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Resumo

Resumo

Avaliagdo de novas propostas em arcabougos tridimensionais (3D) para cultura de
células-tronco mesenquimais e condrogénese.

Introducio: Levando-se em consideragdo avangos tecnologicos na area médica e o
impacto dos programas de sauide que determinaram curvas de longevidade cada vez
maiores e taxas de natalidade cada vez menores, o novo desafio do gestor publico sdo as
conseqiiéncias: o envelhecimento e a vida como uma “doenga cronica”. Entre os principais
desafios estd a abordagem das doengas cronico-degenerativas que determinam o aumento
de lesoes cartilaginosas articulares. A débil capacidade de regeneragdo e as limitagdes das
alternativas de tratamento fazem as técnicas derivadas da biotecnologia, como o transplante
autologo de condrécitos (TAC) e o uso de células-tronco, o foco das investigacdes. O TAC
requer coleta de material cartilaginoso de area sadia, podendo causar nova lesdo; no
entanto, pode-se evitar este perigo com o uso de células-tronco. As células-tronco
mesenquimais, adultas, podem se diferenciar em condrdcitos mediante o uso de meio de
cultura especifico em consonancia a um arcabougo 3D, mas muitos problemas como evitar
a calcificag@o e estimular a condrogénese em meio favoravel constituem o desafio para os
pesquisadores na atualidade. Objetivos: 1) produzir anticorpo monoclonal especifico a
CTMs de coelho para monitora-las, 2) determinar o volume ideal de coleta de medula dssea
para microencapsulacdo e condrogénese, 3) realizar a microencapsulagdo das CTMs em
novos arcaboucos: BIOGEL3D e BACTCELL3D, comparando seu desempenho com o
modelo classico em alginato. Materiais e Métodos: Foram utilizados 25 coelhos Nova
Zelandia sendo divididos em diferentes grupos em funcdo do volume de MO coletado: G1
=6mL, G2 = 9mL, G3 = 12mL, G4 = 15mL e G5 = volume ideal de coleta determinado
pelos indicadores dos outros grupos. O material coletado foi diluido 1:2 em RPMI 1640

com 3.000U de heparina sodica. Apds a contagem celular, as amostras foram submetidas a



separacdo em gradiente de densidade para a obten¢do da camada linfomononuclear (LMN).
As LMNs foram plaqueadas para se obter a expansdo das CTMs, em DMEM Knockout™
(Invitrogen®) suplementado por: SmL de antibidtico/antimicético (Invitrogen™), SmL de L-
glutamina (Invitrogen®), 5mL de aminoécidos essenciais (Invitrogen®), 2,5mL de
aminoacidos ndo-essenciais (Invitrogen®) e 50mL de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen®).
As células permaneceram em estufa a 37°C, com 5% de CO, (Thermo Class 100"). Além
da viabilidade avaliada por azul de tripano, outros indicadores de qualidade foram
considerados para selec@o do melhor volume de coleta para cada grupo: o nimero médio
obtido de células da fragdo LMN; morfologia celular e o tempo médio para primeira
passagem em tripsina. As CTMs cultivadas foram criopreservadas e utilizadas para a etapa
de produgdo de AcMm. As CTMs foram entdo microencapsuladas em pérolas de
BIOGEL3D, BACTCELL3D e alginato, e induzidas a condrogénese mediante uso de meio
de cultura especifico. Resultados e Discussdo: Na etapa de producdo de AcMm anti-CTM
foram realizados 2592 hibridos, testados 587 e destes, selecionados como hibridos de
interesse 6 c€lulas. Destas, 1 ¢ da classe IgG, outra IgM e 4 outras deverdo ser clonadas e
na condi¢do de hidridos expressam tanto IgG como IgM. Quanto a microencapsulacdo das
CTMs, para todos os modelos a quantidade encapsulada foi de 1X10° células. O arcabougo
BIOGEL3D induziu as células a condrogénese e permitiu a multiplicagdo celular, enquanto
BACTCELL3D nao teve a mesma performance. O volume ideal de coleta foi 12mL de
aspirado de medula éssea. CONCLUSOES: BIOGEL3D é uma alternativa eficaz,
enquanto BACTCELL3D precisa de modificagdes para tanto. Os hibridos obtidos, apds
clonagem e caracterizagdo, tornar-se-d0 importantes ferramentas de caracterizacdo das

CTMs.

Palavras-chave: arcabougos 3D, células-tronco mesenquimais, condrogénese.



Abstract

Abstract

Evaluation of two novel proposals of three dimensional (3D) scaffolds for mesenchymal
stem cell culture and chondrogenesis.

Introduction: Technological advances in the medical area combined with the impact of
health programs that enhance longevity, together with lower natality rates created new
challenges to the public manager such as aging and life as a “chronic disease”. Among the
major problems are the chronic degenerative diseases that increase articular lesions. The
limited regeneration capabilities and the limitations of actual treatment alternatives made
biotechnology derived techniques the focus of investigations. The autologous chondrocyte
transplantation (ACT) requires a small biopsy of health cartilage, which can lead to a new
lesion. However, the use of stem cells can avoid this possibility. Mesenchymal stem cells
(MSCs) can differentiate into chondrocytes by using a specific culture medium together
with a 3D scaffold, but some questions such as the risks of calcification remain as key
factors to researchers. Objectives: 1) to produce a monoclonal antibody that recognizes
MSCs in order to characterize them, 2) to determine the optimal bone marrow collection
volume for cell microencapsulation and chondrogenesis and 3) to microencapsulate MSCs
in two novel scaffolds: BIOGEL3D and BACTCELL3D, comparing them with sodium
alginate. Materials and Methods: 25 New Zealand rabbits were divided into 5 groups
related to bone marrow collection volume: G1 = 6mL, G2 = 9mL, G3 = 12mL, G4 = 15mL
and G5 = optimal volume determined by the study. The collected material was diluted in
RPMI1640 medium 1:2, with 3000U sodium heparin. After cell count and viability
assessment the samples were submitted to density gradient centrifugation in order to isolate
the lymphomononuclear (LMN) fraction. These cells were seeded to obtain and expand the
MSCs in DMEM Knockout® (Invitrogen™) supplemented with antibiotic/antimycotic, L-

glutamine, essential aminoacids, non essential aminoacids and fetal bovine serum (all from



