetal (Sigma-Aldrich,
San Luis, Missouri, EUA) contendo os inibidores específicos
para cada tratamento. O SFC foi tratado com 100 μL das
respectivas soluções de controle e experimentais em 37°C
em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 para 24,
48 e 72 horas. Em seguida, o SFC foi lavado 2 vezes com200 μL
PBS 1x estéril a 37°C e 100 μL da solução MTT (0,5mg/mL) foi
adicionado a cada poço. A placa foi mantida a 37°C em uma
atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 durante 4 horas.

Após esse período, a solução MTT foi removida e 100 μL
dimetilsulfóxido (DMSO) foi adicionada. A placa foi agitada
por 20minutos antes da análise espectrofotométrica em
comprimento de onda de 570 nM usando o sistema de
detecção Glomaxmulti (Glomaxmulti, Sistema de detecção,
Promega, Madison, Wisconsin, EUA). A análise da atividade
mitocondrial do SFC foi medida após 24, 48 e 72 horas de
exposição a cada inibidor e controle específico. O controle da
atividade mitocondrial foi determinado pelo MTT tanto por
poços contendo apenas meio com BMP4 sem células (-
controle/fator) quanto por poços contendo apenas meio e
células, mas sem BMP4.

Análise Estatística
Os dados MTT foram exportados do sistema de detecção
Glomaxmulti (Glomaxmulti, Sistema de Detecção, Promega,
Madison, Wisconsin, EUA) para uma planilha de Microsoft
Excel (Microsoft Corporation, Redmond,WA, EUA), analisada
no GraphPad Prism para Windows 6.0 (San Diego, California,
EUA) e apresentada como�desvio-padrão médio. Para com-
parar grupos, foi utilizada a análise de variância (ANOVA)
bidirecional, seguida pelo teste t de Student não pareado

unicaudal. Os dados foram considerados significativos
quando p<0,05.

Resultados

BMP-4 modula a viabilidade de SFC
A atividade mitocondrial por MTT não aumentou as diferen-
ças entre as amostras de pacientes com e sem OA de joelho
quando analisadas em cada situação experimental, indepen-
dentemente da concentração de BMP-4 (p>0,05). Quando
analisados os dados em relação às concentrações crescentes
de BMP-4, verifica-se que a atividade mitocondrial das SFCs
de pacientes com OA aumentou progressivamente de acordo
com a exposição a maiores concentrações de BMP-4 (0,1 nM
264,4�11,94 versus 0,5 nM 562,8�26,17, p<0.0001;
0,5 nM 562,8�26,17 versus 2nM 1157�40,45,
p<0,0001), diminuindo na exposição à concentração de
10 nM (2nM 1157�40,45 versus 10nM 124,9�14,62,
p<0,0001), mostrando toxicidade. O mesmo foi observado
para a atividade mitocondrial das SFCs de pacientes sem OA
(0,1 nM 141,7�20,83 versus 0,5 nM 496,3�62,44,
p<0,0001; 0,5 nM 496,3�62,44 versus 2nM 1134�69,22,
p<0,0001; 2 nM 1134�69,22 versus 10nM 168,2�20,33,
p<0,0001) (►Figura 1).

Inibidores TGF-β, Smad3 e BMP-4 controlam atividade
mitocondrial das SFCs
No passo seguinte, medimos a atividade mitocondrial das
SFCs após a exposição aos inibidores TGF-β, Smad3 e BMP-4
por ensaio MTT [4-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difenilte-
trazolium]. As SFCs de pacientes com e sem OA de joelho
foram expostas a inibidores TGF-β (TGF-β1 R1 quinase

Fig. 1 Avaliação da atividade mitocondrial das SFCs expostas a dife-
rentes concentrações de BMP4. A comparação da viabilidade celular de
SFCs de pacientes com (W/OA) e sem OA (W/O OA) exposta a diferentes
concentrações de BMP-4 não apresentou diferenças estatisticamente
significativas entre os grupos (p> 0,05), embora a atividade mitocondrial
tenha aumentado até 2nM (p< 0,001) e diminuído em 10nM (p< 0,001)
em ambos os grupos. Controle/Células: Poço contendo apenas células sem
BMP-4; Controle/Fator: Poços contendo meio com BMP-4 sem células;
�p< 0,001.
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616451), Smad3 (Smad3 SiS3 566405) e BMP-4 (inibidor de
BMP II DMH1 203646) na concentração de 10nM. Em
seguida, a atividade mitocondrial foi medida após 24, 48 e
72 horas.

