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RESUMO

Cartilagem articular danificada ou doente frequentemente leva a
degeneracdo progressiva que resulta em uma diminuicdo
acentuada na qualidade de vida. Engenharia de tecidos, um
campo em expansao dentro das modernas ciéncias biomédicas,
promete a criacdo de substitutos vidveis para faléncia total ou
parcial de 6rgéos ou tecidos. Atuais abordagens da engenharia
de tecidos baseiam-se, essencialmente, na restauragcdo da
estrutura de tecidos patologicamente alterados com base no
transplante de células em combinagdo com matrizes de suporte e
biomoléculas. A capacidade de manipular a estrutura do tecido e
reconstituir a fungéo in vitro tem tremendas implicacdes clinicas e
€ provavel que tenha um papel chave em terapias celulares e
genéticas nos proximos anos. O presente estudo é focado na
geracdo de implantes condrais para a reparacdo de cartilagem
articular, que consistem em substitutos da cartilagem in vivo pela
cartilagem produzida in vitro. Culturas de condrécitos humanos
foram realizadas com o intuito de avaliar a eficacia dos soros
fetais bovinos, bem como dos fatores de crescimento. A
combinacdo mais eficaz para a cultura tridimensional de
condrécitos humanos foi atingida pela suplementacdo com soro
FBS Superior e pelo enriguecimento com IGF-1. Re-
diferenciacdo de células porcinas foi realizada, expandidas em
gel de alginato, seguida de formacéo de cartilagem tridimensional
em culturas de alta densidade celular. Neste trabalho, diferentes
fatores de crescimento para a estimulacdo da re-diferenciacéo e
formacdo de cartilagem foram utilizados para melhorar a
qualidade dos implantes condrais. Foi demonstrado que a
suplementacdo do meio com fatores de crescimento tem efeitos
significativos sobre as propriedades da matriz. Nas amostras
porcinas cultivadas com a adicdo dos fatores de crescimento
IGF-1 e TGF-Bl1 durante a cultura de alginato, os cortes
histolégicos mostraram a formagdo de tecido homogéneo e
coloracao intensa de colageno tipo Il.

Palavras-chave: Engenharia de Tecidos. Condrdcitos.
Cartilagem. Producgéo in vitro. Fatores de crescimento. bFGF.
IGF-1. TGF-B1. ASAP.






ABSTRACT

Damaged or diseased articular cartilage often leads to
progressive debilitation which results in a marked decrease in
quality of life. Tissue Engineering, a growing field within the
modern biomedical sciences, promises the creation of viable
substitutes for total or partial failure of organs or tissues. This
represents the fusion of a fast developing of cellular and
molecular biology, supported, on the one hand, by the chemical
materials, and the other by the biomechanical engineering.
Current approaches to tissue engineering are based mainly in the
restoration of pathologically altered tissue structure based on cell
transplantation in combination with support matrices and
biomolecules. The ability to manipulate the tissue structure and
reconstitute the function in vitro has tremendous clinical
implications and is likely to have a key role in gene and cell
therapies in the coming years. The present study focuses on the
generation of chondral implants for articular cartilage repair,
which consist of cartilage substitutes in vivo, by the in vitro
cartilage produced. Cultured human chondrocytes were
performed in order to evaluate the effectiveness of fetal bovine
serum and growth factors. The most effective combination for the
three-dimensional culture of human chondrocytes was achieved
by supplementation with whey Superior FBS and the enrichment
with IGF-1. Re-differentiation of porcine cells was performed,
expanded in alginate gel, then the formation of three-dimensional
cartilage cultures at high cell density. In this work, different growth
factors for the stimulation the re-differentiation and cartilage
formation were used to improve the quality of chondral implants.
Was shown that supplementation of the medium with growth
factors has significant effects on the properties of the matrix. In
the samples cultured with the addition of growth factors IGF-1
and TGF-B1 during the culture alginate, histological sections
showed the formation of homogeneous tissue and intense
staining of type Il collagen.

Keywords:  Tissue Engineering. Chondrocytes. Cartilage.
Production in vitro. Growth factors. bFGF. IGF-1. TGF-B1. ASAP.
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1 INTRODUGAO, OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

A engenharia de tecidos representa a convergéncia de
um conjunto complexo de linhas de trabalho pré-existentes de
trés dominios muito diferentes: a medicina clinica, a engenharia e
a ciéncia. Seus precursores mais 0Obvios sdo encontrados no
dominio clinico, e sdo melhor compreendidos como exemplos
especificos de estratégias de resolugdo de problemas gerais
empregadas pelos médicos. No entanto, a engenharia de tecidos
também é notavel pela amplitude de sua aplicacdo a pesquisa
biomédica, em areas como a biologia celular e do
desenvolvimento, nas ciéncias basicas médica e veterinaria, em
transplantes, na area de biomateriais, biofisica, biomecénica e na
engenharia biomédica. Os principais desenvolvimentos da
engenharia de tecidos foram realizados nas diversas areas
clinicas, incluindo enxertos vasculares, enxertos de pele, terapias
de pancreas, rim e insuficiéncia hepatica, reparacéo de 0sso e de
cartilagem [1].

A engenharia de tecidos engloba uma grande variedade
de abordagens experimentais e disciplinas cientificas. A
engenharia de tecidos in vitro envolve a manipulagédo de células
in vitro, antes da implantacdo no ambiente in vivo, enquanto a
engenharia de tecidos in vivo baseia-se na capacidade natural do
organismo de regenerar sobre biomateriais sem semeadura de
células. Células, biomateriais, e condicdes de incubacéo
controladas desempenham papéis importantes na construcdo e
utilizacdo dos modernos sistemas in vitro para a engenharia de
tecidos [2].

A cartilagem humana adulta mostra fraca capacidade de
reparacgéo e regeneracao. As explicagdes para isto incluem a sua
capacidade limitada para a proliferacdo das células da
cartilagem, denominadas condrécitos ou condroblastos; a
capacidade dos condrécitos de se tornarem catabdlicos em
resposta aos mediadores patoldgicos e a natureza do tecido
avascular, que impede a migracao de células regenerativas, a
menos que a lesdo forneca acesso a medula [3].

O potencial impacto da engenharia de tecidos, tanto na
area terapéutica, como do ponto de vista econdmico, € enorme.
O custo total com cuidados de saude nos EUA, por exemplo,
para pacientes que sofrem de perda de tecidos ou a falha de
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orgéos, ultrapassa US$ 400 bilhdes  anualmente.
Aproximadamente 8 milhdes de procedimentos cirdrgicos sao
realizados anualmente nos Estados Unidos para tratar estas
desordens. Estimou-se que, j4 na década de 90, o mercado total
de produtos para engenharia de tecidos movimentava, nos
Estados Unidos, 80 bilhdes de ddlares anuais [4-5].

As lesbes da cartilagem articular sdo geradas durante o
curso de varias doengas das articulagdes, osteoartrite (OA), em
conjunto com um grande numero de condicbes genéticas ou
metabdlicas ou como resultado de um trauma, sendo a principal
causa da perda de tecido cartilaginoso e apresentando efeitos
diretos sobre a saude do individuo. A dor durante a locomocgéao
devido a OA no joelho é responsavel pela maioria das cirurgias
de protese total do joelho. Em 2007, os custos nos EUA
relacionados & OA foram superiores a U$ 60 bilhes ao ano [6-7].
Portanto, este estudo teve como objetivo produzir cartilagem
articular in vitro, determinando a eficiéncia dos soros fetais
bovinos e dos fatores de crescimento utilizados e analisando
bioguimica e histogicamente o tecido gerado, contribuindo assim,
para que num futuro proximo seja possivel aprimora-la de forma
a se tornar viavel temporal e economicamente para a utilizagéo
em implantes de substituicdo total ou parcial de cartilagens
articulares danificadas.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como principal objetivo a producéo de
cartilagem articular porcina in vitro e a cultura de condrdcitos
articulares humanos imortalizados, ambas suplementadas com
soros fetais bovinos e enriquecidas com fatores de crescimento.

1.1.2 Objetivos especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos:

» Caracterizar condrécitos articulares porcinos, através de
andlises bioquimicas (GAG e DNA) e coloragdo imuno-
histoquimica, produzindo-se construcbes de cartilagem
tridimensionais cultivadas em alginato, a partir de células
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expandidas em cultura de monocamada utilizando um meio
de cultura padrdo (DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle
Medium / Ham's F-12) com a adicdo de FBS (soro fetal
bovino) e fatores de crescimento.

« Determinar a eficiéncia dos soros FBS, FBS Superior e
FBS Gold, e dos fatores de crescimento bFGF, IGF-1 e
TGF-B1 durante todo o processo da proliferacdo em cultura
de monocamada e do cultivo em gel de alginato de
condrécitos articulares humanos imortalizados.

1.2 JUSTIFICATIVA

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a
osteoartrite, doenca articular degenerativa, afeta principalmente a
cartilagem articular e j4 € uma das dez doencas mais
incapacitantes em paises desenvolvidos. As estimativas sdo de
que em todo o mundo 9,6% dos homens e 18,0% das mulheres
com idade superior a 60 anos tém osteoartrite, sendo que 80%
das pessoas com a doenca tém limitages no movimento, e 25%
nao podem executar suas principais atividades da vida diéria. A
cartilagem danificada acarreta deformidades articulares graves
representadas por distirbios complexos no alinhamento de
ligamentos e do aparelho muscular subjacente, causando dores
articulares e debilitando parcial ou completamente a locomocéo
[8]. Tendo em vista que ha limitagBes das respostas espontaneas
da regeneragdo da cartilagem, e dada a multiplicidade de
possiveis origens, as tentativas de curar lesGes da cartilagem
articular tém envolvido medidas sintomaticas que sdo Uteis
apenas para 0 paciente obter alivio e prevenir a progressao da
destruicao articular [9]. Ainda nao foi desenvolvida uma técnica
de producéo de cartilagem articular xenogénica e/ou alogénica in
vitro, que possa ser produzida em escala compativel a demanda
dos pacientes com articulacdes lesionadas e que seja acessivel
aos sistemas de saude. Portanto, o presente trabalho visa
contribuir para o desenvolvimento desta técnica, de forma que a
substituicdo da cartilagem possa ser parcial ou total dependendo
da necessidade do paciente, pois assim, ndo serdo mais
necessarios os atuais implantes protéticos que limitam o paciente
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em muitas atividades fisicas e nos movimentos de flexdo e
extensdo, além de sofrerem desgaste das superficies de
rolamento da prétese e o afrouxamento dos componentes ao
longo do tempo, tendo que ser substituidos [10], possibilitando ao
paciente voltar as suas atividades normais de locomogédo com
mais conforto e menos limitagdes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ENGENHARIA DE TECIDOS

Transplante de um individuo para outro, ainda que muito
bem sucedido, tem grave restricbes. O grande problema é o
acesso a tecidos e 6rgdos suficientes para todos os pacientes
que deles necessitam. Em 2012, 115.940 pessoas estiveram em
listas de espera de transplantes nos Estados Unidos, e muitos
morreram enquanto esperavam por 6rgdos disponiveis. Além
disso, problemas com o sistema imunolégico produzem rejei¢céo
crbnica e destruicdo ao longo do tempo. Criando um
desequilibrio ao sistema imune, a partir da imunossupressao,
pode causar a formacgdo de novos tumores. Essas restricbes
produziram uma necessidade de novas solugbes para fornecer
tecido suficiente. E dentro deste contexto que o campo da
engenharia de tecidos surgiu. Novas fontes de células, incluindo
muitos tipos de células-tronco, tém sido identificadas nos ultimos
anos, iniciando um novo interesse no campo. De fato, a
emergéncia da biologia de células-tronco conduziu a um novo
termo: medicina regenerativa. Os progressos neste dominio tém
sido tdo rapidos que o Prémio Nobel de Medicina em 2012 foi
atribuido aos Drs. Gurdon e Yamanaka por suas contribuicbes
sobre a reprogramacéo de células e para a producao de células-
tronco pluripotentes induzidas [11].

A abordagem de regeneracao tecidual tem desenvolvido
novas estratégias promissoras que tém o potencial de
revolucionar o tratamento de pacientes que sofrem de uma
perturbacdo das funcdes dos tecidos vitais. O conhecimento
moderno adquirido nos campos da biologia celular e molecular,
em combinacdo com novos biomateriais de pesquisa, tem
proporcionado uma abordagem pratica da regeneracgao.
Procedimentos de engenharia de tecidos se concentram na
distribuicdo ou na mobilizagdo in situ de células capazes de
restaurar a arquitetura patologicamente alterada e a funcdo dos
tecidos. Esta abordagem compreende a triade interativa de
células sensiveis, de uma matriz de suporte e de moléculas
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bioativas que promovem a diferenciagdo e a regeneragéo
tecidual (Tabela 1) [12].

Tabela 1 - Desenvolvimento de procedimentos de engenharia utilizados
com base na engenharia de tecidos de cartilagem

12 Geragéao 22 Geragao 32 Geragao
(atualmente)  (em desenvolvimento) (futuro)
Principais Transplantes  Retalhos de tecido  Regeneracgéo
abordagens de células pré-formados, in vivo e
autélogas constru¢cées em 3D reparacao
e transplantes tecidual
osteocondrais dirigida
Componente Retalho de Substancias de Fatores de
importante periosteal distribuicdo e de crescimento e
suporte biomateriais

Fonte: RISBUD M.V., SITTINGER M. Tissue engineering: advances in in
vitro cartilage generation. Trends Biotechnol, v. 20, p. 351-356 (2002).