Invitrogen™). The cells were cultivated in 5% CO, atmosphere in an incubator (Thermo
Class 100®). Along with viability other indicators were studied to determine the optimal
volume of collection: the average number of LMN cells obtained, cell morphology and the
average time required to first passage in trypsin. The MSCs cultivated were cryopreserved
and used to produce the monoclonal antibody. The MSCs obtained from G5 were
microencapsulated into the scaffolds: BIOGEL3D, BACTCELL3D and sodium alginate
and induced to chondrogenesis using a defined culture medium. Results and Discussion:
During the production of the monoclonal antibody, 2592 hybridomas were obtained, 587
were tested leading to 6 final hybridomas retained. Among these cells, 1 expressed IgM, 1
expressed IgG and 4 expressed IgM and IgG. Regarding MSCs microencapsulation, all
scaffolds received 1x105 cells. BIOGEL3D induced MSCs toward chondrogenesis and
allowed cell proliferation. BACTCELL3D did not show the same performance. The best
bone marrow collection volume was 12mL. Conclusions: BIOGEL3D is an effective
proposal, while BACTCELL3D needs adjustments to achieve the same status. The
hybridomas obtained shall be important tools to study MSCs after cloning and further

characterization.

Key words: scaffolds 3D, mesenchymal stem cells, chondrogenesis.
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Introducao

O tecido cartilaginoso

O tecido cartilaginoso corresponde a uma das especializagdes do tecido conjuntivo,
apresentando consisténcia rigida. Entre suas fungdes estdo suporte de tecidos moles,
revestimento de superficies articulares, absor¢do de choques mecanicos nestas articulagdes,
amenizagdo de desgaste dos ossos além de desempenhar papel importante no crescimento
dos ossos longos. Suas células caracteristicas s@o os condrocitos, células estas
especializadas, responsaveis pela producdo e manutencdo da  matriz extracelular.
Classicamente citam-se trés tipos de cartilagem: hialina, elastica e a fibrocartilagem
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999). No entanto, o tipo celular ¢ o mesmo, com
variabilidade identificada com relacdo ao nimero de células e aos aspectos biossintéticos
associados a formacdo de diferentes arranjos da matriz extracelular. A estrutura
relativamente simples esconde uma célula altamente diferenciada, construtora solitaria de
um tecido unico, o qual precisa ser firme e maleavel ao mesmo tempo (FELISBINO &
CARVALHO, 2005). Os condrécitos tém forma esférica ou ovoide, com nucleo central e
nucléolo bem desenvolvido nas cartilagens em crescimento ativo. Nao ha jungdes
intercelulares, pelo fato de serem circundados por abundante matriz extracelular. De modo
geral, a matriz do tecido cartilaginoso ¢ formada pela substancia fundamental amorfa —
glicosaminoglicanas combinadas de proteinas formando os agregados de proteoglicanas — e
fibrilas de colageno (FELISBINO & CARVALHO, 2005).

Cada proteoglicana consiste de um eixo central protéico e de uma ou mais cadeias de
glicosaminoglicanas ligadas covalentemente ao eixo. As principais glicosaminoglicanas

encontradas sdo: hialuronam, condroitim sulfato, queratan sulfato, dermatam sulfato e
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heparam sulfato, este ultimo em menor quantidade. As diferentes concentra¢des destas
substancias sdo, entre outros fatores, o que diferenciam os trés tipos de cartilagem
(FELISBINO & CARVALHO, 2005).

Existem dois tipos de proteoglicanas de maior relevancia, a grande proteoglicana agrecam,
e as pequenas proteoglicanas decorim, biglicam, fibromodulim, lumicam, epificam,
perlecam (tipico de membranas basais) e das proteoglicanas de superficie celular sindecam
e glipicam (FELISBINO & CARVALHO, 2005).

Outro componente da matriz extracelular sdo as fibrilas de colageno. O coldgeno mais
abundante na cartilagem hialina € o tipo II, principal componente das fibrilas, que serve
como marcador da diferenciacdo dos condrocitos. O colageno tipo IX e o colageno tipo XI
estdo associados as fibrilas de colageno. O colageno tipo VI forma as microfibrilas
presentes na cartilagem e estd concentrado na matriz pericelular. Sua funcdo aparente é
ancorar as células a matriz e organizar grupos de fibrilas de colageno tipo II (FELISBINO

& CARVALHO, 2005).

Lesoes articulares e terapéutica

A cartilagem articular possui pobre capacidade de regeneracdo (LAFEBER et al., 1992;
REDMAN et al, 2005; TUAN, 2007). Nas lesdes articulares existem dois grandes
problemas a serem resolvidos. O primeiro € o preenchimento da area lesada por um tecido
com propriedades mecanicas e fisiologicas semelhantes a cartilagem nativa. O segundo ¢ a
integracdo eficaz entre a area regenerada e o tecido sadio (REDMAN etz al., 2005). Mesmo
uma pequena lesdo pode levar a degeneracdo, causando um quadro de osteoartrite

(REDMAN et al., 2005). As lesdes articulares sdo classificadas como defeitos de
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profundidade parcial ou de profundidade total (REDMAN et al., 2005). Quando a lesdo ¢
parcial, ndo atinge o osso subcondral, e se assemelha as fissuras iniciais do quadro de
osteoartrite (REDMAN et al., 2005). A lesdo de profundidade parcial ndo se regenera de
forma eficaz, o que se deve ao fato de ndo atingir o osso subcondral, ndo havendo acesso ao
compartimento de células progenitoras da medula 6ssea (REDMAN et al., 2005). Foi
observado que ocorre uma resposta a lesdo, na tentativa de reparar o defeito: as células
adjacentes a borda da lesdo entram em morte celular, e apos 24 horas ha um aumento da
replicagdo celular e formagdo de clusters condrociticos, além de aumento na sintese de
matriz extracelular. Ocorre que esta resposta tem tempo de ag@o limitado e passageiro,
acarretando falha do processo regenerativo (REDMAN et al., 2005). O outro tipo de lesdo
articular, de profundidade total, ultrapassa a zona de cartilagem calcificada e atinge o osso
subcondral. Quando ocorre resposta a lesdo, forma-se um tecido semelhante a
fibrocartilagem, mas que ¢ um pobre substituto da cartilagem hialina. Por fim, ocorre
degeneragdo do tecido regenerado e do tecido sadio circundante (REDMAN et al., 2005).