A análise (►Figura 2) evidencia uma diminuição das SFCs
sematividade deOA após 24horas na presença do inibidor de
TGFβ (W/O OA 202,1�6,09 versus W/O OAþ inibidor de β
175,7�9,56; n¼3/grupo; p¼0,016) e aumento da atividade
das SFCs após 48 horas (W/OA 190�6,5 versusW/OAþTGF-
inibidor de β 242�2,5; n¼3/grupo; p<0,0001). Não foram
encontradas diferenças após 72 horas (W/O OA 134,3�5,1
versus W/O OAþ inibidor TGF-β 135�3,01; n¼3/grupo;
p>0,05). Em relação às SFCs de pacientes com OA, a análise
mostrou aumento da atividade das SFCs somente após 48
horas na presença do inibidor de TGF-β (W/OA 215�2,14
versus W/OAþ inibidor TGF-β 229,3�4,16; n¼3/grupo;

p¼0,006). Não foram encontradas diferenças após 24 horas
(W/OA 175,2�17,72 versus W/OAþ inibidor TGF-β
173,9�10,34; n¼3/grupo; p>0,05) e 72 horas (W/OA
140,7�3,2 versus W/OAþ inibidor TGF-β 144�3,6; n¼3/
grupo; p>0,05).

A atividade das SFCs sem OA reduziu após 24 horas na
presença do inibidor Smad3 (W/O OA 202.1�6,09 versus
W/O OAþ inibidor Smad3 189,7�3,39; n¼3/grupo;
p¼0,046), mas aumentou após 48 horas (W/O OA
190�6,5 versus W/OAþ inibidor Smad3 224�4,04; n¼3/
grupo; p¼0,0002) e 72 horas (W/O OA 134,3�5,17 versus
W/O OAþ inibidor Smad3 158�6,5; n¼3/grupo; p¼0,006)
na presença do inibidor Smad3. Em relação às SFCs de
pacientes com OA, a análise evidencia a redução da atividade
somente após 72 horas na presença do inibidor Smad3
(W/OA 162�3,7 versus inibidor W/OAþ Smad3 151�2;

Fig. 2 Atividade mitocondrial de SFC após tratamento inibidor com TGF-β. Observou-se redução da atividade mitocondrial nas SFCs do grupo
W/O OA após tratamento inibidor TGF-β por 24 horas (p¼ 0,016) e aumento após 48 horas (p< 0,0001), enquanto não foram encontradas
diferenças após 72h (p> 0,05). Por outro lado, as SFCs do grupo W/OA apresentaram aumento da atividade somente após 48 horas na presença
do inibidor (p¼ 0,0046), mas não foram observadas diferenças após 24 horas e 72 horas (p> 0,05).

Fig. 3 Atividade mitocondrial das SFCs após tratamento inibidor de Smad3. A atividade de SFC W/O OA reduziu após 24 horas de tratamento
usando inibidor Smad3 (p¼ 0,046), mas aumentou após 48 horas (p¼ 0,0002) e 72 horas (p¼ 0,006). Por outro lado, as SFCs do grupo W/OA
apresentaram redução da atividade somente após 72 horas na presença do inibidor Smad3 (p¼ 0,0102), mas não foram encontradas diferenças
após 24 e 48 horas (p> 0,05).
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n¼3/grupo; p¼0,0102). Não foram encontradas diferenças
após 24 horas (W/OA 180�7,4 versus W/OAþ inibidor
Smad3 318,2�5,99; n¼3/grupo; p>0,05) e 48 horas
(W/OA 212,3�6,5 versus W/OAþ inibidor Smad3
206,7�5,8; n¼3/grupo; p>0,05) (►Figura 3).

A atividade das SFCs semOA aumentou após 48 horas (W/O
OA 134,3�5,17 versus W/Oþ inibidor BMP4 177,3�14,45;
n¼3/grupo; p¼0,0064) e 72 horas (W/O 173,3�1,83 versus
W/Oþ inibidor BMP4 243,7�13,15; n¼3/grupo; p<0,0001)
na presença do inibidor BMP-4. As SFCs com atividade OA
também aumentaram após 48 horas (W/OA 159�3,21 versus
W/OAþ inibidor BMP4 218�8,94; n¼3/grupo; p<0,0001) e
72 horas (W/OA158�2,29 versus inibidor BMP4240,3�0,83;
n¼3/grupo; p<0,0001) na presença do inibidor BMP-4. Não
houve diferenças na atividade das SFCs sem OA (W/O
179,9�16,27 versus W/Oþ inibidor BMP4 156,8�16,27;
n¼3/grupo; p>0,05) e com OA (W/OA 140,1�14,59 versus
inibidor BMP4 172,9�21,15; n¼3/grupo; p>0,05) após 24
horas na presença do inibidor BMP-4 (►Figura 4).

Discussão

Documentamos anteriormente que o líquido sinovial
osteoartrítico modula a viabilidade das SFCs in vitro.21 Por
isso, decidimos investigar se a atividade metabólica das SFCs
poderia ser modulada por BMP-4, Smad3 e TGF-β, devido à
importância dessas vias na condrogênese.