A engenharia de tecidos in vivo depende da capacidade
natural do corpo para regenerar tecidos sobre os biomateriais
sem células semeadas, porém esta abordagem pode requerer
proteinas, DNA, ou aditivos de mRNA para uma regeneracao
melhorada. Esta tecnologia foi aplicada a pacientes durante
décadas. Em contraste, a engenharia de tecidos in vitro envolve
a manipulagcdo de células in vitro, antes da implantagdo no
ambiente in vivo. Embora esta técnica também dependa da
capacidade do corpo para se regenerar, evidéncias adicionais
sdo fornecidas com a presenca de células ou de tecidos no
momento do implante. Quando as células séo utilizadas para a
engenharia de tecidos, o tecido doador é dissociado em células
individuais, que sdo implantados, quer diretamente para o
hospedeiro ou expandidas em cultura, ligado a uma matriz de
suporte, e reimplantadas apds a expansao [1].

Um dos pontos criticos da engenharia de tecidos foi criar
estruturas tridimensionais que permitiram um grande nimero de
células a serem alojadas, necessérias para a criagcdo de tecidos
em trés dimensbes. Além disso, suportes de compostos de
polimeros sintéticos foram introduzidos e proporcionaram
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vantagens significativas na adaptacédo de propriedades tais como
a resisténcia, as taxas de degradacdo e a incorporagcdo de
células [13].

A estratégia de engenharia de tecidos, geralmente
implica os seguintes passos:

() Uma fonte de células adequada deve ser identificada,
isolada, e estas devem ser produzidas em namero suficiente.

(i) Um material biocompativel apropriado que pode ser
usado como um substrato de células (sistema aberto) ou um
material de células-encapsuladas (sistema fechado) deve ser
isolado ou sintetizado e fabricados com a forma e dimensfes
desejadas.

(iii) As células devem estar uniformemente semeadas no
interior do material ou cultivadas num biorreator.

(iv) A estrutura projetada deve ser colocada em local
adequado in vivo. Dependendo do local e da estrutura,
vascularizacdo pode ser necessaria [14].

2.2 GERACAO DE CARTILAGEM IN VITRO

A engenharia de tecidos de cartilagem tem um papel
importante a desempenhar na geracdo de material de enxerto.
Esta é uma abordagem para fabricar construcdes de cartilagem
in vitro, que pode ser utilizada em cirurgias reconstrutivas. Os
métodos, nos mais diferentes estudos de pesquisas com
cartilagem, envolvem: a colheita da cartilagem suina ou humana,
neste caso durante uma cirurgia; o isolamento de condrdcitos
através da digestdo enzimatica da cartilagem colhida; a
expansao do numero de células numa cultura em monocamada
de duas dimensbes, muitas vezes utilizando meios de cultura
com soro e enriquecidos com fatores de crescimento; a
semeadura das células sobre um suporte de crescimento e a
formacdo da cartilagem tridimensional. Embora o progresso
nesta area tenha sido lento, houve entusiasmo para o uso de
células recém-isoladas ou expandidas, por causa da boa
viabilidade de condrdcitos transplantados [15].

Defeitos criados na cartilagem articular que foram
preenchidos com condrécitos de cultura mostraram uma
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reparacdo significativa no tecido com as caracteristicas da
cartilagem articular normal [16]. Em casos cuidadosamente
selecionados, o primeiro uso clinico dos condrdcitos autélogos
expandidos mostrou o0 potencial com excelentes resultados,
especialmente no condilo femoral [17]. Assim, é evidente, a partir
de estudos experimentais e clinicos, que condrécitos adultos
podem ser expandidos in vitro e utilizados para a producao de
cartilagem in vivo.

2.3 EXPANSAO DO NUMERO DE CELULAS EM
MONOCAMADA

Condrécitos  isolados de individuos plenamente
desenvolvidos tém uma capacidade limitada para a divisdo
celular, a menos que eles sejam cultivados em culturas em
monocamada de soro enriquecido com suplementos de
crescimento. O crescimento de condrocitos em cultura de
monocamada com um nimero limitado de passagens serve para
aumentar o nimero de divisGes para procedimentos seguintes de
transplante de condrécitos, mas a principal desvantagem desta
abordagem € que o0s condrécitos sofrem desdiferenciacéo
rapidamente durante a proliferacdo em monocamada [18]. Um
metabolismo celular alterado ¢é uma indicacdo de
desdiferenciacdo dos condrécitos, que é acompanhado pela
reducdo da sintese de cartilagem e por marcadores especificos,
tais como o colageno do tipo Il e proteoglicanos especificos da
cartilagem [19]. A desdiferenciacdo também altera a composi¢éo
e a abundancia de receptores e moléculas de sinalizacéo
importantes sobre a superficie da célula [20]. Por estas razbes,
em cultura de monocamada prolongada, condrdcitos
desdiferenciados continuam a se proliferar, mas parecem perder
0 seu potencial condrogénico irreversivelmente [21].

No entanto, estudos recentes em nossos laboratérios tém
mostrado que culturas em monocamada de condrdcitos
articulares podem recuperar o seu potencial condrogénico se
eles forem transferidos de uma passagem de monocamada para
uma cultura de alta densidade. Culturas de alta densidade
parecem promover a rediferenciacdo condrogénica, uma vez
que, o ambiente tridimensional de suporte para as interacfes
célula-célula imita as condic¢des fisiologicas de cartilagem in vivo.
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Baseada nas tecnologias para o tratamento de defeitos
da cartilagem articular, a expansdo celular de um pequeno
numero de condrdécitos obtidos a partir de bidpsias é uma parte
integrante do processo de fabricacdo. O ndmero inicial de células
para a producao de implantes autélogos ou xenograficos é
limitado pelo pequeno tamanho de uma biopsia, que é assumido
ter entre 0,2 x 10°% e 1,2 x 10° células. Assim, os condrdcitos
devem ser expandidos por um fator de 100 a 1.000 até que o
numero de células desejado seja atingido: para a construcédo de
cartilagem, um numero inicial de 10° células é necessario. A fim
de preencher um defeito de cerca de 6 cm? é necessario
subcultivar culturas em monocamada até a terceira passagem. A
propagacdo em frascos-T compreende duas tripsinizacdes,
levando a um fendtipo de desdiferenciacdo (reducdo da
expressao de colageno do tipo Il e a producédo de colageno do
tipo 1) [22].

Cultura de condrécitos porcinos em monocamada é um
método de interesse no transplante de condrdcitos pela sua
importancia para a expansdo e aumento da densidade celular.

2.4 FORMAGAO DE CARTILAGEM PORCINA
TRIDIMENSIONAL SOB TENSAO DE OXIGENIO REDUZIDA.

O tratamento de defeitos comuns por transplante de
enxerto autélogo de condrécitos € um método bem estabelecido.
No entanto, a aplicacdo desta técnica € limitada devido ao fato
de que os implantes terem que ser obtidos a partir de regides
que ndo suportam o peso do corpo ou de parte deste. Assim,
varios métodos tém sido desenvolvidos para a producdo de
implantes de cartilagem a partir de condrécitos xenogénicos.
Uma vez que os condrdcitos sdo colhidos a partir de uma
pequena regido do joelho suino e expandidos em cultura de
células, a cartilagem xenogénica cultivada in vitro permite a
terapia de defeitos, evitando o0s inconvenientes acima
mencionados de transplantes autdlogos [23].

Pdrtner et al. (2005) investigou o transporte de oxigénio
em sistemas de cultura para a geragdo de pellets de cartilagem.
Duas estratégias de cultura foram modeladas, um sistema de
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cultura estatica com o fornecimento de oxigénio através do meio,
por difusédo, e um sistema de cultura de perfusdo com um meio
enriquecido em oxigénio (para detalhes consulte [24]).

Para a cultura estética, a concentracao de oxigénio na
vizinhanga do pellet diminui muito rapidamente para zero dentro
de um curto espaco de tempo. Este efeito deve-se, sobretudo, ao
transporte difusivo de uma concentracdo baixa de oxigénio
através da camada limite entre o sedimento e o meio de cultura
da cartilagem. Alternativamente, um sistema de perfusdo foi
modelado, em que o meio enriquecido com oxigénio flui sobre a
cartilagem. Estes célculos mostraram que a resisténcia a
transferéncia de massa na camada limite, entre a cartilagem e o
meio, pode ser significativamente reduzida, mas ainda assim a
concentracdo de oxigénio no interior do pellet diminui muito
rapidamente. A principal razdo para essa limitagéo é a baixa taxa
de transporte por difusdo. A partir das observacdes dos dados
experimentais, uma menor concentracdo de oxigénio na fase
gasosa € recomendada. As simulagbes tedricas indicam que,
mesmo sob condicfes ideais (sem limitacdo de transferéncia de
massa na fase fluida) uma limitagcao grave de oxigénio dentro dos
tecidos deve ser esperada. Se o fornecimento de oxigénio € o
fator limitante durante a formacao de cartilagem, um sistema de
biorreatores (camara de fluxo) com uma fonte de oxigénio deve
levar a uma melhor qualidade de cartilagem “engenheirada”. Por
outro lado, baixas concentracBes de oxigénio na fase gasosa
parecem melhorar algumas propriedades da matriz [22].

2.5 MATRIZ EXTRACELULAR E COLAGENOS TIPO |, Il e VI

Crescimento e diferenciacdo celular, em cultura celular
bidimensional, bem como no espaco tridimensional do organismo
em desenvolvimento, requer a presenca de um ambiente
estruturado, com o qual as células possam interagir. Esta
estrutura necessaria € a matriz extracelular (MEC), que é
composta de redes poliméricas de varios tipos de
macromoléculas, em que as moléculas menores, de ions e de
agua séao ligadas. Os principais tipos de macromoléculas séo
proteinas de formacdo de polimeros, tais como colageno,
elastina, fibrilina, fibronectina e laminina; e heteropolissacarideos
hidrofilicos, tais como cadeias de glicosaminoglicanos (GAG) em
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&cido hialurénico e proteoglicanos. E a combinac&o de polimeros
de proteinas e proteoglicanos hidratados que ddo as matrizes
extracelulares a sua resisténcia para suportar as forcas
mecanicas de tracdo e compressao [11].

Coldgenos sao o0s componentes principais de matriz
extracellular e representam as principais proteinas (cerca de
25%) em tecidos de mamiferos [25]. Uma subfamilia destas
proteinas sdo os colagenos fibrilares, que contém rigidas
moléculas e sdo o principal tipo de coladgeno que formam a
estrutura da cartilagem articular [26].

Colagenos do tipo |, Il e lll sao fibrilares. Colageno do tipo
| € o colageno mais abundante do corpo humano, que forma as
fiboras grandes e eosinofilicas conhecidas como fibras de
colageno. Ele esta presente no tecido cicatricial, o produto final
da reparagdo do tecido, assim como tenddes, ligamentos, o
endomisio de miofibrilas, a parte organica do osso, a derme, a
dentina e capsulas de érgéos [27]. J& o colageno do tipo Il é a
base para a cartilagem articular. Ele representa 50% de toda a
proteina na cartilagem e 85-90% do colageno da cartilagem
articular. O colageno tipo Il possui forma de fibrilas, esta rede de
colageno fibrilar permite a cartilagem reter o agregado de
proteoglicanos, assim como fornecer forca de tracdo ao tecido
[28]. Colageno do tipo VI € um dos principais componentes da
matriz pericelular na cartilagem articular e possui estreita
associacao com a superficie celular de condrdcitos e a matriz da
cartilagem [29]. Colageno tipo VI esta presente na maioria dos
tecidos conjutivos; possui propriedades de ligacdo para as
células, proteoglicanos e colageno tipo |, além de poder servir
como uma ponte entre as células e a matriz [30].

2.6 SOROS FETAIS BOVINOS

Soro fetal bovino (FBS) ou soro fetal de vitelo é a fracao
do sangue remanescente apés a coagulacdo natural do sangue,
seguida por centrifugacéo para remover todos os resquicios de
glébulos vermelhos do sangue. O soro bovino fetal vem do
sangue colhido a partir de feto de bovino através de um sistema
fechado de coleta no matadouro. FBS possui baixo nivel de
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anticorpos e contém fatores de crescimento, permitindo
versatilidade em muitas aplicagdes de cultura de células, sendo,
assim, o suplemento mais amplamente utilizado para a cultura de
células eucaridticas in vitro. A proteina globular, albumina de
soro bovino (BSA), € um dos principais componentes de soro
fetal bovino. A rica variedade de proteinas de soro fetal bovino
mantem células cultivadas em um meio em que elas podem
sobreviver, crescer e se dividir [31].

O soro FBS Gold difere-se do FBS tradicional por um
conteudo particular com baixo nivel de anticorpos IgG
(Imunoglobulina G) e nutrientes adicionais para fornecer mais
facil adaptacdo, crescimento celular superior e aumentar a
produtividade de proteina durante a cultura celular. FBS Gold é
completamente definido: o soro é cromatograficamente purificado
e fracionado e entdo o0s constituintes individuais sé&o
recombinados em uma composi¢cdo uniforme, proporcionando,
assim, um soro sem variacao entre lotes [32, 33].

