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ARTIGO ORIGINAL

CULTURA DE CONDROCITOS EM ARCABOUCO
TRIDIMENSIONAL: HIDROGEL DE ALGINATO

CHONDROCYTE CULTURES IN TRI-DIMENSIONAL SCAFFOLD: ALGINATE HYDROGEL

ReNATA APARECIDA DE CAMARGO BITTENCOURT!, HamiLTON Rosa Pereiral, SErcIo Luis FeLIsBINO?, RosaNa Rossi FERREIRAL,
GABRIELLE REINOLDES BizARRIA GUILHERMEL, ANDREI MoRoz !, ELENICE DEFFUNE®

RESUMO

Objetivos: O presente estudo teve como objetivo cultivar condré-
citos retirados da articulagao do joelho de coelhos encapsulados
em hidrogel de alginato (HA) e caracterizar a produgao de matriz
extracelular (ECM). Métodos: A cartilagem articular foi removida do
joelho de coelhos, com trés a seis meses, fragmentada em pedagos
de Tmm e submetida a digestéo enzimatica. Uma concentracéo de
1x106 céls/mL foram ressuspensas em uma solugéo de alginato de
sodio a 1,5% (w/v), em seguida fez-se o processo de gelatinizagao
em CaCl, (102 mM), permitindo a formagao do HA e cultivo em meio
DMEM-F12 durante quatro semanas. A distribuicao das células e a
ECM foram acessadas através das secgoes histoldgicas coradas
com e azul de toluidina hematoxilina e eosina (HE). Resultados:
Houve um aumento no nimero e na viabilidade dos condrécitos
durante as quatro semanas de cultura. Através das anélises histo-
l6gicas dos HAs corados com azul de toluidina e HE foi possivel
observar a distribuicdo definida dos condrécitos no hidrogel, as-
semelhando-se a grupos iségenos e formagao de matriz territorial.
Concluséo: Este estudo demonstrou a eficiéncia do HA como arca-
bougo para ser usado na cultura de condrécitos, constituindo uma
alternativa no reparo de lesdes na cartilagem articular.

Descritores: Cartilagem articular. Condrocitos. Alginato. Hidrogel.
Regeneracgdo. Engenharia tissular.
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Aetal. Cultura de condrécitos em arcabouco tridimensional: hidrogel de alginate. Acta
Ortop Bras. [online]. 2009; 17(4):242-6. Disponivel em URL: http://www.scielo.br/aob.

INTRODUCAO

Uma vez danificada, a cartilagem nao repara espontaneamente,
provavelmente devido a baixa eficiéncia de reparo da rede de co-
lageno, ja que a deficiéncia das proteoglicanas é reversivel." Esti-
ma-se que cerca de um milhao de pessoas por ano necessitam de
tratamento relacionado a defeitos em cartilagens, principalmente as
das articulagdes do joelho.? Estudos experimentais tém mostrado
que ha um declinio na atividade de crescimento da cartilagem com
0 aumento da idade. No entanto, a engenharia de tecidos oferece
novas oportunidades para restauragao funcional e estrutural do
tecido lesionado

ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to culture chondrocytes
from knee joint cartilage of rabbits encapsulated in alginate hydro-
gel (HA) and to characterize the production of extracelular matrix
(ECM). Methods: Joint cartilage was obtained from rabbits’ knees.
three to six months old, fragmented into 1-mm pieces and sub-
mitted to enzymatic digestion. A concentration of 1x106 cells/mL
were re-suspended into a 1.5% (w/v) sodium alginate solution, fol-
lowed by gel formation process with CaCl2 (102 mM), allowing HA
to build for culturing it into a DMEM-F12 medium for four weeks.
The distribution of cells and ECM were assessed from histological
slices stained toluidine blue and hematoxyline-eosin (HE).Results:
There was an increase of the number and viability of the chondro-
cytes during the four weeks of culture. By assessing the histologi-
cal sections stained with toluidine blue and HE, we could note the
definitive distribution of chondrocytes in the hydrogel, similarly tc
isogenous groups and territorial matrix formation. Conclusion:In
this study, the alginate was shown to be an effective scaffold for
use in chondrocytes culture, constituting an alternative for repairing
joint cartilage defects.
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Regeneration. Tissue engineering.
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Na literatura, relata-se que os condrécitos necessitam de um ar
cabougo em trés dimensdes (3D) para crescerem e preservaren
a morfologia e producéo de componentes de matriz préprios de
condrocitos quando em cultura celular.* Caso contréario, quandc
cultivados em monocamadas, as células tendem a aderir ao fundc
do recipiente de cultura, e passam por um processo de desdife
renciagdo, onde adquirem caracteristicas morfolégicas e passan
a produzir componentes de matriz fibroblasticas como colagenc
tipo 1.5 7 Para se conseguir a producéo de um tecido cartilaginosc
funcional, é crucial evitar a desdiferenciagcao dos condrécitos du
rante o processo de engenharia de cartilagem.®
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A cultura de condrécitos em um arcabougo tridimensional baseia-se
em cultivar tais células em uma matriz artificial, biodegradavel, que
possa suportar o crescimento da cartilagem durante alguns meses,
enquanto os condrécitos e a matriz se estabelecem. O principio
consiste em produzir células através da matriz para implanta-las
num defeito articular. A matriz degrada gradualmente em 8 a 10
semanas apos o implante de cartilagem.®