O BMP-4 estimula a síntese de aggrecan e colágeno tipo II e
suprime a hipertrofia condrogênica, sugerindo que pode ser
um agente promissor para a indução de reparação de cartila-
gem.AmodulaçãodoBMPpodeserútil emdoençasarticulares
crônicas, pois pode ajudar no equilíbrio entre destruição
articular e reparação.22 Para elucidar como as SFCs se com-
portam na presença de BMP-4 exógeno, no presente estudo,
mostramos que a atividademetabólica das SFCs aumenta após
a exposição às concentrações progressivas de BMP-4 de 0,1 a
2nM, sugerindo que as SFCs estão respondendo à indução de

BMP-4 a fim de promover a reparação, talvez por estímulo ao
comprometimento condrogênico, diminuindo a 10nM, que
parece ser uma concentração na qual o sistema já está satu-
rado, não influenciandomais no destino das SFCs. Além disso,
não houve diferenças nessa atividade ao comparar as SFCs de
pacientes com e sem OA, indicando que, apesar da influência
inflamatória da OA nas SFCs, elas ainda mantêm a capacidade
de responder à sinalização BMP-4.

Por outro lado, observou-se também que a atividade
mitocondrial aumentou após 48 e 72 horas na presença do
inibidor BMP-4. É amplamente conhecido que o BMP-4
modula a condrogênese e a ossificação endocondral,23 assim
como participa da sinalização para proliferação de condró-
citos e hipertrofia à apoptose e angiogênese que permite a
migração e ossificação dos osteoblastos. O bloqueio do
receptor BMP-4 levou à diminuição da expressão da sinali-
zação BMP-4, e elevou a atividade metabólica das SFCs,
sugerindo que o passo condrogênico da diferenciação das
SFCs permaneceu no estágio proliferativo, o que poderia
explicar o aumento da atividademetabólica das SFCs. Apesar
da importância do BMP-4, não encontramos estudos sobre
sua influência no comportamento das SFCs. Outros estudos,
no entanto, verificaram que o pré-tratamento das SFCs com
TNF-β24 e IL-1β25 promoveu sua proliferação. Nossos resul-
tados indicados no tratamento das SFCs tanto com inibidor
BMP-4 ou BMP-4 podem influenciar a proliferação de SFCs,
dependendo da magnitude dos estímulos.

A presença de TGF-β no líquido sinovial de pacientes com
OA tem umpapel importante no recrutamento deMSC. Além
disso, o líquido sinovial de pacientes com OA pode estimular
a expansão do MSC na cultura de células sinoviais de
pacientes com OA, através da estimulação da migração
celular.26 Outro estudo mostrou que a expressão contínua
de TGF-β1 sobre o MSC sinovial estimulou sua proliferação e
potencial condrogênico.27

Durante a condrogênese, a TGF-β é importante para a
diferenciação de condrócitos em estágios iniciais e, por fim,

Fig. 4 Atividade mitocondrial das SFCs após tratamento inibidor BMP4. A atividade dass SFCs do grupo W/O OA aumentou após 48 horas
(p¼ 0,0064) e 72 horas (p< 0,0001) de tratamento com inibidor de BMP4. A atividade das SFCs do grupoW/OA também aumentou após 48 horas
(p< 0,0001) e 72 horas na presença do inibidor BMP4 (p< 0,0001). Não houve diferenças na atividade nem entre as SFCs do grupo W/O OA, nem
do grupo W/OA após tratamento com inibidor BMP4 após 24 horas (p> 0,05).
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na indução condrogênica, inibe a diferenciação de condrócitos
terminais.12 Além disso, a TGF-β promove o crescimento, a
manutenção e a reparação da cartilagem articular pormeio de
uma boa regulação de sua via de sinalização, que visa um
conjuntodefatoresdetranscriçãoecrescimento.28Fenômenos
celulares regulados incluem proliferação, migração, inflama-
ção, carcinogênese, expressão de matriz extracelular, síntese
proteica e degradação, até funções do sistema imunológico.
Muitos autores afirmaramque a sinalização de vias TGF-β tem
um papel central no desenvolvimento da OA.7,12,14,29 Como
observamos no presente estudo, o bloqueio de TGF-β promo-
veu uma mudança dinâmica na atividade mitocondrial. Nas
primeiras 24 horas, foi observada uma redução em pacientes
sem OA na presença do inibidor TGF-β. A inibição do receptor
Smad3diminuiu a atividade apenas nas SFCs de pacientes sem
OA. Surpreendentemente, após 48 horas de inibição, a ativi-
dade aumentou nas SFCs de pacientes com e sem OA na
presença do inibidor TGF-β. A inibição do Smad3 promoveu
umaumentonaatividadedasSFCsapenasdepacientessemOA
neste mesmo período. Após 72 horas de exposição ao inibidor
TGF-β, a atividade foi semelhante emambososgruposde SFCs,
mas aumentou na presença do inibidor Smad3no caso de SFCs
de pacientes sem OA e diminuiu nos com OA.

Conclusão

Em conclusão, não há diferenças na atividade mitocondrial
das SFCs de pacientes com e sem OA, independentemente da
concentração BMP-4 à qual foram expostas. Além disso, a
atividade das SFCs de pacientes com e sem OA é modulada
pelos inibidores de TGF-β, Smad 3 e BMP-4.
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