A exigéncia de hormdnios e fatores de crescimento na
cultura de células é geralmente satisfeitas incluindo soro animal,
geralmente 10% de soro fetal de vitelo. Esta € uma pratica
difundida, mas tem duas desvantagens significativas: O soro
pode ndo ser completamente caracterizado e ha diferencas entre
lotes de soro, que pode ser critico para os resultados
experimentais [11]. A fim de uniformizar as variagfes habituais
das caracteristicas bioldgicas de lotes de FBS, foi desenvolvido o
FBS Superior. Devido a adicdo de suplementos sintéticos
selecionados, é garantido a qualidade constante do soro,
eliminando, assim, a necessidade da realizacdo de testes a cada
lote e a adaptacdo das células entre um lote e outro. FBS
Superior é livre de micoplasma, evitando, assim, a contaminagéo
das células por estas bactérias [34-36]. N&do existe atualmente
uma unidade para remover o0 soro a partir de fetos de bovino
para a preparacao de células que se destinam a implantagdo em
pacientes humanos, isso por causa da possibilidade de
transmisséo de doencas de animais para os pacientes [11].
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2.7 COMBINAGAO DOS FATORES DE CRESCIMENTO

O fator de crescimento de fibroblastos basico, também
conhecido como bFGF, FGF2 ou FGF-B, estd presente na
membrana basal e na matriz extracelular subendotelial dos vasos
sanguineos do tecido. O bFGF é produzido por uma variedade
de células do organismo e é secretado na matriz extracelular,
acelerando a proliferagdo das células para a reconstituicdo do
tecido, além de promover a diferenciacdo celular [37-41]. Em
estudos realizados com diferentes células animais, o fator de
crescimento fibroblastico béasico (bFGF) mostrou acelerar a
formacédo de tecido, o aumento da proliferacdo de células e de
acumulacao de colageno [11].

Pesquisas realizadas para determinar as caracteristicas e
efeitos de fatores de crescimento em engenharia de tecidos de
cartilagem provaram que especialmente o IGF-1 (Insulin-like
Growth Factor 1) e TGF-B1 (Transforming Growth Factor pl)
demonstram resultados positivos. Ambos os fatores de
crescimento, IGF-1 e TGF-f1, podem ser produzidos por
condrécitos e sdo acumulados na matriz extracelular [42]. A partir
de varios estudos, sabe-se que 0 IGF-1 e 0 TGF-B1 influenciam a
diferenciacdo de condrdcitos e também a formacéo de cartilagem
in vitro [43]. Os resultados variados sobre os efeitos desses
fatores de crescimento s&o atribuidos as diferencas nas
condicbes de cultura, a espécie e idade dos doadores, as
concentracdes dos fatores de crescimento, ao estado de
diferenciacao celular e a adigéo de soro [44].

O IGF-1 é um importante fator anabdlico para os
condr@citos e para a cartilagem in vitro. Ele pode estimular a
proliferacdo de células e a biossintese de matriz extracelular, em
particular a producéo de proteoglicanos. A adicao de TGF-f1 ao
meio de cultura mostra efeitos diversos sobre a cultura de
condrécitos. Ela pode estimular ou inibir o crescimento das
células e o acumulo de proteoglicanos e colageno tipo Il.
Tsukazaki et al. (1994) observaram que o TGF-B1 atua
sinergicamente com o IGF-1, o que significa que uma
combinacdo de ambos os fatores de crescimento pode influenciar
o0 cultivo de uma maneira diferente do que cada fator de
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crescimento por si sO. Assim, os suplementos de fator de
crescimento podem melhorar a qualidade da cartilagem de
engenharia, mas eles tém que ser ajustados para cada aplicacédo
de engenharia de tecidos [45].

2.8 TESTE IMUNO-HISTOLOGICO DE CARTILAGEM

O conceito fundamental da imuno-histologia é a
localizacdo de antigenos dentro das secfes de tecido por meio
de anticorpos especificos, em que é detectada a reacdo
antigeno-anticorpo com uma reagdo de coloracdo histoquimica
visivel no microscépio de luz ou com fluorocromos por luz UV em
microscopio de fluorescéncia. Métodos que utilizam anticorpos,
como os testes imuno-histolégico de cartilagem, sao de especial
importancia devido a especificidade inerente da reagao antigeno-
anticorpo. Desde sua descoberta por E. BEHRING e S.
KITASATO (1890) ha mais de um século, os anticorpos sdo
utilizados como proteinas de ligacdo com ligantes altamente
seletivos e sdo largamente utilizados para a deteccdo e a
separacdo de moléculas antigénicas [46].

Os anticorpos sédo feitos através da imunizacdo de
animais (rato, coelho, cabra, cavalo, etc.) com antigenos
purificados. O animal responde produzindo anticorpos que
reconhecem especificamente e se ligam aos antigenos. O
anticorpo monoclonal € produzido principalmente em ratos [47].
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os procedimentos
realizados no desenvolvimento da pesquisa, bem como todo o
material necessario para a realizagdo da mesma. Para o
desenvolvimento deste trabalho foram conduzidos experimentos
primeiramente com condrocitos articulares de joelhos suinos e,
em seguida, como dados exploratorios, com condrdcitos
humanos.

Os protocolos experimentais, que serdo apresentados a
seguir, foram traduzidos e adaptados a partir dos seguintes
trabalhos:

¢ Mammalian chondrocytes expanded in the presence of
fibroblast growth factor 2 maintain the ability to
differentiate and regenerate three-dimensional
cartilaginous tissue (MARTIN et al., 1999).

¢ Bioreactor -cultivation of three-dimensional cartilage-
carrier-constructs (NAGEL-HEYER et al., 2005).

e« Chondrocytes in agarose culture synthesis a
mechanically functional extracellular matrix
(BUSCHMANN et al., 1992).

« Relationship between physical, biochemical and
biomechanical properties of tissue-engineered cartilage-
carrier-constructs (NAGEL-HEYER et al., 2005).

« Redifferentiation capacity  of human articular
chondrocytes (HAC) expanded on microcarriers
(GOEPFERT et al., 2006).

3.1 PREPARO DAS SOLUCOES PARA A PRODUCAO DA
CARTILAGEM

As solucdes foram preparadas com &gua duplamente
destilada. O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH 1 N ou HCI 1 N.
Para a quantidade de &gua, deve-se encher inicialmente um
pouco abaixo do volume total, em seguida, ajustar o valor do pH
e, em seguida, completar o volume. As solu¢cdes foram
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autoclavadas e, assim, podem ser mantidas na camera fria por

cerca de um més.

» PBS:

Tabela 2 - Preparacéo da solucdo de PBS

Produtos Quimicos

Composicdo [g- L]

NaCl 8,00
KCI 0,20
KH2PO4 0,20
NH2PO4-1H20 0,75
¢ Solugéo tampéo de lavagem 1:
Tabela 3 - Preparo da solucédo tampéo de lavagem 1
Produtos Concentracéo Composicao
Quimicos [mM] [g-L]
NaCl 150 8,77
HEPES 25 5,96
¢ Solugéo tampéo de lavagem 2:
Tabela 4 - Preparo da solucédo tampéao de lavagem 2
Produtos Concentracéo Composicao
Quimicos [mM] [g-L™Y
NaCl 300 17,50
HEPES 50 11,90
» Tampao de célcio:
Tabela 5 - Preparo da solucédo tampdao de calcio
Produtos Concentracéo Composicao
Quimicos [mM] [g-L™Y
CaClI2-2H20 100 14,70
HEPES 25 5,96
¢ Tampao de citrato:
Tabela 6 - Preparo da solucédo tampdao de citrato
Produtos Concentracéo Composicao
Quimicos [mM] [g-L™Y
NaCl 150 8,77
Citrato trissodico 55 16,18
di-hidratado
HEPES 25 5,96
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Alginato: Foram adicionados 2,4% (massa/volume) de
alginato em agua bidestilada (lentamente, por agitacéo
durante a noite) e pasteurizou-se durante dez minutos a
100 € em autoclave. O alginato pode ser utilizado
apenas por duas semanas de armazenamento a
temperatura ambiente. Caso haja um aquecimento
excessivo ou armazenamentos longos, perde a
viscosidade da solugdo e nédo pode mais ser utilizado. A
solucdo deve ser de cor amarela pdalida. Quando
apresenta a cor castanha, significa que foi muito
aquecida e, portanto, deve ser descartada.

Agarose: A agarose foi dissolvida a 1% em PBS com
aquecimento. Cada solucdo preparada foi utilizada
apenas uma vez.

Tripsina: Diluiu-se tripsina/EDTA (PAA, Alemanha) 1:10
em PBS estéril (Concentracdo utilizada: 0,5 mg-mL™ de
tripsina, 0,22 mg-mL™ de EDTA).

Meio de Cultura (DMEM enriquecido com glucose):
Adicionou-se 10% de soro FBS (soro para a proliferagcéo
das células), 100 U-mL™" de penicilina, 100 pug-mL™ de
estreptomicina (PAA) e HEPES a pH 7,4 (25 mM de
concentracdo final) ao meio de cultura.

Meio de Congelamento: Adicionou-se 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO) e 20% de meio DMEM em FBS
e esterilizou-se por filtragdo. O armazenamento foi feito a
-20 C.

bFGF: Tampao: 5 mM de tris(hidroximetil)Jaminometano +
BSA (Albumina de Soro Bovino) a 0,5% (pH 7,6),
esterilizou-se por filtracdo, dissolveu-se 0,1 mg-mL™ em
tampdo, utilizou-se 100 pl de aliquotas preparadas e
armazenou-se a -20 €. O bFGF permanece estavel
durante 2 semanas a 4 C.
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e |IGF-1: Tamp&o: &cido acético 10 mM + BSA a 0,5%,
esterilizou-se por filtracdo, dissolveu-se 0,1 mg-mL™ em
tampdo, utilizou-se 100 ul de aliquotas preparadas e
armazenou-se a -20 €. O IGF-1 permanece estavel
durante 1 semana a 4 °C.

e TGF-Bl: Tampdo: 4 mM de HCI + 0,5% de BSA,
esterilizou-se por filtracdo, dissolveu-se 0,01 mg-mL™ em
tampdao, utilizou-se 200 pL de aliquotas preparadas e
armazenou-se a -20 °C. O TGF-1 permanece estavel
durante 4 semanas a 4 C.

e ASAP: Preparado com 0,28 mM de &cido-2-fosfato
ascorbico + 0,1 mM de cisteina, em agua bidestilada,
esterilizado por filtracdo. As aliquotas foram preparadas e
armazenadas a -20 T.

3.2 ISOLAMENTO DOS CONDROCITOS

Todo o trabalho foi realizado sobre bancada limpa e
esterilizada. Todas as solu¢des e materiais foram esterilizados e
0s principios de funcionamento estéril foram seguidos.

Preparacdo das células:

As células foram isoladas a partir da cartilagem de suinos
jovens de 4 meses de idade, mais especificamente dos joelhos,
obtidos um dia antes no matadouro Ernst (Endereco: Cuxhavener
Strasse, 391, 21149 Hamburg, Alemanha. Tel: +49 40 7018301).

Materiais para a coleta do tecido cartilaginoso sui  no:
 Placas de Petri de vidro estéreis;
* Bisturis descartaveis estéreis;
* Filtro de seringa (0,22 pm);
» Seringas de 10 mL e agulhas longas de 30 x 0,7 mm
com corte bisel trifacetado;
* 3 pingas estéreis;
* Folha de aluminio autoclavada 40 x 40 cm.
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Solucbes para a coleta da cartilagem e isolamento d os
condrdcitos:

* PBS estéril;

* DMEM com FBS;

* Penicilina / estreptomicina (Gibco, EUA);

* Tripsina estéril;

* Colagenase Tipo la (Sigma-Aldrich C 9891, Alemanha);
* Hialuronidase tipo Il a partir de ovelhas (Sigma-Aldrich,
Alemanha).

OBS: A umidade leva a inativacdo da colagenase e da
hialuronidase; portanto, o descongelamento foi realizado
com as aliquotas fechadas.

Implementagéo do protocolo de isolamento dos condré citos:
O isolamento foi realizado no periodo vespertino do mesmo
dia em que o os joelhos suinos foram obtidos no matadouro

Ernst.

1.

Uma folha de aluminio foi aberta sobre a bancada da
capela de fluxo laminar. Uma placa de Petri estéril foi
preenchida com 25 mL de PBS.

Os joelhos foram enxaguados com o desinfetante
cirargico Sterillium, tendo-se o cuidado para que o
Sterillium n&o atingisse a capsula do joelho. Uma placa
de Petri grande serviu como suporte para a capsula do
joelho.

Joelhos suinos foram abertos com bisturi estéril e auxilio
de pincas. Foi utilizada a cartilagem somente a partir do
fémur.

Foi realizada a disseccdo do o0sso, a cartilagem
subjacente foi removida com um bisturi convencional com
lamina n°. 15 e transferida para a placa de Petri com
PBS.

