VIABILIDADE CELULAR DE CONDROCITOS CULTIVADOS EM
PEROLAS DE ALGINATO. Gabrielle Reinoldes Bizarria Guilherme, Elenice

Deffune, Renata Aparecida de Camargo Bittenccourt, Sérgio Felisbino, Hamilton Pereira
Rosa. — Medicina - Ciéncias Bioldgicas Modalidade Médica — Departamento de Urologia —
Faculdade de Medicina de Botucatu UNESP — Campus de Botucatu

Em todo mundo sdo gastos milhares de dolares todos os anos em tratamentos para reduzir os
sintomas das doengas ortopédicas. SO no Brasil, no ano de 2002, foram realizados 36.842
procedimentos cirargicos de joelho pelo Sistema Unico de Saude - SUS (Fonte: www.datasus.gov.br).
Essas intervengdes cirargicas muitas vezes nao obtém os bons resultados esperados em longo prazo.
Uma das formas de reduzir os gastos ¢ melhorar a qualidade de vida do paciente, quanto a possiveis
rejeigdes e incomodos com préteses ¢ o auto-transplante, que se caracterizam pela retirada de material
autoélogo e, apds a realizacdo de cultura celular, o re-implante.

Estas consideragdes se aplicam, entre outros, a transplantes de cartilagem em pacientes que
apresentam problemas ortopédicos como a osteoartrite € a artrite reumatoide. Essas sdo doengas
degenerativas e sem cura efetiva. Portanto, estudar as cartilagens e novos meios de cura para as
doengas que envolvem esse tecido ¢ de importancia extrema.

O tecido cartilaginoso ¢ um tecido essencial para a sustentagdao de tecido mole, o revestimento
de superficies diversas, além de outras fung¢des. Ele ¢ composto, basicamente, por condrdcitos € matriz
extracelular que contém colageno, elastina, proteoglicanas e glicoproteinas'. Esse tipo de tecido
origina-se a partir do mesoderma do embrido durante a quinta semana de vida. O mesoderma, por sua
vez, origina células mesenquimais com alto poder de diferenciacdo resultando em células do tecido
cartilaginoso, 6sseo, muscular e adiposo; o processo de diferenciagdo depende de genes ativos
especificos e condi¢des ambientais — fatores de crescimento .

A cartilagem apresenta baixa capacidade de regeneragdo e devido a isso, doencas
degenerativas e crdnicas, como osteoartrite e artrite reumatdide, dificultam qualquer tipo de
tratamento, a curto ou longo prazo, sendo que a maioria das patogenias tem apenas tratamento
sintomatico e paliativo. Quando ocorre degeneragdo no adulto, a reconstituicdo da cartilagem
lesionada se da, freqiientemente, de modo incompleto, além disso, os tratamentos mais utilizados
atualmente tém duragfo limitada, e sdo altamente invasivos fazendo com que os pacientes, geralmente
idosos, ndo apresentem uma resposta satisfatoria >*.

A literatura aponta ainda, outros tipos de tratamento envolvendo a terapia celular. Essa terapia
consiste em produzir a cartilagem articular “in vitro” para realizagao de transplantes autélogos, com a
finalidade de regenerar o tecido lesado. Essa produgdo de tecido “in vitro” se faz a partir de células
autdlogas, e como nao ha incompatibilidade imunoldgica as chances de rejeicdo sdo extremamente
reduzidas °.

Uma das formas de realizar um transplante autdlogo ¢ utilizar condrocitos retirados por
atroscopia da cartilagem (margens da articulacdo do joelho) do paciente. Os condrocitos sdo células
que para manterem suas caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas devem ser cultivados em matrizes
tridimensionais, pois necessitam de estimulo constante da interacdo entre células e matriz
extracelular.Portanto se fossem cultivados em monocamada perderiam sua diferenciagdo, tornando-se
células com caracteristicas fibroblastéides. Para isso, escolheu-se a matriz tridimensional de alginato a
1,2% que apresenta as seguintes caracteristicas favoraveis para sua utilizagdo: formacdo de matriz
tridimensional rigida, mas que permite a passagem de nutrientes do meio de cultivo e podem ser re-
implantadas diretamente nos organismos utilizados, pois sdo feitas de material reabsorvivel. O cultivo
em laboratorio se deu por duas a quatro semanas antes de serem transplantadas novamente no local
lesionado’.

Neste trabalho, foi padronizado o cultivo celular tridimensional com células provenientes
articulacdo de joelho de coelho. Para a realizagdo destes tipos de transplantes ¢ de grande relevancia a
observagdo do grau de viabilidade celular destas culturas, pois com base nestes dados ¢ possivel
estimar se o cultivo celular em matriz tridimensional possui células suficientes e se essas terdo
condig¢des de, quanto re-implantadas — num possivel transplante -, restaurar a cartilagem lesionada.