Recentemente, uma variedade de matrizes como hidrogel e poli-
meros sintéticos, tém sido investigadas para a expansao dos con-
drécitos “in vitro” para o reparo da cartilagem lesada. Tais matrizes
incluem: arcabougos a base de colageno: gel de colageno tipo | e
Il, esponjas de colageno tipo II, &cido polilatico e acido poliglicélico,
fibrina, 6xido de polietileno, peptideos e alginato.® '

A cultura de condrécitos em hidrogel de alginato constitui o método
mais indicado para o isolamento destas células.' O alginato & um
polissacarideo linear (n - acido gulurénico — acido manurénico),
anionico, capaz de gelatinizar-se de maneira reversivel, na presenca
de célcio ou outros cétions divalentes. >

A vantagem deste polissacarideo polimeralizado é a sua constitui-
cao atoxica, biocompativel e injetavel em modelos animais. Os con-
drécitos encapsulados em alginato nao aderem a matriz, facilitando
a sua recuperacao depois de cultivados, permitindo o estudo da
expressao protéica e genética. Através deste método, consegue-se
manter a expressao do fendtipo diferenciado, restaurar condrécitos
néo diferenciados e formar uma matriz extracelular similar a encon-
trada na cartilagem articular.'>'®

O presente estudo teve como objetivo cultivar condrécitos encapsu-
lados em hidrogel de alginato, caracterizar a producéo de matriz ex-
tracelular (ECM) do tecido produzido in vitro para que possivelmente
este hidrogel possa ser usado em implantes autélogos visando a
regeneracao da cartilagem articular lesada.

MATERIAIS E METODOS

Materiais

Os meios de cultura utilizados foram: DMEM:Ham'’s F12 (Dulbecco's
modified Eagle’s medium) (1:1), meio Ham’s F12, soro bovino fetal
(SBF), antibidticos: 10U/ml de penicilina G, 10ug/ml de estreptomi-
cina and 25ug/ml de anfotericina B, tripsina 0,25%/EDTA, colage-
nase tipo |, todos obtidos da GIBCO® Invitrogen Corporation. Acido
Alginico Sal Sédio de Baixa Viscosidade obtido de Macrocisti sp,
hialuronidase, &cido ascorbico todos da Sigma®. Cloreto de célcio
dihidratado (Fluka®) e cloreto de sddio (LABSYNTH®).

Animais

Foram utilizados neste estudo 10 coelhos da raga Botucatu com
3 a 6 meses de idade. Os animais foram pesados e em seguida
anestesiados com pentobarbital sédico (30 mg/ Kg) administrado
nas veias central ou marginal da orelha. Esta pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da Faculdade de
Medicina de Botucatu segundo o protocolo n° 345.

Isolamento dos Condrécitos

A cartilagem articular foi removida do céndilo femoral, fragmentada
em pedagos de £ Tmm e submetida a digestao da matriz extra-
celular com as seguintes enzimas: tripsina (0,25%), hialuronidase
(2mg/mL) por 45 minutos cada enzima e colagenase tipo | (0,45%)
a 37°C por 16 horas.