A cartilagem foi lavada com PBS para remover o sangue
residual.

A cartilagem foi cortada com o auxilio de 2 bisturis em
pedacos de aproximadamente 2 x 2 mm.
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7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

O PBS foi removido da placa de petri e as seccdes de
cartilagem foram lavadas 3 vezes com 25 mL de PBS
fresco.

A solucéo de hialuronidase foi assim preparada: 12,5 mg
de hialuronidase em p6 (Sigma-Aldrich, Alemanha) foram
adicionadas a 10 mL de PBS; em seguida, essa solucao
foi extraida com seringa e filtrada para ser esterilizada.
Todo o PBS da placa de Petri com as seccbes de
cartilagem foi removido e a solucdo de hialuronidase foi
adicionada.

Adicionou-se 550 pL de penicilina/estreptomicina as
seccOes de cartilagem e colocou-se, durante 25 minutos,
na incubadora a 37 T sob agitacdo. Esta é a primeira
parte da digestdo, onde os glicanos sao digeridos.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado, pois este
ndo contém condracitos.

Adicionou-se 50 mL de tripsina a placa de Petri, e esta
foi colocada na incubadora, durante 45 minutos a 37 €
sob agitacao.

Descartou-se a tripsina e adicionou-se 50 mL de meio
contendo soro (10% de FBS) e a placa de Petri foi
submetida a cinco minutos de incubacéao.

O meio de cultura foi descartado e 40 mL de meio fresco
(com FBS) foram adicionados.

Praparou-se solugdo de colagenase: Foram dissolvidos
25 mg de colagenase em 10 mL de PBS. O meio de
cultura da placa foi descartado e a solucdo de
colagenase foi adicionada com filtro de seringa de 0,22
pum para ser esterilizada. Adicionou-se 100 pL de
penicilina/estreptomicina. A placa com as seccdes de
cartilagem foi tampada e permaneceu na incubadora
durante a noite a 37 C.

A digestdo foi acompanhada através do microscopio.
Como as pecas ainda ndo estavam completamente
digeridas, adicionou-se novamente colagenase e deixou-
se reagir por mais duas horas na incubadora.

A solucdo com a cartilagem digerida foi transferida a
partir da placa de Petri para um tubo e centrifugada a
1.500 RPM (RCF= 367,92 g) por oito minutos.
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18. O sobrenadante foi descartado, o sedimento foi
ressuspendido em 50 mL de solugédo tampé&o de lavagem.
A contagem de células foi realizada com trypan blue e
determinou-se o0 numero de células de acordo com a
secao 3.3.2.

19. As células foram semeadas apds isolamento em frascos
T175 (ver secdo 3.4 'Proliferacdo das células’). Foram
semeadas 5 x 10° células em cada frasco e adicionados
25 mL de meio DMEM com FBS e
penicilina/estreptomicina (100 U-mL™ de penicillina e 100
pg-mL™ de estreptomicina, PAA).

3.3 FUNDAMENTOS DOS PROCESSOS PARA A EXPANSéO
DOS CONDROCITOS EM MONOCAMADA E CONSTRUCAO
DA CARTILAGEM EM CULTURA TRIDIMENSIONAL

3.3.1 Tripsinizagéo

Solucdes utilizadas para a tripsinizacgao:
» PBS estéril;
* Tripsina estéril;
» Meio de cultura contendo FBS.

Implementacao do protocolo de tripsinizacéo:

Tabela 7 - Preparo da solucdo de Tripsina — Volumes com base no
tamanho do frasco de cultura de células.

Frasco T175 | T75 T25
PBS [mL] 8 5 3
Tripsina [mL] 5 3 1
Meio para parar a acgao da tripsina [mL] 5 3 1

1. O meio de cultura foi removido do frasco de cultura e
colocado em um frasco de descarte.

2. Lavou-se duas vezes com PBS, com o volume indicado
na Tabela 7, cada frasco (ndo adicionado diretamente
sobre a base do frasco). Com o frasco-T brevemente
inclinado para que o PBS escorresse pelo base, retirou-
se com uma pipeta novamente e descartou-se.
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3.

Adicionou-se tripsina, deitou-se a garrafa para espalhar
uniformemente a tripsina, observou-se o processo de
desprendimento batendo-se no lado da garrafa sob o
microscopio.

Uma vez que as células perderam a adesdo com a base
do frasco, apOs cinco minutos, parou-se a reacao
adicionando meio contendo soro. Misturou-se trés vezes
com a pipeta e transferiu-se a suspensdo para um
pequeno tubo.

3.3.2 Contagem das células

Solucdes e materiais para a contagem das células:

» Trypan blue (solugcdo azul para diferenciar as células

mortas das vivas);

« Montagem da cémara de contagem (camara de

Neubauer).

Implementacao do protocolo de contagem das células:

1.
2.

3.

As células foram suspensas e bem misturadas.

Foram colocados 100 pL de amostra em frasco
Eppendorf.

Adicionou-se 50 pL de trypan blue e em seguida
misturou-se bem.

As células foram contadas em cAmara de Neubauer.

Foi utilizado o seguinte calculo para obter a concentragcéo
de células:

células contadas

- x 1,5 X 10* = células - mL™?!
numero de quadrantes

3.3.3 Revestimento de placas de 12 pocos com agaros e

Solucdes e materiais para o revestimento da placa:

* Agarose;
* Placas de 12 pocos.
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Implementacdo do protocolo de revestimento de placa s de

12 pocos:
1. A agarose foi autoclavada e foi retirada da autoclave a 80
T

2. Adicionou-se 2 mL de agarose por pogo com uma pipeta
estéril, mantendo a placa inclinada.

3. As placas foram tampadas e colocadas em incubadora a
37 C, onde ficaram armazenadas durante 3 semanas.

3.3.4 Troca do meio de cultura

O meio de cultura foi trocado a cada 48 horas durante a
semana e a cada 72 horas nos fins de semana. Sendo assim, a
troca do meio de cultura foi realizada sempre nas segundas,
quartas e sextas-feiras.

3.4 PROLIFERACAO DAS CELULAS

Os valores apresentados aqui sdo dados para um frasco
T175 (Carl Roth, Alemanha). De acordo com o ndmero de células
isoladas, vérios frascos T175 séo utilizados. As densidades das
células ndo devem ser alteradas, de modo que, no inicio do
experimento, o numero de gerac¢des continue sendo comparavel
com as células iniciais.

Materiais e solucdes para a proliferacdo das célula  s:
* Frasco-T175 (Carl Roth, Alemanha) para cultura de
células;
* PBS estéril;
* Tripsina estéril (PAA, Alemanha);
* bFGF (Cell Concepts, Alemanha);
« DMEM com FBS (PAA, Alemanha).

Implementacéo do protocolo de proliferagéo das célu las:
1. As células utilizadas foram previamente submetidas ao
isolamento por centrifugacdo a 1.000 RPM (RCF =
163,52 g) por oito minutos.
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8.

Uma contagem de células na ordem de 1,5 x 10° células
em 25 mL de meio foi definida.

2,5 pL de bFGF foram adicionados aos 25 mL de meio de
cultura.

Semeou-se a suspensdo de células em um frasco T175.
As condi¢Bes de cultura utilizadas foram: 37 C, 5% de
0O, e 5% de CO..

O meio de cultura foi renovado a cada 48 horas:
Preparou-se 25 mL de meio com 2,5 puL de bFGF em um
tubo, removeu-se o meio velho do frasco T e adicionou-
se 0 meio fresco.

Pouco antes de se atingir a confluéncia celular no frasco,
aproximadamente apo6s 14 dias, as células foram
tripsinizadas de acordo com o procedimento apresentado
na secao 3.3.1.

A suspenséo tripsinizada foi colocada em um tubo de
ensaio e o numero de células foi determinado de acordo
com o procedimento de contagem descrito na secao
3.3.2.

As células foram congeladas (Ver se¢éo 3.5).

3.5 CONGELAMENTO DAS CELULAS

Material para o congelamento das células:

» Meio de congelamento de cultura de células;
* Frascos criogénicos (Sigma-Aldrich, EUA);
« Caixa criogénica.

Implementacéo do protocolo de congelamento das célu las:

1.

A partir das células tripsinizadas da etapa 7 da secao 3.4,
estas foram centrifugadas a 1.000 RPM (RCF = 163,52 g)
por oito minutos. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas em meio de congelamento,
de modo que o nimero obtido de células foi de 5 x 10°
células - mL™.

Foi colocado 1 mL de suspensao celular em cada tubo
Eppendorf, identificando-os com o tipo de linhagem
celular utilizada, o nimero de passagens, a data de
congelamento e o nimero de células.
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3. Os tubos foram colocados na caixa de congelamento e
permaneceram congelados durante 7 dias no congelador
-80 T.

3.6 DESCONGELAMENTO DAS CELULAS

Material para o descongelamento das células:
* Frascos T25 para cultura celular;
* 8 mL de meio de cultura DMEM com 10% de FBS;
* 2,5 L de bFGF.

Implementacdo do protocolo de descongelamento das
células:

1. Foram colocados 10 mL de meio de cultura em um tubo
de centrifuga.

2. Os frascos contendo as células foram retirados do tanque
de nitrogénio e descongelados sob agua corrente.

3. As células foram suspensas em meio de cultura e
centrifugadas a 1.000 RPM (RCF = 163,52 g) por oito
minutos.

4. As células foram ressuspendidas em meio fresco e a
contagem foi realizada (secéo 3.3.2).

5. Como o numero de células obtido estava acima do
minimo necessario (ver secdo 2.3), bFGF foi adicionado e
as células foram semeadas em frascos de cultura. Esta
foi a primeira passagem das células, denominada P1.

3.7 PRODUCAO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DE
CARTILAGEM

3.7.1 Proliferacdo dos condrdcitos isolados

Material para a proliferacéo dos condrécitos:
* Frascos T75 para cultura celular;
* Frascos T175 para cultura celular
* Meio de cultura DMEM com 10% de FBS
* bFGF
» PBS estéril
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* Tripsina estéril

Implementacdo do protocolo de proliferacdo  dos
condrdcitos:

1.

Depois de terem sido descongeladas as células (se¢do
3.6), semeou-se 1,5 x 10° células em um frasco T75,
utilizando-se 25 mL de meio e 2,5 pL de bFGF.

As células cresceram até um pouco antes de atingir a
confluéncia, sendo que o meio de cultura foi trocado a
cada 48 horas, (meio de cultura: 25 mL de meio DMEM
com 10% de bFBS e 2,5 uL de bFGF).

As células foram tripsinizadas novamente (ver secao
3.2.1), e foram semeadas em trés frascos T175, sendo
esta a segunda passagem, denominada P2.

As células foram cultivadas, no maximo, até um dia apés
ter atingido a confluéncia, sendo o meio de cultura
renovado a cada 48 horas.

As células utilizadas para o inicio do experimento
(alginato e cultura primaria) foram tripsinizadas.

As células foram centrifugadas a 1.000 RPM (RCF =
163,52 g) por oito minutos.

O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspendidas em 20 mL de solucdo tampdo de
lavagem 1 e determinou-se o nimero de células (se¢éo
3.3.2), as células estavam agora na passagem P3.

3.7.2 Cultura em alginato e cultura primaria

Material para a cultura em alginato:

* 6 tubos de centrifuga;

« 3 pincas estéreis (1 pinga cirargica);

» Um tripé

» Um dispositivo de gotejamento estéril formado por uma
seringa conectada a uma mangueira de silicone
(didmetro interno de 2 mm e comprimento de 30 cm) e
uma abracadeira para regular o fluxo;

» Um frasco Erlenmeyer estéril;

* Uma placa de 12 pogos revestida com agarose.
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Solugdes para a cultura em alginato e cultura prima  ria:

* Solucao tampao de lavagem 1 estéril;

* Solucdo tampéo de lavagem 2 estéril;

* Alginato estéril;

* Solugao tampao de célcio estéril;

* Meio de cultura DMEM com 10% de FBS (meio de
proliferacdo e rediferenciacao);

* bFGF, IGF-1 e TGF-B1 e ASAP.

Preparacéo do material para a cultura em alginato:

* A solucdo tampao foi verificada;

» Uma nova solucéo de alginato foi preparada;

* Os tubos da centrifuga foram numerados;

* O orificio na parte inferior do prato foi vedado com a fita
de autoclave;

* O suporte permaneceu em solugdo de PBS durante a
noite para, na manha seguinte, determinar-se 0 peso
Umido. O suporte foi colocado e a placa foi inserida
firmemente na unidade de centrifuga (Hettich Rotanta
460);

* As placas de 12 pocos foram revestidas com agarose, e
em seguida foram armazenadas na incubadora.

Implementacao do protocolo de cultura em alginato:

1.

Iniciou-se com o alginato tamponado: Foram misturados
10 mL de alginato (2,4%) com 10 mL da solugdo tampéao
de lavagem 2.

Foram colocados 150 mL de solucdo tampéao de célcio no
baldo.

O tripé foi montado e nele anexado o dispositivo de
gotejamento. Para controlar o fluxo da mangueira, uma
bracadeira foi utilizada. A mangueira foi levada até o
frasco Erlenmeyer, tomando-se o devido cuidado para
que a agulha permanecesse estéril.