As estratégias de reparo classicas a disposi¢do do ortopedista sdo: desbridamento, lavagem
artroscopica, artroplastia por abrasdo, perfuragdo de Pridie e microfatura. Desbridamento e
lavagem artroscépica sdo usualmente utilizadas para aliviar a dor, sendo o desbridamento a
retirada cirargica do tecido morto, ¢ a lavagem artroscopica, a irrigagdo do local, o que
permite aliviar a dor por um periodo prolongado (REDMAN et al., 2005). Estas técnicas,
todavia, ndo promovem a regeneragdo tecidual (REDMAN et al., 2005), sendo indicadas
para os estadios tardios da osteoartrite (JACKSON & DIETERICHS, 2003). As outras trés
técnicas - artroplastia por abrasdo, perfuracdo de Pridie e microfatura - sdo baseadas na
capacidade das lesdes de profundidade total possuirem regeneragdo parcial, por atingirem o

0sso subcondral e terem acesso ao compartimento de células-tronco da medula dssea;
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assim, busca-se perfurar o osso para que ocorra extravasamento do conteido da medula
Ossea para a area da lesio (REDMAN et al., 2005). Entretanto, a resposta obtida ¢
semelhante a resposta natural daquelas lesdes, ou seja, formacao de tecido fibroso.

Como técnicas de vanguarda, listam-se o enxerto de tecidos moles, a transferéncia
osteocondral e o transplante autélogo de condrdcitos. Na primeira, é comum realizar-se
enxerto de peridsteo ou de pericondrio em lesdes de profundidade total. Relata-se que o
efeito desses dois enxertos € similar e que ha formagéo de tecido do tipo hialino (REDMAN
et al., 2005). A propriedade condrogénica do peridsteo se deve a presenca de células
precursoras condrociticas. Na segunda técnica, o material pode ser retirado de cadaveres,
entretanto, materiais frescos sdo mais eficazes do que os congelados em relagdo a
viabilidade celular e estabilidade mecanica (REDMAN et al., 2005). Pode-se utilizar
material autologo, retirado de uma zona sem ag¢do de carga, e transplantada para a zona do
defeito articular. Este método é mais conhecido como MosaicPlasty™ ¢ OATS™ e os
resultados indicam alivio da dor e melhora da fung¢ao articular (REDMAN et al., 2005). Os
questionamentos acerca desta técnica incluem a duavida sobre a viabilidade celular seguida
da extragdo e a capacidade do tecido transplantado em suportar carga, ja que,
originalmente, se encontrava em area livre de carga.

O transplante autélogo de condrdcitos €, atualmente, a técnica que envolve mais tecnologia.
Uma pequena amostra de tecido cartilaginoso sadio € coletada do paciente, geralmente por
artroscopia, e enviada a um servico de engenharia celular. A amostra passa por um processo
de digestdo enzimatica da matriz extracelular, a fim de se isolarem as células. Estas células,
uma vez isoladas, sdo expandidas in vitro, e inseridas em um arcabougo tridimensional

(3D), sendo este posteriormente transplantado para a lesdo articular. De modo geral, os
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resultados mostram melhora da fungfdo articular, alivio da dor e¢ formagdo de tecido
cartilaginoso do tipo hialino (REDMAN et al., 2005).

Em estudo de transplante autdlogo de condrocitos foram comparados o hidrogel de alginato
e o plasma rico em plaquetas como arcaboucos carreadores dos condrocitos. Mostrou-se a
eficacia da técnica em experimento com 30 coelhos (BITTENCOURT, 2008).

Nao se sabe ao certo como os condrdcitos implantados atuam no processo de regeneragao
(REDMAN et al., 2005); além disso, ha a possibilidade de se criar uma nova lesdo ao se
extrair a amostra inicial. Dessa forma, o ideal seria obter as células cartilaginosas para o
implante de modo a evitar realizacdo da coleta em area sadia. Obtendo-se células-tronco,
expandindo-as em cultura e diferenciando-as em condrocitos, € possivel realizar o implante
e evitar os perigos inerentes a obtengdo da amostra inicial. Neste caso particular, pode-se
utilizar células-tronco adultas, pois existe uma populacdo comprovadamente passivel de
diferenciacdo em células cartilaginosas (GUILLOT et al, 2007). Trata-se das células-
tronco mesenquimais, que podem ser facilmente isoladas da medula-dssea e do tecido

adiposo e expandidas em cultura, conseguindo-se grande quantidade de celulas.

Células-tronco mesenquimais

Além das células-tronco hematopoiéticas adultas, que originam progenitores linféides e
mieloides, a medula Ossea possui células-tronco precursoras de tecidos nao-
hematopoiéticos, as células-tronco nao-hematopoiéticas adultas (PROCKOP, 1997,
RATAJCZAK et al., 2007). Ja foram relatadas pelo menos cinco populagdes de células-
tronco ndo-hematopoiéticas adultas na medula Ossea: células progenitoras endoteliais,

células-tronco mesenquimais, células progenitoras adultas multipotentes, células MIAMI e,

25



mais recentemente, células-tronco muito pequenas semelhantes as embriondrias
(RATAJCZAK et al., 2007). Estas ultimas possuem muitos marcadores de células-tronco
embrionarias ¢ podem se diferenciar em células das trés camadas germinativas, o que
define sua pluripoténcia.