Cultura dos Condrécitos em Hidrogel de Alginato

Apos a digestdo enzimética a suspensao de células foi filtrada em
filtro de nylon de 70 um, centrifugada, e as células foram ressus-
pendidas a uma densidade de 1x106 céls/mL em uma solugéo de
alginato de sédio a 1,5% (w/v). A suspenséo de células em algina-

to ndo polimerizado foi colocada em uma seringa de 10 cc equi
pada com uma agulha de 21 g, e posteriormente foi dispensad:
da seringa por gotejamento dentro da solugao de gelatinizagac
(CaCl, - 102 mM) com moderados movimentos magnéticos, per
mitindo a polimerizagdo do alginato durante 10 minutos até forma
os “hidrogéis”. A solugéo de gelatinizagdo foi desprezada, e o
“hidrogéis” foram lavados 3 vezes em 5 vol. de NaCl a 0,15 M
Os hidrogéis foram cultivados em meio DMEM-F12 suplementadc
com é&cido ascorbico (50 ug/mL) e 10% de SBF. A cultura foi man
tida em estufa de 37° C em uma atmosfera Umida a 5% de CO2 ¢
95% de ar durante quatro semanas. O meio de cultura foi trocadc
a cada 2 dias.

Recuperacédo dos condrdcitos ap6s cultura em hidrogel

A recuperagao dos condrdcitos do hidrogel para acessar a viabi
lidade celular foi realizada através da dissolugdo do hidrogel en
citrato de sodio (155mM), por 20 minutos em estufa de 37°C. Pos
teriormente foi realizada a centrifugacao da amostra e diluicao n:
solugéo de azul de tripano.

Contagem e Viabilidade Celular

A contagem de células e determinagdo da viabilidade celular fc
realizada utilizando a camara de Neubauer. O nimero de célula
vitais foi determinado pela técnica de exclusdo de células nao vitai
coradas por solugéo de azul de tripano, seguindo as recomenda
coes de Freshney, 2001."2

Anédlises Morfolégicas

Analises morfoldgicas das células foram realizadas rotineiramentt
utilizando microscopia de fase em microscopio invertido (Axiover
200 — Carl Zeiss). As culturas celulares foram fotografadas sema
nalmente.

Caracterizagdo da Matriz Extracelular

Para avaliar a produgao dos componentes da matriz extracelular, a:
amostras foram fixadas em formaldeido a 4%, passadas por solu
¢oes crescentes de alcool (70%, 95% e 100%), incluidas em resin:
Historesina™ - Leica e posteriormente seccionadas no micrétomt
da marca Leica. As secgOes obtidas foram coradas com azul d¢
toluidina a 0,3%, pH 3.65 e Hematoxilina e Eosina (HE).

RESULTADOS

Isolamento dos condrécitos

Houve dificuldades na padronizacdo da digestao enzimatica d
cartilagem articular. Nos primeiros ensaios fazia-se a digestao sot
agitagao utilizando duas enzimas: tripsina e colagenase tipo |, con
seguia-se uma baixa celularidade e viabilidade, média 60%. Apd:
tentativas de padronizacao, conseguiu-se determinar o uso de tré:
enzimas para o processo de digestao: tripsina, hialuronidase e co
lagenase em concentracdes e tempos distintos, usando o model
estatico de digestao. Obteve-se uma viabilidade celular superior ¢
90% na maioria das amostras digeridas pelo Ultimo protocolo. En
todas coletas conseguiu-se obter amostras de cartilagens pesandc
entre 170mg e 475 mg. (Tabela 1)

Cultura de Condrécitos

Quando foram realizadas culturas em monocamadas os condroci
tos apds 12 horas de cultura aderiram a placa de Petri, formandc
colbnias de células com morfologia fibroblastéide, indicando a per
da do seu fendtipo arredondado. (Figura 1A e 1B) Os condrécitos
desdiferenciados apresentam inicialmente longos filopddios. Apo:
uma semana de cultura observou-se a confluéncia celular na plac:
de cultura com morfologia fibroblastéide. (Figura B)



Tabela 1 - Valores de peso das biépsias do tecido cartilaginoso, nimero
inicial de células e viabilidade inicial.