1,5 x 10° células a partir da solucdo tampéo de lavagem
1 da etapa 7 da secéo 3.7.1 foram centrifugadas a 1.000
RPM (RCF = 163,52 g) por oito minutos.
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10.

11.

12.

As células remanescentes da etapa 7 da se¢do 3.7.1
foram usadas para formar a camada primaria: Utilizou-se
0 meio para o inicio de cultura (3 mL de DMEM com FBS
e 0,3 pL de bFGF). Cada suporte tinha 0,2 x 10° células;
portanto, 1,2 x 10° células foram transferidas para um
novo tubo e centrifugou-se a 1.000 RPM (RCF = 163,52
g) por oito minutos. As células foram ressuspensas em
meio e incubadas a 37 T para a cultura primaria ser
formada.

O sobrenadante da etapa 4 foi descartado e foram
adicionados 15 mL de tampéo de alginato (densidade
celular 10° células-mL™) para ressuspender as células.

A suspenséo de células em alginato foi colocada dentro
da seringa do dispositivo de gotejamento, e o suporte foi
alocado na parte superior do tripé.

A abracadeira da mangueira foi aberta completamente. A
suspenséo de células em alginato foi gotejada sobre a
solucdo de tampédo de célcio, movendo-se a ponta do
conta-gotas em circulos e mantendo-se a boca da canula
longe o suficiente da superficie do liquido para que as
gotas pudessem penetrar através da superficie de
tampéo de calcio, formando miliesferas (beads). Esta
etapa foi acompanhada de agitacdo suave em intervalos
de tempo pequenos.

Deixou-se as miliesferas endurecerem durante 20
minutos.

Depois de fazer movimentos de rotagdo curtos, retirou-
se a solucdo tampédo de célcio com o auxilio de uma
pipeta de 5 mL, colocada diretamente no fundo do frasco,
succionando lentamente o liquido e interrompendo a
succao a cada vez que uma miliesfera obstruia a entrada
da pipeta.

As miliesferas foram lavados duas vezes com 15 mL de
solucéo tampéo de lavagem 1, seguidos de movimentos
curtos de rotacdo. Na segunda lavagem, a solucdo
tampéo permaneceu dentro do frasco, enquanto 0 meio
de cultura era preparado, para evitar o ressecamento das
miliesferas.

Meio de cultura preparado: 30 mL de meio (o dobro do
volume das miliesferas) com soro, 45 yL de IGF-1, 45 uL
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14.
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de TGF-B1, 450 yL de ASAP (os fatores de crescimento
foram calculados proporcionalmente para o volume de
meio + alginato).

A solucdo tampé&o de lavagem 1 foi descartada e o meio
de cultura preparado foi adicionado as miliesferas.

O cultivo foi realizado a 37 C, 5% de O,, 5% de CO,, o
meio de cultura foi renovado a cada 48 horas durante
duas semanas.

Implementacgéo do protocolo de cultura primaria:

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Foi preparada a partir das células da etapa 5 da secéo
3.7.2.

Cada tubo com 2 mL de PBS estéril foi colocado na
centrifuga (Hettich Rotanta 460).

Adicionou-se 0,5 mL da suspenséo de células nos tubos,
colocou-se as tampas e apertou-se ligeiramente. As
condi¢cbes de cultura utilizadas foram: 37 C, 5% de O,
5% de CO:..

Apoés 24 horas, foi realizada a mudanca do meio com
muito cuidado, para ndo tocar no substrato.

Apobs 24 horas, 0 meio o0 e PBS foram removidos.

Foi inserida uma pinca estéril dentro dos tubos, para
coletar o aglomerado de células, e transferiu-se para uma
placa de 12 pocos.

Foram adicionados 1,8 pL de bFGF em 18 mL de meio
de cultura e, em seguida, foram colocados 3 mL de meio
em cada poco.

Cultivou-se por 14 dias, trocando-se 0 meio a cada 48
horas.

3.7.3 Preparacdo da cultura de cartilagem tridimens  ional

Material para a cultura de cartilagem:

* 3 pingas estéreis;

* 6 tubos de centrifuga;

» Placa de Petri esterilizada;

» Placa de 12 pocgos revestida com agarose (0,5 mL por

PpOgo);
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Solugdes para a cultura de cartilagem:

* Solucao tampao de lavagem 1 estéril;

» Tampéao de citrato estéril;

* Meio de cultura DMEM com 10% de FBS;
* ASAP.

Implementacdo do processo de eluicdo das células a partir
das esferas de alginato:

1.
2.

O meio de cultura das esferas de alginato foi retirado.

As esferas foram lavadas com 30 mL de solugdo tampéo
de lavagem 1 (duas vezes o volume do granulo) com o
auxilio de movimentos de rotacdo breve e, em seguida, a
solucéo foi retirada.

Foram adicionados 75 mL de tampéo de citrato (5 vezes
0 volume dos granulos) e incubou-se a 37 € durante 30
minutos, com o auxilio de movimentos de rotagéo breve,
até que o0s granulos estivessem completamente
dissolvidos. Como a incubac¢do ndo deve durar mais do
que 30 minutos e o0s granulos ndo estavam
completamente dissolvidos, o procedimento foi finalizado
com o auxilio de uma pipeta de 5 mL, com movimentos
repetitivos de succdo até a completa dissolucdo dos
granulos.

As células foram suspensas em tubos de polipropileno.

A suspensdo de células foi centrifugada a 1.000 RPM
(RCF = 163,52 g) por oito minutos.

O sobrenadante foi removido, o pellet de células do tubo
de PP foi ressuspendido em 10 mL de solucéo tampéao de
lavagem 1, em seguida, transferiu-se a suspensao para
0s proximos tubos de PP, onde também foram
ressuspendidos.

As células foram novamente centrifugadas e
ressuspensas em 10 mL de meio.

Foi realizada a contagem das células. Em 200 pL de
suspensédo de células, foram adicionados 200 pL de PBS
e 4 mg de colagenase. As células foram incubadas
durante 30 minutos a 37 T com agitacdo e, em seguida
(em consideragdo a diluicdo do PBS), foram contadas
novamente. As células foram separadas.
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14.

15.

16.
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1,8 x 10° células foram removidas, transferidas para um
tubo separado e foram centrifugadas a 1.000 RPM (RCF
= 163,52 g) por oito minutos. As demais células foram
armazenadas a 37 C.

Meio de cultura foi preparado com 9 mL de meio DMEM
e 90 uL ASAP.

As condic¢des de cultura utilizadas foram: 5% de O,, 5%
de CO,a 37 .

A partir das células restantes da etapa 9, foram retiradas
quatro amostras para a determinacdo de GAG e DNA.
Foram removidas 10° células para cada tubo Eppendorf,
foram centrifugadas a 2.000 RPM (RCF = 654,08 @)
durante cinco minutos, o sobrenadante foi removido, o
sedimento celular foi lavado com PBS, centrifugado
novamente e congelado a -20 .

Depois de 24 horas, foi realizada uma mudancga de meio:
0 meio foi retirado cuidadosamente, com a pipeta
acompanhando a superficie do liquido para ndo tocar o
substrato e garantir que nenhuma célula fosse perdida, e
meio fresco (9 mL de meio e 90 pL ASAP) foi adicionado.
Apdés mais 24 horas, as células foram colocadas em uma
placa de 12 pocos revestida com agarose: Colocou-se 3
mL de meio fresco (18 mL de meio e 180 uL de ASAP)
por pogo.

As condi¢des de cultura utilizadas foram: 5% de O,, 5%
de CO,a 37 C.

Foi realizada a mudanca de meio a cada 48 horas
durante 19 dias.

3.7.4. Avaliacdo das construcdes de cartilagem
tridimensionais

Solucdes e materiais para a avaliacdo das cartilage  ns:

* PBS para medicéo;

* PBS com 4% de formol;

» Uma espatula dupla com micro colher em arame de aco
inox;

* Uma pincga.
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Implementacéo do processo de avaliagdo das cartilag  ens:

1.

As construcdes de cartilagem foram retiradas da placa de
12 pocos e colocadas em uma placa de Petri, mantidas
em meio de cultura para nao ressecarem.

As construgbes de cartilagem foram enxugadas e
pesadas.

Fotografias das construcdes de cartilagem foram tiradas.
Foram preparadas construgbes para avaliar as
cartilagens histologicamente: 1 mL de formol foi colocado
em cada tubo Eppendorf, as cartilagens foram removidas
a partir do suporte, transferidas para o formol e
congeladas.

As construcfes restantes serviram para a medicdo das
dimensdes. As cartilagens foram removidas da placa,
colocadas num suporte e suas dimensfes foram
medidas.

Em seguida, essas construcdes de cartilagem foram
utilizadas para os testes de determinacdo de GAG e
DNA.

3.8 DETERMINACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS (GAG)
NAS CARTILAGENS

O tecido gerado foi digerido enzimaticamente com uma

solucdo de papaina (Roche, Alemanha) durante a noite. O
conteudo de GAG foi entdo medido fotometricamente por
coloracdo com azul de 1,9-dimetilmetileno (Serva, Alemanha)
com sulfato de condroitina (Sigma-Aldrich, EUA) como padrao.

Solucdes para a determinagédo de GAG:

Sulfato de condroitina a partir de cartilagem de tubardo
(Sigma-Aldrich C-4384, Canada).

Solucéo estoque: 5 mg-mL™ em agua bidestilada.

Meio de cultura DMEM com 10% de FBS.

Agua bidestilada para a determinacdo de GAGs na
digestéo da cartilagem utilizando papaina.
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Corantes para a determinacdo de GAG:

Solucdo A: 27,2 mg de azul de metileno (78 mM, Serva 20335)
em 50 mL de solugéo de agua bidestilada (com agitacao, durante

a noite).

Solucao B:
- 5,168 g de glicina;
- 4,03 g de NaCl;
- Solucdo de 800 mL de agua bidestilada;
- Adicionou-se 32,3 mL de HCI (1 M);

Misturou-se as solugbes A e B e completou-se até 1 L
com agua destilada;

- Solucédo corante sobre o controle espectrofotométrico:

Mediu-se a absorbancia da solucdo de corante a 525
nm;
Branco: Diluente;

* AE utilizado foi de 0,530. Caso contrario, deve ser

ajustado com a solugdo corante para atingir o valor
desejado.

Realizando a medida espectrofotométrica:

O ensaio foi efetuado nas amostras do meio em placas
de microtitulagdo, como se segue:

1.

2.

Adicionou-se 100 uL de agua bidestilada em todos os
pocos da placa;

Pipetou-se em cada po¢co da série A 100 pL de
amostra, misturando-se com a pipeta (teste realizado
em duplicata);

. Adicionou-se 100 uL da série A na série B e misturou-

se com a pipeta. Continuou-se esse processo até a
série H e no final descartou-se 100 uL de cada coluna
da série H;

Adicionou-se 150 pL de solucdo corante e deixou-se
agindo por 30 segundos;

A leitura foi realizada no comprimento de onda de 530
nm no espectrofotdbmetro Wallac 1420 VICTOR
(PerkinElmer, Inc.).
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Avaliagéo dos valores obtidos na medida espectrofotométrica:
- Analisou-se a média dos valores obtidos;
- Calculou-se a inclinacao para a faixa linear (regresséo linear);
- Os calculos foram realizados com base nos valores de
gradientes de concentracao.

Implementacdo do protocolo de determinacdo de GAG n a
cartilagem:

A determinacéo do teor de GAG de cartilagem, utilizando-
se digestdo com papaina, foi realizada apds a primeira noite. A
amostra de cartilagem foi tratada em um tubo Eppendorf de 1,5
mL da seguinte forma:

1. Adicionou-se 500 pL de tampéo de papaina (0,1 M

NaH,PO,, 5 uM de EDTA, pH 6);

2. Adicionou-se 5 uL de mercaptoetanol;

3. Adicionou-se 2,5 uL de suspensdo de papaina (10

mg-mL™);

4. Agitou-se a amostra durante a noite a 60 C, a 1.000

RPM (RCF = 163,52 g);

5. As amostras tratadas foram armazenadas a

temperatura ambiente.

Uma vez que nas amostras de cartilagem a concentracéo
de GAGs geralmente é maior do que nas amostras de meio, uma
quantidade menor de papaina foi usada para a determinacao,
adicionando-se 50 pL na linha A da placa de microtitulacdo. Em
seguida, foi adicionada agua bidestilada de modo que o volume
total foi de 200 pL.

3.9 DETERMINACAO DO DNA NAS CARTILAGENS

Ap6s mensurar a quantidade de GAG, o contetido de DNA foi
determinado utilizando o marcador de fluorescéncia H33258
(Hoechst, Alemanha) com o DNA de timo de vitelo como padréo.
Para a determinacdo do conteddo de DNA das amostras de
cartilagem, inicialmente uma digestdo do tecido com papaina foi
realizada.



57

Digestéo do tecido cartilaginoso com papaina:
+ Solucdo estoque: 10 mg-mL” de solucdo de papaina;
Fabricante: Boehringer Mannheim No. 108014.
e Tampao de papaina: 100 mM de NaH,PO, para cada 5
UM de EDTA a pH 6.
» Mistura de digestdo: 500 uL de tampdao de papaina;
5 uL de mercaptoetanol;
2,5 pL de solucéo de papaina.
< Durante a noite ocorreu a digestdo a 60 T sob agitacéo
de 1.000 RPM (RCF = 163,52 g).