Sabe-se que células-tronco hematopoiéticas e ndo-hematopoiéticas tém diferencas
relevantes quanto ao fenotipo, com diferentes antigenos de superficie de membrana, os
clusters of differentiation (CDs). As células-tronco mesenquimais possuem os marcadores
CD29, CD44, CD73, CD 90, CD105, CD106 ¢ CD166, ¢ nao possuem os marcadores
hematopoiéticos CD11, CD14, CD34 ¢ CD45 (CHAMBERLAIN et al., 2007). Células-
tronco mesenquimais presentes no estroma da medula 6ssea, dependendo do meio ambiente
local, podem diferenciar-se em condrocitos, osteoblastos, adipocitos e midcitos (MARTIN

et al., 1998; HERZOG et al., 2003; GUILLOT et al., 2007).

A Sociedade Internacional para Terapia Celular estabeleceu critérios para que uma célula
possa ser definida como célula-tronco mesenquimal: deve ser aderente ao frasco de cultura
durante varias passagens, deve ser capaz de se diferenciar em cartilagem, tecido dsseo e
tecido adiposo, deve expressar CD73, CD90 e CD105, nao deve expressar c-kit, CD11b,
CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a e os antigenos leucocitdrios humanos (HLA-DR)

(SCHAFFLER & BUCHLER, 2007).

Ja foi constatado, em estudos experimentais com camundongos, que células derivadas da
medula 6ssea regeneraram o musculo esquelético quando injetadas no local da lesdo ou
mesmo mediante transplante de medula 6ssea. Pesquisadores demonstraram que as células-

troco da medula éssea podem ajudar na regenerag@o de tecidos e 6rgaos.
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Este fendmeno foi inicialmente explicado pela possivel plasticidade das células-tronco
hematopoiéticas adultas, as quais poderiam se transdiferenciar em células-tronco
comprometidas com varios tecidos ndo-hematopoiéticos. Para tanto, existem duas
possibilidades: (1) uma mudanga paralela de comprometimento do compartimento de
células-tronco hematopoiéticas monopotentes; (2) uma regressdo no processo de
diferenciacdo das células-tronco hematopoiéticas monopotentes, em que elas
desdiferenciariam-se em células-tronco multipotentes (uma camada germinativa apenas) ou
mesmo pluripotentes (todas as trés camadas germinativas). Isto gerou uma expectativa de
que as células-tronco hematopoiéticas de medula dssea, sangue periférico mobilizado e de
corddo poderiam ser fontes para reparo de orgdos e tecidos. Relatos de uso de células-
tronco hematopoiéticas mostrando melhora em modelos de lesdes cardiacas agudas
aumentaram tais expectativas. Entretanto, quando populagdes purificadas de células-tronco
hematopoiéticas foram obtidas, os resultados ndo foram satisfatorios. As tentativas para
explicar para tais resultados ndo evidenciaram o fato de que a medula dssea poderia conter
populagdes de células-tronco ndo-hematopoiéticas. A presenca de células-tronco
heterogéneas na medula éssea poderia explicar tanto os primeiros resultados positivos em
modelos de regeneracdo de tecidos, quanto os negativos, pois durante a purificagdo as
populagdes heterogéneas nao-hematopoiéticas foram excluidas. Assim, o processo de
transdiferenciacdo das células-tronco hematopoiéticas e sua contribui¢do nos casos de
lesdes de orgdos e tecidos continuam questionaveis, ao passo que a presenga de populagdes
de células-tronco nao-hematopoiéticas na medula dssea ¢ irrefutavel (RATAJCZAK et al.,
2007).

Recentemente, tem-se explorado cada vez mais o uso das células do estroma medular,

principalmente no reparo de tecidos cartilaginoso e dsseo. As vantagens de se utilizar essas
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células progenitoras incluem: para cultiva-las é necessario, inicialmente, pouca quantidade
de células; as amostras sdo coletadas por aspiragdo da medula 6ssea (5 a 10 ml) com
anestesia local; é possivel reproduzi-las em laboratério durante varias semanas, obtendo-se

quantidade consideravel para aplicagdo em medicina regenerativa.

Constatou-se em experimentos com coelhos que a injecdo local das células-tronco
mesenquimais na cartilagem articular lesada promove o reparo do tecido danificado
(PROCKOP, 1997). Em outro estudo, foram utilizadas células-tronco mesenquimais de
ratos transgénicos que expressam a proteina verde fluorescente no citoplasma e nucleo de
suas células. Estas células foram injetadas em lesdes condrais de ratos ndo-transgénicos. Os
pesquisadores puderam rastrear as células injetadas durante a regeneragdo, e obtiveram
tecido regenerado do tipo hialino, com expressdo da proteina verde fluorescente, indicando
que as cé¢lulas obtidas do tecido regenerado se originaram das células-tronco mesenquimais
(OSHIMA et al., 2005).

Além da medula 6ssea, outro tecido que contém células-tronco mesenquimais € o tecido
adiposo. A fragdo do estroma vascular tornou-se foco das investiga¢des apds comprovar-se
capaz de fornecer células-tronco mesenquimais multipotentes (SCHAFFLER &
BUCHLER, 2007). O procedimento cirirgico simples, aliado a confirmacdo do sucesso
destas células em comparacdo com as de medula Ossea, quanto a capacidade de
diferenciacdo, freqiiéncia de colonias obtidas e morfologia, conferem as células-tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo plena capacidade de serem utilizadas em

medicina regenerativa (SCHAFFLER & BUCHLER, 2007).
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Células-tronco e condrogénese

Células-tronco mesenquimais podem se diferenciar em condrdcitos utilizando-se meio de
cultura definido, em conjunto com um arcabouco 3D. Na literatura relata-se que os
condrdcitos necessitam de um arcabougo 3D para crescerem e preservarem a morfologia e a
producdo de componentes de matriz proprios de condrdcitos, quando em cultura celular.
Todavia, se cultivadas em monocamadas, essas células tendem a se aderir ao fundo do
recipiente, sofrem processo de desdiferenciacdo, adquirem caracteristicas morfoldgicas e
passam a produzir componentes de matriz de fibroblastos, como colageno tipo I (BENYA
& SHAFFER, 1982). Dessa forma, perde-se a funcionalidade do tecido. Outro fator que
pode estimular a condrogénese ¢ a alta concentracdo de células no momento da
microencapsulacio (TAKAGI et al., 2007).