Peso da Biopsia (mg) | Nimero Inicial de Células/mm? Viabilidade Inicial
221 1.6x10° 99%
300 1.8 x10° 94%
391 1.0 x10° 63%
475 1.9 x10° 97%
402 2.8 x10° 93%
326 3.7x10° 92%
473 2.8 x10° 99%
170 5x10° 96%
234 6 x10° 84%
288 1.2 x10° 94%

Obteve-se 40 hidrogéis de alginato em uma média de 400 mg de
cartilagem articular coletada. Cada hidrogel apresentava 3mm de
didmetro. (Figura 2) Apos a polimerizacao do hidrogel de alginato
foi possivel observar no microscopio a distribuicdo homogénea
dos condrécitos em cada hidrogel. (Figura 1C) Os condrocitos
permaneceram com a morfologia esférica semelhante & cartila-
gem nativa (Figura 1C e 1D) quando comparados a cultura em
monocamada (Figura 1A e 1B), mantendo-se fixo no polimero. Ja
nos primeiros dias de cultura a presenca de aglomerados celula-
res nas pérolas de alginato, demonstrou a intensa diviséo celu-
lar, assemelhando-se aos grupos isbgenos da cartilagem hialina
em formacao. (Figura 1D) Ao acessar a viabilidade celular sema-

Figura 1 - Fotomicrografia de contraste de fase. (A) Cultura de con-
drécitos em monocamada. Observar células alongadas e com muitos
prolongamentos (seta) (Aumento 1.000x). (B) Cultura em monocama-
da, confluente ap6s 2 semanas em cultura, apresentando condrdcitos
com morfologia fibroblastéide (seta) (Aumento 1.000x). (C) Cultura de
condrécitos em hidrogel de alginato. A seta indica a delimitagdo do hi-
drogel de alginato de caracteristica transltcida. No interior dos hidro-
géis de alginato, observar inimeras estruturas esféricas e arredondadas
esbranquicadas que representam a alta celularidade no inicio da cultura
(Aumento 100x). (D) Observar o fenétipo arredondado dos condrécitos
(seta) no interior do hidrogel de alginato (Aumento 1.000x).

nalmente das pérolas de alginato com azul de tripano, pode-s¢
confirmar o aumento da celularidade e a manutengao da viabi
lidade ao comparar com o nimero de células iniciais.(Figura 3
Na guarta semana de cultura observou-se por microscopia a alt:
celularidade em relagdo a primeira semana e todas os hidrogéi:
estavam intactos, além da retencdo do fendtipo arredondado do:
condrdcitos.
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Figura 2 — (A) Vérias esferas de hidrogel de alginato apds gelatiniza
cdo (seta). (B) Uma esfera de hidrogel de alginato com ~3mm de dia
metro (seta).
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Figura 3 - Viabilidade dos condrdcitos cultivados em hidrogel de alginat
por 4 semanas

Caracterizacdo da Matriz Extracelular

A Figura 4A apresenta uma visao ampla de todo hidrogel de algi
nato corado com azul de toluidina onde demonstra a alta celulari
dade e a distribuicdo de forma organizada dos condrécitos dentre
do hidrogel.




Nas secgodes histolégicas (Figura 4B e 4C) foi possivel observar
uma coloragdo mais intensa nas areas da matriz pericelular e/ou
territorial ao redor dos condrécitos denominando-os de grupos
de condrocitos (grupos isdgenos). Na Figura 4B esta bem evi-
dente a formagao da matriz pericelular com formacéo da lacuna
ao redor dos condrécitos e a retengéo da morfologia arredonda-
da semelhante ao do tecido cartilaginoso nativo. Na Figura 4C
observou-se um grupo de condrécitos com alta celularidade indi-
cando a multiplicagéo dessas células no hidrogel, com producéo
de matriz pericelular e territorial, conforme corado com azul de
toluidina. A matriz pericelular e territorial corada com azul de to-
luidina revelou a produgao de proteoglicanas, componente prin-
cipal desta regiao.

Conforme demonstrado na Figura 4D, seccdes coradas com HE,
demonstraram nao haver a producao da matriz interterritorial, e
sim os condrocitos presos em suas lacunas produzindo matriz
pericelular e territorial.

4A

Figura 4 — Andlise histol6gica da cultura de condrécitos em hidrogel
de alginato. (A, B e C) coloragdo com azul de toluidina, (D) coloragéo
com HE. (A) Corte histolégico do hidrogel de alginato inteiro, mostran-
do a distribui¢ao uniforme dos condrécitos no hidrogel (Aumento 25x).
(B) Evidéncia da formacdo da matriz pericelular e interterritorial (seta)
(Aumento 1.000x). (C) Grupos de condrocitos em divisdo (Grupos is6-
genos) (Aumento 1.400x). (D) Auséncia de matriz territorial (seta) (Au-
mento 1.000x).