Solucdes para a determinacédo do DNA da cartilagem:

Tampéo:
¢ Tampdao de amostra:
- 2,5 M NacCl;
- 18,5 mM de citrato trissédico, pH 7,0.
¢ Tampado inicial:
-2 M NacCl;
- 15 mM de citrato de sodio, pH 7,0.

DNA-Padréao:
+ Solucdo estoque: 25 pg-mL* (diluicdo 1:100 de 2,5
mg-mL™ de DNA de timo de vitelo).
e Solucédo utilizada: Solucdo estoque diluida 1:5 em
tampéao de amostra.

Amostras: Papaina de digestdo diluida 1:5 em tampdo de
diluicéo.

Corante: Bisbenzimida (Hoechst 33258).

« Solucdo estoque: 1 mg-mL™ de bisbenzimida em agua
destilada.

¢ Solugédo utlizada: solucdo estoque de Bisbenzimida
diluida 1:500 em solugdo tampédo (concentracdo final
apos diluicdo: 1 pg-mL™Y).

Como a solucdo corante € sensivel a luz, esta foi

armazenada em lugar escuro.
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Implementacdo do protocolo de determinacdo do DNA d a
cartilagem:

O ensaio foi realizado em placas de microtitulagdo de 96
pocos da seguinte forma:

1. Colocou-se 100 pL de solugdo tampéao em cada poco da
placa.

2. Pipetou-se em cada pogo da série A 100 pL da amostra,
misturando-se com a pipeta (teste realizado em
duplicata).

3. Adicionou-se 100 uL da série A na série B e misturou-se
com a pipeta. Continuou-se esse processo até a série H
e no final descartou-se 100 pL de cada coluna.

4. Adicionou-se 100 pL de solugcdo corante e deixou-se
agindo por 15 min no escuro.

5. No espectrofotdmetro Wallac 1420 Victor foram
utilizados os comprimentos de onda de 355 nm para
excitacdo e de 450 nm para emissao.

Avaliagéo dos valores obtidos na medida espectrofotométrica:
- Analisou-se a média dos valores obtidos.
- Calculou-se a inclinacdo para a faixa linear (regressao
linear).
- Os célculos foram realizados com base nos valores de
gradientes de concentragao.

3.10 INCORPORAGAO DAS CARTILAGENS
TRIDIMENSIONAIS EM PARAFINA

Implementacéo do protocolo de incorporagdo em paraf ina:

1. As amostras de cartilagem separadas para serem
avaliadas histologicamente (a partir do item 4 da secéo
3.7.4) permaneceram no formol durante uma noite a
temperatura ambiente.

2. As cartilagens foram retiradas do formol, lavadas com
PBS e colocadas em uma placa de Petri com PBS para
n&ao ressecarem.

3. Foram tiradas fotos no microscépio Stemi 2000-C Zeiss,
camera Canon DS126191.
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4. As amostras de tecido foram lavadas com PBS e
cortadas em pedacos menores, quando necessario, para
uniformizar.

5. As amostras foram fixadas com solugdo tampdo de
formaldeido 4% a pH 7,4.

6. As amostras foram lavadas novamente com PBS e
colocadas em histo-cassetes, 0s quais receberam
inscricdo para a identificacdo de cada amostra.

7. Realizou-se a desidratacdo das amostras com uma série
ascendente de alcool para retirar o formol:

- 1 vez em etanol 50% durante 30 minutos;
-1 vez em etanol 70% durante 30 minutos;
- 3 vezes em etanol 90% durante 30 minutos;
- 3 vezes em etanol 96% durante 30 minutos.

8. Os cassetes contendo as amostras de cartilagem foram
retirados do alcool e colocados em uma solucédo de
isopropanol/Paraplast (mistura de polimeros e parafina de
alta pureza em pellets) 1:1 durante a noite.

9. No dia seguinte os cassetes foram colocados duas vezes
em Paraplast 100% durante 12 horas para retirar o alcool.

10. As amostras foram retiradas dos histocassetes e foram
incorporadas em Paraplast, formando assim blocos
transparentes de parafina com a cartilagem no centro.

11. Os blocos de parafina com as amostras foram mantidos
em lugar fresco até o seccionamento.

3.11 COLORAGAO DAS SE(;(;C)ES DE CARTILAGEM COM
SAFRANINA-O E VERDE RAPIDO

Preparacédo das secc¢fes de cartilagem:  Foram preparadas
laminas com cortes de 5 ym de espessura provenientes dos

blocos de parafina para serem coradas com Safranina-O. As
amostras foram submersas duas vezes em xileno durante 10
minutos para ocorrer a desparafinagéo.

As amostras foram reidratadas com série de solucbes
descendente de alcool, para isso as amostras permaneceram
submersas:
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- 2 vezes em etanol 100% durante 2 minutos;

-1 vez em etanol 96% durante 2 minutos;

-1 vez em etanol 90% durante 2 minutos;

-1 vez em etanol 70% durante 2 minutos;

-1 vez em etanol 50% durante 2 minutos;

- 1 vez em agua desmineralizada durante 2 minutos.

Coloracao das seccdes de cartilagem:

1. As laminas de vidro com as amostras permaneceram
sete minutos em hematoxilina para ocorrer a coloracao
dos nucleos das células.

2. Em seguida, as amostras permaneceram durante dois
minutos em agua desionizada.

3. As amostras foram mergulhadas trés vezes em solugao
de 0,3% de HCL em etanol 96%.

4. As amostras foram lavadas em agua corrente durante
dez minutos até que toda a coloragdo azulada
desaparecesse.

5. Em seguida, foram enxaguadas em agua destilada.

6. As amostras foram submersas durante trés minutos em
solucdo de 200 mg de corante Verde Rapido
(triariimetano) em 1 L de 4gua destilada;.

7. As amostras foram lavadas em solucéo de 1% de &cido
acético durante 15 minutos.

8. As amostras foram tingidas durante cinco minutos em
solucdo de 0,1% de safranina O com o intuito de
proporcionar a coloragdo dos proteoglicanos.

Desidratacdo das seccdes de cartilagem:  Apoés a coloracao,
as amostras foram submetidas a submersao:

- 1vez em etanol 96% durante 10 minutos;

- 3 vezes em etanol 100% durante 10 minutos;

- 2 vezes em xileno durante 10 minutos.

Cobertura das seccdes de cartilagem:  Cada amostra recebeu
duas gotas de meio de montagem (Histokitt, Carl Roth,
Alemanha) e foram cobertas com laminulas de vidro.
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3.12 IMUNOHISTOQUiMICﬁ DAS AMOSTRAS DE
CARTILAGEM DAS SECCOES PARAFINADAS

Materiais e solugdes para o teste imunohistoquimico

Para o corte das secc¢bes: laminas de adesdo (HistoBond,
Marienfeld, Alemanha), gravada a identificacdo das respectivas
amostra na face da extremidade fosca da lamina;

Ligag&o do anticorpo:

- Soro suino;

- Anticorpo primério contra o colageno tipo | humano (anti-rato
hCL (1), clone I-8H5);

- Anticorpo primario contra o colageno tipo Il humano (anti-rato
hCL (ll), clone 1I-4C11);

- Anticorpo biotinilado secundério (anticorpos de cabra anti-rato
IgG (H + L)-Biotina, SBA - aglutinina de soja);

- Kit ABC — Complexo Adivina-Biotina (Fosfatase Alcalina da
série AK-5000), (Vectastain, USA).

Para o desenvolvimento do teste imunohistoquimico:

- Tris (hidroximetil)-aminometano (Carl Roth, Alemanha);
- NaCl (Baker, EUA), Nitrito de sddio (VWR, EUA);

- Corante Nova Fucsina em HCI 2 M;

- Naftol-AS-BlI-fosfato (Sigma-Aldrich, EUA);

- Dimetilformamida (Sigma-Aldrich, EUA);

- Solucéo de hematoxilina.

Para cobrir as amostras de cartilagem:

- Meio de montagem Crystal Mount (Biomeda Corporation, EUA)
para a preservacao permanente de sec¢les de tecidos coradas
com imunoperoxidase e fosfatase alcalina;

- Meio de montagem Clarion (Sigma-Aldrich, EUA);

- Lamelas de vidro 24 x 60 mm.

Preparo das solugfes para o teste imunohistoquimico

1. Solugéo tampéo PBS, 10x:
- 45 g de NaCl;
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- 13,8 g de NaH,PO, monohidratado;
- Foi diluida 1:10 antes de ser usada e o pH foi ajustado
para pH 7,4.

2. Solugédo corante para a fosfatase alcalina (enzima ligada ao
anticorpo):
Solucao I: Tris / NaCl-Tampao
- 12,1 g de Tris / HCI com pH ajustado para 8.24;
- 17 g de NaCl;
- Volume total final 2 L.
Solucéo IlI: 4% de nitrito de sodio
- 300 mg de nitrito de sodio;
- 7,5 mL de 4gua destilada.
Solucéo lll:
- 5 g de Nova fucsina (CH24N3CI);
- 100 mL de HCI 2 M.
Solucéo IV:
- 30 mg de naftol-AS-BI-fosfato;
- 750 pL de dimetilformamida.
Preparou-se a solucdo final, misturando-se na seguinte
sequencia:
1) 7,5 mL da solucdo II;
2) 0,3 mL da solucéo lII;
3) 150 mL da solucéo I;
4) 750 pL da solucéo IV.

Desparafinacdo das seccdes de cartilagem:
A fim de promover a desparafinacdo, as amostras foram
submersas em:

Xileno durante 10 minutos, duas vezes;

Etanol 100% durante 3 minutos;

Etanol 96% durante 5 minutos;

Etanol 90% durante 5 minutos;

Etanol 80% durante 5 minutos;

Etanol 50% durante 5 minutos;

Apéds a sequéncia descrescente de concentracdo de
alcool, a amostra permaneceu mergulhada em agua
destilada durante dois minutos;

Noos~wnE
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8. A amostra foi lavada duas vezes com 150 mL de PBS
durante cinco minutos.

Desmascaramento do colageno:
O desmascaramento foi realizado utilizando a enzima
hialuronidase:

1. Preparou-se a solucdo de hialuronidase: 2 mg-mL™* em
0,1 M de NaH,PO, (13,8 g-.L™") a pH 5,5;

2. Gotejou-se 50 pL da solucdo de hialuronidase em cada
corte;

3. As laminas de vidro contendo as amostras
permaneceram durante quatro horas incubadas a 37
em camara Umida;

4. As amostras foram lavadas duas vezes com 150 mL de
PBS durante cinco minutos.

Bloqueio de ligacéo nao especifica:
1. Preparou-se a solucdo de bloqueio diluindo FBS 1:10 em
PBS tratado;
2. Foram gotejados 50 uL da solucéo de bloqueio em cada
uma das seccgdes;
3. A incubacdo foi realizada durante 30 minutos a
temperatura ambiente em camara umida.

Incubagdo com o anticorpo primario:

1. A incubagdo com o anticorpo primario (anti-hCL | para
colageno do tipo | e anti-hCL Il para colageno do tipo II;
MediCorp, Montreal, Quebec, Canada) diluido 1:100 em
diluente de anticorpo Dako com componente redutor da
coloracdo de fundo N° S3022 (Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA) foi realizada durante a noite (12
horas) em camara Gmida, no refrigerador a 4 °C. Foram
utilizados 50 pL da solugéo por seccao;

2. As amostras para controle foram tratadas apenas com
diluente de anticorpo;

3. No dia seguinte, as laminas de vidro contendo as
amostras foram retiradas do refrigerador e lavadas trés
vezes com PBS durante cinco minutos.
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Incubagdo com o anticorpo secundario:

1.

A incubacdo com o anticorpo secundario (anticorpo de
cabra anti-rato biotinado; Southern Biotechnology
Associates Inc., Birmingham, USA) diluido 1:200 em
diluente de anticorpo Dako foi realizada durante uma
hora em camara Umida a temperatura ambiente.

Foram utilizados 50 pL da solugéo por seccao;

Em seguida, as amostras foram lavadas trés vezes com
PBS durante cinco minutos.

Coloracao das secc¢des cartilaginosas:

1.

No

Ao reagente de fosfatase alcalina (Vector Laboratories
Inc., Burlingame, USA) foi misturado uma gota de
solugdo tampdo PBS e uma gota da solugdo corante,
preparada anteriormente, em 2,5 mL de PBS. O reagente
foi preparado 30 minutos antes de ser utilizado e foi
misturado delicadamente por inversdo evitando a
formacéo de bolhas e espuma.

Foram aplicados 50 pyL de reagente por seccédo e, em
seguida, as amostras foram incubadas durante 30
minutos.

Apés a incubacdo, as amostras foram lavadas duas
vezes com PBS.

As amostras foram incubadas novamente durante 30
minutos no escuro com a solucdo corante preparada
anteriormente.

As amostras foram lavadas durante cerca de dez minutos
com agua da torneira até que toda a precipitacao colorida
foi removida.