Virios sistemas de cultura sdo empregados na expansdo dos condrocitos: cultura em gel de
agarose (HAUSELMANN et al, 1994) e cultura de condrdcitos em um arcabougo 3D.
Recentemente, matrizes como hidrogel e polimeros sintéticos tém sido investigadas para a
expansdo dos condrocitos in vitro para o reparo da cartilagem lesada. Tais matrizes
incluem: arcabougos a base de coldageno - gel de coldgeno tipos 1 e Il e esponjas de
colageno tipo II - acido polilatico e acido poliglicélico, fibrina, 6xido de polietileno,
peptidios e alginato (KISIDAY et al., 2002). Seguindo estes modelos de cultura de
condrécitos, demonstrou-se a necessidade de se utilizar o arcabouco 3D para ativar a
condrogénese das células-tronco mesenquimais.

O meio de cultura utilizado deve ser livre de soro fetal bovino, e ter alta concentragdo de
glicose, acrescido das seguintes substancias condroindutoras: dexametasona, insulina,

transferrina, 4cido selénico (ITS), acido ascérbico e TGF-B1 (LEE et al.., 2004; PENICK et
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al., 2005; FUCHS et al., 2005). O TGF-B1, juntamente com a BMP-2, parece estimular a
sintese de colageno II (LEE et al., 2004). Em outro estudo, adicionou-se o IGF-1 como
agente condrogénico (XIANG et al., 2007). O uso de soro fetal, durante a etapa de
expansdo das CTMs em monocamada, estimula a atividade do gene codificador do

componente de matriz agrecam, presente na matriz extracelular de condrocitos

(YOKOYAMA et al., 2008).

Arcaboucos 3D

S0 estruturas porosas que conferem sustentagdo mecanica, prote¢do, sustentabilidade
(JANCAR et al., 2007) e condi¢des para que as células, ao produzirem matriz extracelular,
construam um ambiente tridimensional, com interatividade célula-matriz. Deste modo, o
arcabouco deve ser poroso, biocompativel, bioabsorbivel, facilitador do transporte em
massa e permitir migragdo celular (HOLLISTER, 2005).

Um arcabougo mais poroso tende a fornecer melhores condigdes de transporte em massa,
melhorando a nutri¢do das células, enquanto um mais denso oferece melhores propriedades
mecanicas (HOLLISTER, 2005). Além desta propriedade, o arcabougo poroso também
pode proporcionar migragdo celular e superficie para adesdo celular (HOLLISTER, 2005).
A biocompatibilidade ¢ essencial, pois o arcabougo sera introduzido no tecido lesado,
devendo ser aceito pelo tecido justaposto sem respostas imunoldgicas e inflamatorias
danosas. A bioabsor¢do deve ser compativel a capacidade das células em produzir matriz,
de modo que, aos poucos, esta se acumule nos espacos intersticiais, substituindo o material
do arcabougo que estd sendo reabsorvido pelo tecido circundante, assumindo, entdo, o

papel que o arcabougo temporariamente executava (HOLLISTER, 2005). O transporte em
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massa (permeabilidade e difusdo) permite que nutrientes do meio de cultura alcancem as
células inseridas nos poros, mantendo a viabilidade celular e promovendo a homeostase

mediante o bom funcionamento de todas as fungdes fisiologicas celulares.

Inovacoes em modelos de arcabougos 3D

Ja estd em uso uma série de arcabougos na area de engenharia celular. Em uma proposta
inovadora, busca-se um modelo que n3o apenas proporcione suporte e sustentacido
mecanica, mas que também seja biologicamente ativo. Pode-se recorrer a estratégias
tecnologicamente avangadas, como a introdug¢do de hormonios e fatores de crescimento nas
microestruturas destes arcaboucos, ou mesmo técnicas para que estes ajam com
caracteristicas de drug delivery, desse modo, espera-se que o arcabouco libere as
substancias previamente incorporadas de forma gradativa, controlada e pré-programada.
Em geral, tais artificios encarecem exageradamente o processo, pois os fatores de
crescimento € hormoénios purificados sdo extremamente dispendiosos, bem como as

técnicas de micromanipulagdo envolvidas.

O novo modelo em arcabougos 3D: BIOGEL3D

Na busca de uma alternativa inovadora e um arcabougo bioativo que atendesse os requisitos
necessarios para sua fungdo, com baixo custo de produgdo e simples confec¢do, pensou-se
no plasma rico em plaquetas (PRP) ao se investigar o papel da plaqueta (fragmentos
citoplasmaticos derivados do megacariocito ricos em granulos-a e densos) idealizando-se a

sua utilizacdo na forma de gel para cultura celular, com base na secrecdo de uma série
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hormonios interfaceados com a adesao, cicatrizagdo, neovascularizagdo ¢ sintese de matriz

extracelular.

O uso de gel de plaquetas como um arcabougo de sustentacdo para as CTMs possui
diversas vantagens, como o fato de ser um material bioldgico, ter facil reabsor¢cdo apds a
fase de transplantagdo, ser produzido com concentrado de plaquetas do proprio paciente
que recebera o transplante (autogel), ser um material disponivel, pois é produzido a partir
de concentrados de plaquetas que podem constituir-se estoque excedente nos servigos de
transfusdo de sangue, portanto testados sorologicamente com o rigor da legislag@o brasileira
para Hemoterapia (RDC n. 153/2004). Estes hemocomponentes sdo ricos nos fatores de
crescimento PDGF-B8 ¢ TGF-B, entre outros, armazenados nos granulos o e densos das

plaquetas constituindo-se potentes indutores da diferenciagdo em cartilagem.