DISCUSSAO

A engenharia de tecidos representa um método promissor para a
construgdo de enxertos condrogénicos autblogos dentro da cirurgia
ortopédica reconstrutiva. A existéncia de varios matrizes e fatores
de crescimento especificos proporciona a produgéo de tecido car-
tilaginoso in vitro e in vivo.

Os condrdcitos séo células que necessitam de cultivo tri-di-
mensional, para a manutencdo do seu fendtipo original, pois
em monocamadas estas células desdiferenciam, produzindo
componentes da matriz como o colageno tipo | caracteristico
da fibrocartilagem e ndo da cartilagem hialina, portanto, sendo
consequéncia de alteragdo da expresséo génica.® Quando se
trabalha com cartilagem articular, o interesse ¢ somente tecido

cartilaginoso hialino, pois em um implante articular a produgac
de colageno tipo |, indica fibrose, ou seja, a transformagao dc
tecido hialino em fibroso.

A matriz de alginato pode ser utilizada tanto em implantes comc
em estudos da condrogénese, fato importante para o entendimentc
da fisiologia do tecido cartilaginoso.®

De acordo com Masuda'’, a cultura de condrécitos em alginato
estabiliza por até oito meses, o fendtipo condrocitico dessas célu
las. No presente artigo demonstramos resultados de 4 semanas de
cultura, mas em outros experimentos conseguimos cultivar condré
citos por até 4 meses sem a perda do fendtipo desta célula.

A concentracdo do alginato influencia muito no metabolismo de
célula e difusdo dos componentes necessarios provenientes dc
meio de cultura. A melhor concentragdo encontrada em todo ex
perimento foi 1,5%, tendo sido usada 1,0%, 1,2%, 1,5% e 2,%
Outro fator importante é que o preparo do alginato deve ser rea
lizado no dia, pois em experimentos usando alginato preparadc
em dias anteriores demonstrou a perda da consisténcia do gel ¢
formacéao de grupo células alongadas, adquirindo fenétipo fibro:
blastéide. Um estudo realizado por Domm et al.'® demonstrot
em seus experimentos que o tipo de alginato pode influencia
na cultura de condrocitos, fato este também observado neste
trabalho.

O tecido cartilaginoso consiste de condrécitos distribuidos de
maneira esparsa envolvidos por matriz extracelular (ECM). Os
condrécitos séo responséaveis pela manutencédo da ECM e con
sequentemente do tecido cartilaginoso. A ECM pode ser divididz
em compartimentos pericelular, territorial e interterritorial, contendc
colégeno tipo Il e a proteoglicana agrecana.® O hidrogel de alginatc
foi eficiente na manutencéo do fendtipo dos condrdcitos, na pro
liferagao celular, na producao de matriz pericelular e territorial, nc
entanto, foi considerado ineficiente do ponto de vista de produgac
de matriz interterritorial.

Muitos pesquisadores tém usado o hidrogel de alginato como ar
cabougo de sustentagdo dos condrdcitos para implante em articu
lagoes lesadas em modelos animais. A vantagem desse hidrogel ¢
a sua propriedade atéxica e a sua utilizagdo de maneira injetavel
Tal arcabougo pode ser injetado juntamente com os condrocitos i
situ, permitindo a sua gelatinizacado com cloreto de calcio no loca
da lesdo.®'® O alginato é degradado por vias enzimaticas no pré
prio tecido em duas subunidades monoméricas: &cido gulurénice
e 4cido manurénico.

Neste estudo foi possivel obter dados in vitro do hidrogel de al
ginato. Para aplicagdo clinica do hidrogel de alginato, ser& ne
cesséria a realizagdo de implantes em areas pré-lesionadas nas
articulagdes do joelho, usando como modelo animal coelhos
para confirmagdo da sua eficiéncia na produgéo de tecido car
tilaginoso hialino in vivo, o que de fato constitui a préxima fase
deste estudo.

CONCLUSAO

A cultura de condrécitos em hidrogel de alginato demonstrou alt
celularidade e um aumento na producao de matriz pericelular
territorial quando comparada a interterritorial.

O hidrogel de alginato constituiu um eficiente arcabouco de sus
tentagéo e cultura de condrécitos, mantendo seu fendtipo arredon:
dado, assemelhando-se a cartilagem nativa, sendo um importante
arcabougo para uso em implante articular.
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