As amostras foram transferidas para agua destilada.
Realizou-se a contracoloragdo dos nucleos com
hematoxilina (duluido 1:1): As secc¢fes foram submersas
durante 30 segundos na solucdo corante e, em seguida,
dez minutos em agua de torneira.

Por dultimo, as amostras foram lavadas com &gua
destilada.

Recobrimento das amostras de cartilagem:
1. As amostras Umidas foram cobertas com meio de

montagem (Dako);
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3.
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As laminas de vidro com as amostras permaneceram a
temperatura ambiente durante uma noite para secarem;
Apds estarem secas, as amostras foram cobertas com o
meio de montagem Roti®-Mount Aqua (Carl Roth,
Alemanha), que é uma solucdo aquosa de resina de
poliacrilato ideal para a montagem de secc¢bes de tecido
imediatamente apo6s a coloracdo. Por ser um meio de
montagem hidrofilico, as cores e estruturas dos tecidos
sdo preservados de forma otimizada.

As amostras foram deixadas a temperatura ambiente
para secarem novamente, e foram fotografadas no
microscopio.

3.13 COLORAQAO DE ANTICORPOS DAS CELULAS POR
FLUORESCENCIA

1.

2.

Posicionou-se as laminas de vidro com as células na
posicao horizontal;

Para a fixagdo adicionou-se 100 pL de acetona em cada
lamina de vidro e esperou-se até evaporar (cerca de
dois minutos);

Preparou-se a solucdo de bloqueio: 10% de FBS em
PBS. Adicionou-se 1 mL da solugdo de bloqueio em
cada amostra e foram incubadas durante 30 minutos em
camara Umida, a temperatura ambiente;

Inclinou-se os slides para escorrer 0 excesso de
solugdo, sem bater, e enxugou-se as bordas com lencos
de papel;

Preparou-se a solugdo de anticorpo primdrio contra
coldgeno do tipo I, Il e VI: 1:100 com diluente de
anticorpo Dako (4 uL de aliquota de cada anticorpo +
400 uL de Dako);

Foram adicionados 70 pL da solucdo de anticorpo em
cada amostra. Foram utilizados cinco amostras por
aliquota;

Nas amostras para controle utilizou-se somente diluente
de anticorpo Dako;
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10.

11.
12.

13.

14.

15.

Os slides com as amostras foram armazenados em
camara Umida, a temperatura de 4 °C, durante a noite;
No dia seguinte, lavou-se os slides com 100 pL PBS,
trés vezes durante cinco minutos cada vez; inclinou-se
os slides para escorrer 0 excesso de solugdo e
enxugou-se as bordas com papel toalha;

Preparou-se a solugdo de anticorpo secundario com
Isotiocianato de fluoresceina (FITC - Fluorescein
isothiocyanate) na concentracdo de 1:200 com diluente
de anticorpo Dako. Foram adicionados 70 uL de solucdo
em cada slide e assim foram armazenados no escuro
durante 60 minutos a temperatura ambiente. O FITC
utilizado aqui tem a finalidade de monitorar a presenca
das células mesenquimais que foram diferenciadas em
tecidos cartilaginosos marcados pela cor verde pelo
anticorpo ligado ao FITC.

Os slides foram lavados trés vezes com PBS;

A solugdo preparada com 0,2 mL de DAPI
(Dihidrocloreto de 4 '6-diamidino-2-fenilindole) foi
preenchida com 10 mL de metanol. Foram adicionados
100 pL de solugdo em cada slide e foram armazenados
durante 15 minutos a 37 C. O DAPI utilizado aqui tem a
finalidade de destacar em cor azul os nudcleos das
células vivas;

Os slides foram novamente lavados trés vezes com
PBS;

As amostras foram cobertas por Meio de Montagem
Fluorescente Dako e em seguida foram colocadas
lamelas de vidro 18 x 18 mm em cima das amostras;

Os slides foram armazenados em local fresco e Umido
para evitar 0 ressecamento até serem realizadas as
fotos microscépicas.

3.14 PROLIFERACAO DE CONDROCITOS HUMANOS
IMORTALIZADOS

Todos os procedimentos experimentais, do item 3.1 ao

item 3.7.4, de ‘Material e Métodos’, foram reproduzidos com
condrdcitos humanos imortalizados (INSCREENeX GmbH,
Braunschweig, Alemanha), utilizando trés diferentes soros, FBS,
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FBS Superior e FBS Gold, com o intuito de avaliar qual desses
oferece as células humanas o melhor desempenho de expanséo.

Implementacdo do protocolo de proliferacdo  dos
condrdcitos:

1. Foram semeadas 5 x 10° células em cada frasco T175
(Carl Roth, Alemanha) e adicionados 25 mL de meio
DMEM com o0s respectivos soros e adicdo de
penicilina/estreptomicina (100 U-mL™ de penicillina e 100
pg-mL? de estreptomicina, PAA). A proliferacdo foi
realizada nas condi¢des descritas na secéo 3.4.

2. Conforme cada cultivo foi atingindo a confluéncia,
realizou-se a tripsinizagdo (secao 3.3.1), a contagem das
células (secdo 3.3.2) e a primeira passagem,
denominada P1. Assim como na expansdo dos
condrécitos porcinos, este procedimento foi realizado até
a terceira passagem, P3.

3. Realizou-se a cultura em alginato durante 14 dias nas
condicdes descritas na secao 3.3.1.

4. As células da cultura em alginato foram recuperadas
(secéo 3.7.3) e novamente contadas.

Apébs a constatacao da eficiéncia de cada soro na expanséo
dos condrécitos humanos, elegeu-se o melhor soro para repetir
todo o procedimento de proliferacdo e cultura em alginato,
novamente, dos condrécitos humanos, desta vez alternando o
fator de crescimento utilizado em trés diferentes culturas com o
intuito de avaliar, desta forma, a eficiéncia de cada um dos
fatores de crescimento (bFGF, IGF-1 e TGF-f31).

Implementacdo do protocolo de proliferacdo  dos
condrdcitos:
1. Para os cultivos, foram semeadas 5 x 10° células em
cada frasco T175 (Carl Roth, Alemanha) e adicionados
25 mL de meio DMEM <com o soro e
penicilina/estreptomicina (100 U-mL™ de penicillina e 100
pug-mL?  de estreptomicina, PAA) e adicdo dos
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respectivos fatores de crescimento. A proliferagdo foi
realizada de acordo com a secéo 3.4.

Conforme cada cultivo foi atingindo a confluéncia,
realizou-se a tripsinizagdo (secao 3.3.1), a contagem das
células (secdo 3.3.2) e a primeira passagem,
denominada P1. Este procedimento foi realizado até a
terceira passagem, P3.

Realizou-se a cultura em alginato durante 14 dias nas
condicOes descritas na secao 3.3.1.

As células da cultura em alginato foram recuperadas
(secéo 3.7.3) e novamente contadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos
nos testes realizados com os condrécitos articulares porcinos e
humanos, bem como a analise e discussao dos mesmos.

4.1 CONDROCITOS PORCINOS

Cartilagens articulares tridimensionais foram produzidas a
partir de condrocitos porcinos isolados, de acordo com os
protocolos 3.1 a 3.7 apresentados no capitulo anterior. Cultivo
em gel de alginato foi realizado para a formacdo de cultura de
alta densidade celular e rediferenciagdo das células utilizadas
para a formagdo da cartilagem, de acordo com o0s métodos
apresentados anteriormente, cultivadas em agarose. A Figura 1
mostra quatro construcbes de cartilagens produzidas conforme
as técnicas descritas.

Figura 1 — Cartilagens tridimensionais produzidas a partir de 5 x 10°
condrécitos  articulares porcinos semeados e expandidos em
monocamada com 25 mL de meio DMEM enriquecido com FBS e em
cultura de gel de alginato. Condi¢Bes de cultivo: temperatura de 37 C e
atmosfera controlada a 5% de O, e 5% de CO,. Fotos realizadas com o
microscépio Stemi 2000-C Zeiss e camera Canon DS126191 (barra de
escala =1 mm).
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As construgdes de cartilagem tridimensionais, a partir de
condrécitos explantados e expandidos em cultura de
monocamada, apresentaram um formato esférico irregular com
didmetro médio de 5 mm e massa de (1): 0,0489 g; (2): 0,0533 g;
(3): 0,0516 g e (4): 0,0493 g, respectivamente, de acordo com a
Figura 1. Obteve-se cor, textura e consisténcia caracteristicas de
cartilagem suina, apresentado assim, com base na literatura, um
resultado satisfatorio.

Ao longo do periodo de proliferagdo dos condrdcitos, pode-se
observar que a adicdo de uma dose baixa de FBS no meio de
cultura conduziu de forma consistente a proliferacao das células,
tanto em monocamada quanto na cultura em gel de alginato. O
fator de crescimento bFGF levou a um maior efeito proliferativo
durante o cultivo nos fracos-T. J4 os fatores de crescimento TGF-
Bl e IGF-1, como também o ASAP (4acido ascoérbico 2-fosfato),
influenciaram positivamente na formacdo dos pellets de
cartilagem durante a cultura de alta densidade celular em gel de
alginato. Além disso, o fator de crescimento IGF-1 foi eficaz na
proliferacdo de células e na biossintese de matriz extracelular,
em particular, a producdo de proteoglicanos, como investigado e
sugerido por Guerne et al. (1994), Osch et al. (1998), Pei et al.
(2002) e Blunk et al. (2002).

4.11 Parametros bioquimicos da concentracdo de GAG em
relacdo a concentracdo de DNA

A fim de avaliar a re-diferenciacdo apds a recuperagéo
das células a partir do gel de alginato, a relacdo de GAG/DNA foi
determinada nestas amostras, bem como nas amostras de
cartilagem do tecido, de acordo com os protocolos 3.8 e 3.9
apresentados no capitulo anterior.

A Figura 2 mostra a determinacgdo da relacdo entre GAG
e DNA das células recuperadas da cultura de alginato e das
amostras de cartilagem do tecido.
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Figura 2 — Parametros bioguimicos da concentracdo de GAG em
relagdo a concentragcdo de DNA dos condrécitos recuperados a partir da
cultura em alginato, com IGF-1, TGF-f1 e ASAP, e das amostras de
cartilagem do tecido suino sem fatores de crescimento (n = 18, p <
0,05).
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Pode-se observar que a quantidade de GAG formada foi
maior nas amostras de cartilagem do tecido do que nas matrizes
formadas a partir das células recuperadas do cultivo em gel de
alginato. A proporcao de GAG para DNA atingiu 13% do valor da
cartilagem nativa. No entanto, essa baixa retencdo de GAG nos
condrocitos recuperados do gel de alginato, deve-se
provavelmente a perfusdo e as condicbes catabdlicas criadas
para o cultivo, como investigado e sugerido por GROGAN et al.
(2012).

4.1.2 Presenca de colageno tipo I, colageno tipo Il e colageno
tipo VI

Com o intuito de comparar a presenca de colageno tipo |,
colageno tipo Il e colageno tipo VI nas amostras, foi realizado o
teste imuno-histologico das amostras de cartilagem, conforme os
protocolos 3.10 a 3.13 apresentados no capitulo anterior.
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A Figura 3 mostra os nudcleos das células agregadas,
representados pela cor azul (DAPI), praticamente sem formacéao
de matriz extracelular (MEC), representada pela cor verde
(FITC). Essa configuracado é caracteristica do colageno tipo .

Figura 3 — Coloracao imuno-histolégica das amostras de cartilagem:

Evidéncia da presenca de colageno tipo I, utilizando anticorpo primario

anti-hCL | (MediCorp). Nucleos das células corados em azul por DAPI e

MEC coradas em verde por FITC. Imagem capturada pelo microscopio

de fluorescéncia (Nikon, Alemanha) e analisada com o software

correspondente NIS Elements AR; (barra de escala = 100 um).
100 pm

A Figura 4 mostra os nlcleos das células agregadas,
representada pela cor azul, com alta formacdo de matriz
extracelular (MEC), representada pela cor verde. Essa
configuracéo é caracteristica do colageno tipo Il.
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Figura 4 — Coloracdo imuno-histolégica das amostras de cartilagem:
Evidéncia da presenca de colageno tipo I, utilizando anticorpo primario
anti-hCL 1l (MediCorp). Nucleos das células corados em azul por DAPI e
MEC coradas em verde por FITC. Imagem capturada pelo microscopio
de fluorescéncia (Nikon, Alemanha) e analisada com o software
correspondente NIS Elements AR; (barra de escala = 100 um).

O

100 pm Ty . g

A Figura 5 mostra os nlcleos das células agregadas,
representada pela cor azul, com baixa formacdo de matriz
extracelular (MEC), representada pela cor verde. Essa
configuracéo é caracteristica do colageno tipo VI.
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Figura 5 — Coloracdo imuno-histolégica das amostras de cartilagem:
Evidéncia da presenca de colageno tipo VI, utilizando anticorpo
secundario de cabra anti-rato biotinado; (Southern Biotechnology
Associates Inc.). Nucleos das células corados em azul por DAPI e MEC
coradas em verde por FITC. Imagem capturada pelo microscépio de
fluorescéncia (Nikon, Alemanha) e analisada com o software

correspondente NIS Elements AR; (barra de escala = 100 um).
100 pm

As imagens imuno-histologicas (Fig. 3, 4 e 5) mostram
uma coloracdo mais proeminente para colageno tipo Il do que
para colageno tipo VI e colageno tipo | em todos os casos. Esse
resultado condiz com a afimagdo de Wiegandt (2007), de que
nas culturas realizadas sem quaisquer fatores de crescimento,
durante a cultura em alginato, as constru¢cbes mostraram um
tecido intercalado com orificios. Em contraste, as culturas com
IGF-1 e TGF-B1 resultaram em tecido homogéneo em que os
condrécitos se mostraram mais uniformemente distribuidos.