Gel de plaguetas

O Gel de Plaquetas ¢ obtido a partir do PRP podendo ser autdlogo ou alogénico. A
formacao do gel propriamente dita € obtida através da combinacdo de lisado de concentrado
de plaquetas com trombina e célcio formando rapidamente um codgulo viscoso (gel). A
liberacdo dos fatores de crescimento estimulam fungdes celulares como migragéo,
proliferacdo, diferenciacdo e angiogénese, facilitando a cicatriza¢do e regeneragdo de
tecidos. Entre suas fungdes, o gel de plaquetas € um agente hemostatico efetivo e bioativo,
interagindo com células e tecidos circunvizinhos. Em particular dois fatores de
crescimento, contidos nos granulos plaquetarios, PDGF-68 ¢ TGF-8, sendo o primeiro
correspondente a um potente quimioatrativo e o segundo um forte estimulador da sintese de

matriz extracelular (BHANOT & ALEX, 2002). O gel de plaquetas possui diversas
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aplicacdes, entre elas o tratamento de feridas cronicas de origem multifatorial onde

auxiliam a regeneragio tecidual (ARAUJO, 2007).

Celulose bacteriana umida

A celulose consiste de um composto produzido pela bactéria Acetobacter xylinum. E 100%
pura, ou seja, ndo se acompanha de outras substancias orgdnicas como a lignina,
hemicelulose e outros componentes da celulose vegetal. Este composto ja foi utilizado para
oclusdo de vasos sanguineos durante tratamento de malformagdes arteriovenosas, tendo
sido seguro e eficaz (TOKUNAGA et al., 2000). Foi também bem sucedido para substituir
a dura-mater em pacientes com traumas ou cancer. Portanto, trata-se de um composto inerte
que ndo ocasiona reagdo imune ao paciente que recebe o implante, o que torna vantajosa a
tentativa de utilizd-lo como suporte ao crescimento de CTMs ex vivo. E uma substincia
altamente porosa, caracteristica considerada importante para agir como carreador
(THOMSOM et al., 1995) e ¢ freqiientemente usada como substitutivo temporario de pele

(neste caso no estado seco) em casos de queimaduras ou feridas.

Considerou-se o uso deste composto como arcabougo 3D, pois apresenta caracteristicas
especificas compativeis a sua fun¢@o, tais como alta capacidade de reter agua, alta
cristalinidade (fator muito importante para o acompanhamento da cultura por microscopia
de luz), moldabilidade in situ apropriada e alta for¢a tensiva (SVENSSON etz al., 2005). Na
bioengenharia, a celulose bacteriana ja foi usada, em sua forma nao-processada (imida),
como suporte em trés dimensdes para cultivo de condrocitos (SVENSSON et a./, 2005),
apresenta biocompatibilidade (HELENIUS et a.l, 2005) e ja foi testada como suporte ao

crescimento de vasos sanguineos in vitro (BACKDAHL et al., 2006).
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Objetivos
Objetivos Gerais

1. Avaliar novos modelos tridimensionais de arcabougos para diferenciagdo de CTMs em

condrdcitos: gel de plaquetas e celulose bacteriana.
2. Desenvolver anticorpo monoclonal que reconheca a CTM por citometria de fluxo.

3. Determinar qual o volume maximo necessario de coleta de medula dssea para melhor

rendimento da cultura de CTMs.

Objetivos Especificos
1. Estabelecer protocolos de cultura de CTMs em:

e Arcabougo 3D semi-solido constituido por gel de plaquetas

e Arcabougo 3D semi-solido constituido por celulose bacteriana nao processada (imida)

2. Produzir e caracterizar anticorpo monoclonal que reconhegca a CTM para utiliza-lo no
trabalho e posteriormente no servigo, devido ao baixo niimero de similares no mercado,
para uso com células de coelho.

3. Determinar o volume ideal de coleta de MO, com relagdo a: reagentes gastos, numero
inicial de células mononucleares obtidas, tempo para 1* passagem em tripsina e

morfologia da CTM em cultura.
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Materiais e Métodos

Este trabalho constou das seguintes etapas:

1. Producdo de anticorpos monoclonais murinos (AcMm) dirigidos contra antigenos

expressos por CTMs de coelho.

2. Diferenciagdo de CTMs em condrocitos

3. Microencapsulacdo das células em arcabougos 3D

Estas etapas assim dispostas foram necessarias em razdo da inexisténcia de marcador de
CTM de coelho disponivel no mercado (anticorpo). A primeira etapa do trabalho foi
dirigida a se construir esta ferramenta de monitoramento das células obtidas, enquanto que

as etapas 2 e 3 estdo intrinsecamente ligadas com o objetivo desta pesquisa .

Instalacoes

Este trabalho foi desenvolvido em diversos setores e departamentos, de duas instituigdes:
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) e Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB),
ambos pertencentes a UNESP, o que refor¢ca que o campo da engenharia celular seja
multidisciplinar.

Estiveram envolvidos:

- Laboratorio de Engenharia Celular, pertencente ao Hemocentro de Botucatu da FMB -
UNESP.

- Laboratério Experimental de Cirurgia, pertencente ao Departamento de Cirurgia e
Ortopedia da FMB - UNESP.

- Laboratério de Imunohistoquimica, pertencente ao Departamento de Morfologia do IBB -

UNESP.
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Resumidamente, em cada Setor foram realizadas:

e No Laboratorio Experimental de Cirurgia, todos os procedimentos de coleta de
material.

e No Laboratério de Engenharia Celular, a cultura celular ¢ a manipulagdo dos
arcabougos.

e No Laboratério de Imunohistoquimica, a confec¢do de laminas histologicas.