Os condrocitos analisados foram colhidos em condigdes estéreis por atroscopia de 2 coelhos
brancos, machos, da raga “Botucatu” com 12 meses de idade, pesando em torno de 1,8 a 2 kg, alojados




no Biotério do Laboratorio Experimental de Departamento de Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de
Medicina de Botucatu. No laboratério de Engenharia Celular (Hemocentro de Botucatu) o tecido
colhido foi processado destruicdo completa da matriz extracelular com diversas enzimas (tripsina,
hialuronidase e colagenase tipo I). Uma aliquota de 100puL das células foi separada para contagem em
Camera de Neubauer (ver procedimento abaixo). O restante das células foi ressuspensso em alginato
de sodio 1,2% numa seringa de 10cc e agulha de 21g. Por gotejamento dentro de uma solugdo de
gelificacdo a base de cloreto de calcio, forma-se as pérolas de alginato que sdo distribuidas em placa
24 pogos (figura 1 e 2). O meio de cultura apropriado para o cultivo das pérolas ¢ o D-MEM — Meio
Eagle Modificado por Dulbecco - Gibco® - com 1 g/L de glicose/ Ham's F12 — 1:1 volume/volume
(D-MEM F12) suplementado com é4cido ascorbico e fator de crescimento TGFy3, que foi trocado a
cada dois dias. No sétimo e décimo quarto dia de cultivo, foi coletadas aleatoriamente 6 pérolas de
alginato para realizacdo da viabilidade celular por Camera de Neubauer com o corante de viabilidade
azul de toluidina. As pérolas de alginato foram dissolvidas quando incubadas com citrato de sodio
155mM a 37°C por 45 minutos. Apos centrifugacdo, o pellet formado foi dissolvido em D-MEM F12
sem soro fetal bovino, e com uma aliquota de 100uL foi feito o teste de viabilidade celular. Na
Céamara de Neubauer se fez a contagem dos quadrantes especificos (figura 3) e o resultado foi
colocado na féormula abaixo para obtencdo do ntmero final de células, sendo que somente sdo
c06n7$éderadas células viaveis aquelas que ndo foram coradas pelo corante azul de toluidina (figura
4)>"%

Cels/mL = média dos quadrantes 1,2,3,4 x fator de dilui¢do x fator de corre¢do da
camera de Neubauer

Da amostra do coelho um obteve-se, aproximadamente, 200 mg de tecido cartilaginoso, que
depois de digerido apresentava 3x10* células por pérola de alginato. Apods sete dias de cultivo, a
Camera de Neubauer e o corante de viabilidade celular apontaram um crescimento na cultura, onde
cada pérola de alginato tinha, aproximadamente, 3.6x10* células. Ao fim da cultura, houve um
aumento total de 58.3% de células viaveis - aproximadamente 4.7x10° células por pérola de alginato —
(figura 5). Enquanto da amostra do coelho dois obteve-se, aproximadamente, 300 mg de tecido
cartilaginoso, que apos digestdo apresentou 3,6x10* células por pérola de alginato. No sétimo dia de
cultivo, houve um crescimento na cultura, e cada pérola continha, aproximadamente, 5.8x10* células.
No décimo quarto dia (fim do cultivo), houve um aumento total de 102.7% de células viaveis -
aproximadamente 7.3x10* células por pérola de alginato - (figura 6). A estatistica desses resultados
mostrou que a diferenca das médias da amostra um e dois ndo € significativa (p<0,05). E o teste t
comprovou que o desvio padrdo de ambas as amostras também nao apresentam diferenga significativa
(p<0,05) (figura 7).

A partir dos dados analisados, podemos concluir que:
-o crescimento das culturas de condrocitos ¢ influenciada pelo nlimero inicial de células;
-0 cultivo em matriz tridimensional, com os meios de cultura e estimulos apropriados, gera um
aumento da viabilidade celular significante;
-avaliar, e seguir durante o tempo de cultivo determinado, a viabilidade celular ¢ de extrema
importancia para verificarmos como as células estdo reagindo frente ao ambiente que lhe sdo
proporcionado;
-examinar a viabilidade celular permite sabermos que o transplante das pérolas de alginato possui
células suficientes para regenerar o local lesado;
-e por fim, observamos a eficiéncia da Camera de Neubauer ¢ do corante de viabilidade: o azul de
toluidina.
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Figura 2: Condrocitos formando
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Figura 4: Condrocitos corados por
azul de toluidina em Camera de
Neubauer — células viaveis nao estio
coradas em azul
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Figura 6: Resultado da viabilidade
celular da amostra 2
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