A auséncia de quaisquer fatores de crescimento, durante
o cultivo em gel de alginato, resultou em uma relagcédo elevada
entre GAG e DNA de 66,92 m-m™, mas o nimero de células que
produziram o colageno tipo Il foi menor do que as células
cultivadas com IGF-1 e TGF-f1.
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O colageno do tipo Il € um importante componente da
matriz extracelular, ao passo que o colageno tipo | ndo esta,
geralmente, presente na cartilagem articular [54]. Assim, estes
resultados demonstram que os fatores de crescimento utilizados
podem apoiar a rediferenciacdo, aqui identificada pela producéo
de colageno do tipo Il.

A coloragdo com safranina O, representada pela Figura 6,
mostra que as células condrogénicas em cultivo tridimensional
foram capazes de sintetizar matriz extracelular rica em
glicosaminoglicanos sulfatados (1, 2 e 3).

O grau de diferenciacdo pode ser observado de acordo
com a morfologia celular e coloracdo da matriz. Quanto mais
arredondadas as células e mais forte é a marcacdo da matriz,
maior é o potencial condrogénico das células [57].

Figura 6 — Coloracdo histolégica de trés amostras de cartilagem:
Analise da producéo de glicosaminoglicanos corados em vermelho por
Safranina O. Imagem capturada pelo microscépio de fluorescéncia
(Nikon, Alemanha) e analisada com o software correspondente NIS
Elements AR (barra de escala = 100 pum).

Os cortes histologicos na Figura 6 exibiram um tecido
continuo e sem falhas em todos os casos. Analisando as
imagens nota-se a concentracdo clara de GAG em algumas
regides, evidenciando a formacéo de matriz extracelular nessas
construcdes de tecido desenvolvidas em cultura de condrécitos
articulares. A deposicdo mais uniforme de agrecano
(proteoglicano predominante na cartilagem articular) observada
ao longo do gel, juntamente com o padrdo de coloracdo da
proteina, € compativel com os niveis de GAG, detectados nas
andlises bioquimicas, demonstrados anteriormente na Figura 2.
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A formacdo de colageno tipo I, tipo Il e tipo VI foi
confirmada pela coloracdo imuno-quimica de cortes histolégicos
por Nova Fucsina, demonstrada na Figura 7.

Figura 7 — Coloragdo imuno-histolégica por Nova Fucsina para analise

da formagao de colageno: (1a) colageno tipo I, (1b) colageno tipo II, (1c)

colageno do tipo VI. Imagem capturada pelo microscopio de

fluorescéncia (Nikon, Alemanha) e analisada com o software

correspondente NIS Elements AR gparra de escala = 100 pm).
S .
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As imagens imuno-histolégicas da Figura 7 mostram uma
coloragcdo mais proeminente para colageno tipo Il do que para
colageno tipo | e colageno tipo VI. Mais uma vez, a coloracdo da
construgdo de cartilagem mostrou que a cultura com IGF-1 e
TGF-B1 resultou em tecido homogéneo em que os condrdcitos
foram uniformemente distribuidos.

Ao final do cultivo da cartilagem in vitro, a concentracao
de DNA (densidade de células) e a concentracdo de GAGs
atingiram cerca de 13% do valor da cartilagem articular suina. A
producao de colageno do tipo Il e a sintese de matriz extracelular
rica em glicosaminoglicanos sulfatados foram semelhantes a da
cartilagem articular nativa. Juntos, estes resultados sugerem a
formacgéo de uma matriz funcional mecénica e bioquimicamente.

4.2 CONDROCITOS HUMANOS

4.2.1 Avaliagdo da eficiéncia dos soros FBS, FBS Su  perior e
FBS Gold

Com o intuito de avaliar a eficacia dos soros FBS, FBS
Superior e FBS Gold na expansdo dos condrdcitos humanos,
bem como no cultivo em gel de alginato, trés diferentes culturas
foram realizadas nas mesmas condicdes com meio de cultura
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DMEM enriquecido com cada um dos soros fetais, de acordo
com o protocolo 3.14 apresentado no capitulo anterior.

A Figura 8 mostra a evolugdo do numero de células
durante a expanséao realizada com cada um dos soros, em cada
uma das passagens.

Figura 8 — Expansdo dos condrdcitos articulares humanos em
monocamada com meio de cultura DMEM suplementado com os soros
FBS, FBS Superior e FBS Gold analisada a cada passagem (PO, P1, P2
e P3) das células (n = 3, p < 0,05).
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* Apesar de néo ter significAncia no valor do nimero de células das
expansfes suplementadas com os soros FBS, FBS Superior e FBS
Gold na passagem P3, houve uma tendéncia de significancia de acordo
com o valor de p < 0,05.

Pode-se observar que a proliferacdo ocorreu de maneira
mais significativa quando a suplementagédo do meio de cultura foi
realizada com o soro FBS Superior, do que com os soros FBS e
FBS Gold, atingindo uma producao final de 3,59 x 10’ células.

Apb6s a recuperacdo dessas células da cultura em
alginato, foi realizada uma nova contagem com o0 objetivo de
avaliar a eficacia de cada soro nesta etapa do processo da
producdo de cartilagem. A Figura 9 oferece uma comparagao
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entre a quantidade de células obtidas ao final da expansédo e a
guantidade de células recuperadas a partir da cultura de alginato
para cada uma das culturas realizadas com os diferentes soros.

Figura 9 — Contagem dos condrécitos articulares humanos ao final da
expansdo em monocamada e apds a recuperacao das células a partir
da cultura em gel de alginato, com meio de cultura DMEM e a
suplementacdo com FBS, FBS Superior e FBS Gold (n = 6, p < 0,05).
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A partir da Figura 9, pode-se observar que a recuperacao
das células a partir da cultura de alginato foi maior para o cultivo
suplementado com o soro FBS Superior, 75,0%, em comparacao
com a recuperagdo das células cultivadas com FBS, 64,7%, e
das células cultivadas com FBS Gold, 69,7%.

O soro FBS Superior demonstrou ter melhor desempenho
de proliferacdo tanto na expansdo em monocamada, como
também durante a rediferenciacdo das células em cutivo de gel
de alginato. Esta eficacia pode ser justificada pelo fato de o soro
FBS Superior ser produzido com suplementos sintéticos
selecionados, garantindo assim, um nivel elevado de qualidade
uniforme e constante [34, 35]. Este resultado é bastante
satisfatério, pois 0 uso do soro FBS Superior apresenta diversas
vantagens em relagdo ao FBS tradicional. Enquanto este é um
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produto que pode ser obtido somente em regides de grande
criacdo de gado, onde uma quantidade suficiente de fetos
bovinos pode ser acumulada durante o processo de abate, o FBS
Superior estd sempre disponivel [58]. Além disso, uma vez
testado, fornece um perfil constante de crescimento equilibrado.
Outra vantagem importante do uso de FBS Superior é a garantia
da auséncia de micoplasma [36], género de bactérias que nao
possuem parede celular e que, por este motivo, ndo sdo afetados
por muitos antibiéticos comuns que visam a sintese da parede
celular, como a penicilina [59], a qual foi utilizada no presente
estudo, evitando, assim, contaminagbes inesperadas e
aparentemente inexplicaveis durante o cultivo das células.

4.2.2 Avaliacdo da eficiéncia dos fatores de cresci  mento
bFGF, IGF-1 e TGF-B1

Com o intuito de avaliar a eficacia dos fatores de
crescimento bFGF, IGF-1 e TGF-f1 na expansdo dos
condrécitos humanos, bem como, no cultivo em alginato, trés
diferentes culturas foram realizadas nas mesmas condicdes,
todas suplementadas pelo soro FBS Superior com cada um dos
fatores de crescimento. A Figura 10 mostra a evolucdo do
numero de células durante a expansdo realizada com meio de
cultura DMEM enriguecido com cada um dos fatores de
crescimento, em cada uma das passagens.
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Figura 10 - Expansao dos condrécitos articulares humanos em
monocamada com o meio de cultura DMEM suplementado com soro
FBS Superior e enriquecido com os fatores de crescimento bFGF, IGF-1
e TGF-B1 analisada a cada passagem (PO, P1, P2 e P3) das células (n
=3, p <0,05).
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Pode-se observar que a proliferacdo ocorreu de maneira
mais significativa quando o meio de cultura foi enriquecido com o
fator de crescimento bFGF, do que com os fatores IGF-1 e TGF-
B1, atingindo uma producéo final de 3,74 x 10 células.

Apb6s a recuperacdo dessas células da cultura em
alginato, foi realizada uma nova contagem com o0 objetivo de
avaliar a eficacia de cada fator de crescimento nesta etapa do
processo da producgdo de cartilagem. A Figura 11 oferece uma
comparacdo entre a quantidade de células obtidas ao final da
expansdo e a quantidade de células recuperadas a partir da
cultura de alginato para cada uma das culturas enriquecidas com
os diferentes fatores de crescimento.



81

Figura 11 — Contagem dos condrdcitos articulares humanos ao final da
expansdo em monocamada e ap0s a recuperagao a partir da cultura em
gel de alginato com meio de cultura DMEM suplementado com soro
FBS Superior e enriquecido com os fatores de crescimento bFGF, IGF-1
e TGF-B1 (n =6, p <0,05).
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A partir da Figura 11, pode-se observar que a
recuperagdo das células a partir da cultura de alginato foi maior
para o cultivo enriquecido com o fator de crescimento IGF-1,
onde 72,14% das células foram recuperadas, em comparacao
com a recuperacgao das células cultivadas com TGF-1, 64,52%,
e das células cultivadas com bFGF, onde apenas 35,14% das
células foram recuperadas.
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5 CONCLUSOES

Os condrécitos articulares suinos representam uma fonte
versati em relacdo as potenciais aplicacdes nas areas
tecnolégicas e da medicina. Sua tecnologia de isolamento,
expansao ex vivo e cultivo em trés dimensdes, podera ser
utilizada em diversos protocolos de engenharia de tecidos.

Neste estudo, confirma-se que a adicdo dos fatores de
crescimento bFGF, IGF-1 e TGF-31 durante a geracado de pellets
de implantes condrais, tem efeito significativo sobre as
propriedades de crescimento do tecido cartilaginoso. Com a
adicao de TGF-B1 e IGF-1 ao meio de cultura, a concentracédo de
soro pode ser grandemente reduzida sem comprometer a
proliferacdo celular. Determinou-se as necessérias combinagfes
de fatores de crescimento, durante as diferentes etapas do
processo de cultivo: 0,1 pL-mL™" de bFGF durante a expanséo
em monocamada, e 1,5 pL-mL? de IGF-1, 1,5 pL-mL* de TGF-
Bl e 15 uL-mL* de ASAP durante a cultura em gel de alginato.
Afirma-se entéo, que estes fatores suportam a re-diferenciacédo e
a formacdo de cartilagem in vitro e, assim, melhoram as
propriedades bioquimicas das cartilagens porcinas, como
sugerido pela producdo de glicosaminoglicanos nos pellets
produzidos. Os cortes histologicos mostraram matriz rica em
proteoglicanos e fibras coldgenas em desenvolvimento em torno
das células individuais.

Para os condrécitos humanos é possivel determinar o
FBS Superior como o soro mais eficaz, que aumentou o nimero
de células em 7 vezes durante o processo de expansdo em
monocamada e apresentou uma recuperacdo das células de
75% a partir da rediferenciacdo dos condrécitos em cultura em
gel de alginato. Determinou-se, também, o fator de crescimento
mais eficaz em cada uma das etapas do cultivo, sendo
demonstrado que o bFGF proporcionou aos condrécitos um
melhor desempenho de expansdo em monocamada, ao passo
que os fatores de crescimento IGF-1 e TGF-B1 se demonstraram
eficazes na cultura dos condrécitos em gel de alginato. Esse
resultado para a producdo de cartilagem humana é compativel
com os protocolos ja estabelecidos para a producdo de
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cartilagem suina e, assim, reforca que o fator de crescimento
bFGF leva a um maior efeito proliferativo durante o cultivo nos
fracos-T, enquanto que os fatores de crescimento TGF-1 e IGF-
1 influenciam positivamente na formagdo dos pellets de
cartilagem durante a rediferenciacdo dos condrécitos em cultura
de gel de alginato.

O tecido cartilaginoso porcino, produzido no presente
trabalho, demonstra caracteristicas promissoras para a producao
de implantes condrais articulares, com relacdo a expansao
celular e a matriz extracelular, conforme demonstrado pela
producdo homogénea de coldgenos do tipo I, Il e VI. A
predominadncia de colageno Il, como mostrado, é uma
caracteristica histoldgica intrinseca da cartilagem articular.
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