Animais
Foram utilizados 25 coelhos da raga Nova Zelandia, linhagem Botucatu para obter-se a

medula 0ssea e o sangue total, e cinco camundongos BALB\C para a produgdo do anticorpo

monoclonal.
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Etapa I - Anadlise de novos arcabougos 3D

1.1) Coleta de medula dssea

Os coelhos foram inicialmente anestesiados e posteriormente sacrificados com dose extra
de pentobarbital sodico. Coletou-se a medula 6ssea dos coelhos (n=25) por pungdo da crista
iliaca em condi¢des de rigorosa antissepsia, utilizando-se uma seringa de 20mL, contendo
heparina (3000U), acoplada a uma agulha intradssea. Apds processamento em laboratorio,
o material medular foi diluido em meio RPMI HEPES (Invitrogen®) estéril (1:2). Em
seguida procedeu-se a técnica de separacdo das células linfomononucleares (LMN) pela
técnica de gradiente de densidade usando Ficoll-Hypaque (Sigma®™). O anel de LMN
obtido foi ressuspenso em meio DMEM Knockout”, determinando-se a viabilidade e o
numero de células mediante contagem em camara de Neubauer, por métodos classicos.
Este procedimento justificou-se no sentido de:
e Adquirir experiéncia na coleta de medula 6ssea.
e Obter amostras de medula 6ssea para os protocolos de obtengdo dos AcMm dirigidos
contra antigenos expressos em CTMs de coelhos.
e Expansdo das CTMs para posterior diferenciagao.

e Determinagdo do volume ideal de coleta de medula 6ssea.
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1.2) Determinagdo do volume ideal para coleta de medula ossea

Foram formados cinco grupos de coelhos, e cada grupo foi constituido por cinco coelhos. O

ultimo grupo, G5, foi o grupo utilizado na parte final do experimento, e o volume de sangue

coletado deste grupo foi determinado pelo desempenho dos demais, levando-se em

consideracdo diferentes indicadores como contagem celular e viabilidade.

Quadro 1: Diferentes grupos de estudo e o respectivo volume de medula 6ssea coletado.

GRUPO VOLUME COLETADO DE MEDULA OSSEA
Gl 6mL
G2 9mL
G3 12mL
G4 15mL
G5 Gerado pelo melhor resultado dos grupos anteriores

Os indicadores de qualidade utilizados, por grupo, descritos no quadro foram:

1. numero médio obtido de células da fragdo mononuclear;

2. morfologia celular, em que se deseja que esta seja alongada, com prolongamentos,

fibroblastoide;

3. tempo médio de confluéncia 80% e primeira passagem em tripsina.
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1.3) Expansdo in vitro das células-tronco mesenquimais

Apds a determinacdo da viabilidade celular e nimero de células, o plaqueamento inicial foi
realizado em trés frascos de 25cm’® de 4rea de cultura (Nunc®), para dar seguimento a
cultura.

As CTMs da medula dssea foram selecionadas com base em sua habilidade em aderir a
placa de cultura, enquanto as células hematopoiéticas ndo aderentes foram removidas da
cultura durante as trocas do meio.

O meio de cultura utilizado foi o DMEM Knockout® (Invitrogen'™), suplementado por:
5mL de antibidtico/antimicético (Invitrogen'™), 5SmL de L-glutamina (Invitrogen™), SmL
de aminodcidos essenciais (Invitrogen'), 2,5mL de aminoacidos ndo essenciais
(Invitrogen™) e 50mL de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen™). As células
permaneceram em estufa a 37°C, com 5% de CO, (Thermo Class 100®).

Ao se identificar, no monitoramento por microscopia invertida (microscopio Axiovert
200°, ZeissTM), que os pogos atingiram confluéncia de 80% da placa, as células foram
destacadas com 0,25% de tripsina/ImM de EDTA (Invitrogen'"), contadas em camara de
Neubauer e replaqueadas em frascos de 75cm® (Nunc™). Apés a segunda passagem em
tripsina, as células foram criopreservadas em DMSO (LGC Biotecnologia™) 10% SFB, em

nitrogénio liquido na temperatura de -196°C.

1.4) Obtengdo de PRP para confec¢do do arcabougo 3D

Para a obteng@o do PRP, tanto para padroniza¢do quanto para o uso final nos arcabougos,
foram utilizados os coelhos descritos anteriormente, ndo havendo necessidade de sacrificio

de animais extras. Apos a anestesia dos animais, foram coletados 40mL de sangue total por

39



pungdo cardiaca, com seringa de S0mL (BD Biosciences™) previamente preenchida com
5,5mL de solugdo anticoagulante CPDAI1. Retirou-se aliquota de sangue para a
determinacdo da concentracdo inicial de plaquetas do animal em contador semi-automatico
(ABX Horiba™ Micros60™). O conteudo foi transferido para tubos de 15mL e submetido a
centrifugacdo de 1000rpm durante dez minutos para a obtencdo do PRP, tendo sido
procedida nova recontagem hematimétrica nas mesmas condigdes e equipamentos
descritos. O material foi congelado a -80°C e extemporaneamente foi descongelado e

filtrado em membrana 0,22uM, e uma determinacdo dos niveis de PDGF-Bf foi realizada.

1.5) Determinagdo quantitativa dos niveis de PDGF-pf dos PRPs

Considerando-se a relevancia da identificagdo dos niveis de um dos principais hormdnios
contidos nos granulos plaquetarios lisado pela técnica de congelamento/descongelamento,
optou-se pela determinagdo pelo método ELISA. Foi utilizado kit para dosagem de PDGF-
BB humano pela similaridade de 85% entre espécies, disponibilizada pelo fabricante, e por

ndo haver kit especifico para coelho.

1.6) Determinagdo inicial da forma do arcabou¢o BIOGEL3D

O PRP foi descongelado (ou produzido extemporaneamente), dividido em tubos conicos de
I15mL e uma amostra (200uL) foi separada para a determinagdo do numero de plaquetas em
contador automatico Micros60 HoribaABX®. Uma vez determinada alta concentracdo de
plaquetas, o PRP foi separado em volumes iguais de 2,3mL. Utilizou-se concentragdo fixa
de gluconato de célcio e concentragdes variadas de trombina. Foram testados géis a partir

de PRP fresco e PRP descongelado.
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Idealizaram-se duas formas para os géis: uma mais volumosa e esférica, denominada
Pérola, e um tapete plano e com menor volume, denominado Tapete. Estas formas foram
obtidas da seguinte maneira: ap6s adicionar-se o gluconato de calcio (GC) e a trombina ao
PRP no tubo conico de 15mL, aguardava-se a solidificagdo e, posteriormente, colocava-se o
gel na placa de Petri, obtendo-se, dessa forma, o gel Pérola. Para a confecg¢do do Tapete o
conteudo na placa era transferido para a superficie plana de cultura apds adicionarem-se
GC e trombina ao PRP, ocorrendo a solidificagio como um tapete de aproximadamente

Smm de altura.

O meio de cultura utilizado foi o DMEM High Glucose™ (Gibco®) 10% SFB (Gibco®)
suplementado com L-glutamina (Gibco®) e antibidtico/antimicético (Gibco®), o qual foi
trocado uma vez por semana. As placas permaneceram em estufa de CO, 5% (Thermo®)
durante todo o experimento. Efetuou-se registro fotografico (Canon PowerShotA620®) nos
trés primeiros dias e no ultimo dia. A observa¢do das placas, macroscépica e ao

microscopio invertido (Zeiss Axiovert®), foi feita diariamente.

1.7) Microencapsulagdo das células-tronco mesenquimais e diferenciagdo

condrogénica

Para se realizar esta etapa do trabalho avaliou-se o desempenho de dois diferentes
arcaboucos 3D na diferenciagcdo condrogénica: PRP e celulose bacteriana umida. Estes dois
modelos foram comparados com o mais frequentemente utilizado, o hidrogel de alginato,
sendo empregado o alginato sédico (Sigma®). As células utilizadas para a

microencapsulag¢do foram obtidas dos animais do G5.
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As pérolas de alginato encapsuladas com CTMs (60uL de volume, 1x10° células/pérola)
foram obtidas por meio de homogeneizacdo de um pellet celular de 1,66x10° células e
gotejamento da solugdo em uma placa de Petri contendo 10mL de cloreto de célcio com
uma micropipeta ajustada para 60uL. Apds o gotejamento, as pérolas permaneceram em
repouso a temperatura ambiente, para que ocorresse a gelificagdo total. Em seguida, foram
transferidas para uma placa de cultura de seis pocos contendo meio de diferenciacdo
condrogénico (Anexo I).

O PRP utilizado foi coletado no dia antecedente ao da microencapsulagdo e preparado
extemporanecamente. As pérolas de PRP foram obtidas de forma similar ao processo
descrito para o alginato: ao volume de 60pL de PRP foram adicionadas 1x10° CTMs para
gerar uma pérola. Isto foi obtido homogeneizando-se um pellet celular de 1,66x10° células,
apods adi¢do de 10puL de GC e 40uL de trombina, depositando-se 60uL. em cada orificio de
um suporte de ponteiras P1000, previamente recoberto com Parafilm® estéril, de modo a
formar uma depressdo discéide em cada orificio do suporte (Anexo I). O tempo de
gelificacdo padronizado foi de cinco minutos, com posterior transferéncia para uma placa
de cultura de seis pocos contendo meio de diferenciacdo condrogénico (Anexo I).

A celulose bacteriana umida foi cedida pelo professor Sidney José Lima Ribeiro, do
Departamento de Quimica Inorganica do Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.
Esta celulose ¢ um composto ja na forma semissélida, e para seu uso foi necessaria uma
adaptac@o para a microencapsulagdo das células, uma vez que ndo era possivel empregar o
mesmo procedimento técnico realizado tanto com o alginato como com o PRP. Para isso, a
celulose foi cortada em tiras e novamente seccionada de modo a produzirem-se pequenas
pérolas de celulose, com o volume mais proximo possivel do adotado para as pérolas dos

dois outros arcabougos (Anexo I). Essas pérolas foram esterilizadas por autoclavagio
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(121°C, 15 minutos) em uma solu¢do de PBS pH7,4. As CTMs foram ressuspensas em
meio de cultura e depositadas em pequenas gotas de 10uL em uma placa de Petri (1x10°
células/gota), juntamente com as pérolas de celulose (Anexo I). Cada gota foi injetada em
uma pérola, mediante varias aplicacdes, visando-se a microencapsulacdo homogénea de
1x10° células por pérola (Anexo I).

O meio de diferenciagdo condrogénico definido foi: DMEM-F12, livre de SFB,
suplementado de dexametasona, acido ascorbico, piruvato de sédio e insulina-transferrina-
acido selénico-acido linoleico (ITS Premix BD Biosciences).

Todas as pérolas (PRP, alginato e celulose) permaneceram em cultura por 21 dias, tendo o
meio sido trocado a cada dois dias, e os suplementos adicionados ao meio no inicio de cada
semana. Foi realizada visualizacdo diaria das placas ao microscopio invertido (Zeiss
Axiovert®) e registro fotografico nos dias 1, 7 ¢ 21. Ao final de 21 dias as pérolas foram

retiradas das placas e encaminhadas para andlise histoldgica e imuno-histoquimica.

1.8) Anadlise histologica

Os procedimentos de preparo e fixacdo foram os mesmos para todos os arcabougos, sendo
os procedimentos padrdo do Laboratério de Imunohistoquimica do IBB. Todas as pérolas
foram fixadas em paraformaldeido 4% tamponado, ou solugdo de Karnovsky para posterior
inclus@o em historesina. Apds a confeccdo dos blocos e ajuste do microtomo para realizar
cortes histologicos de SuM de espessura, a microtomia foi realizada. Os cortes de cada
amostra foram corados utilizando-se os seguintes corantes: hematoxilina-eosina (H&E),
azul de toluidina e azul de Alcian. A coloragdo H&E teve a seguinte seqiiéncia: imersio das

laminas em hematoxilina de Harris, por 30 minutos; a lavagem em 4gua corrente por dez
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minutos; imersdo em solucdo diferencial por 1 minuto; imersdo em eosina por 5 minutos;
lavagem rapida por 10 segundos em agua corrente ¢ montagem da ldmina em permout e
laminula. A coloragdo em azul de toluidina teve a seguinte seqii€éncia: imersdo das laminas
neste corante por 5 minutos; lavagem em agua corrente por 10 segundos e montagem da
lamina em permout e laminula. A coloragdo em azul de alcian foi realizada fazendo-se:
imersdo das laminas no corante por duas horas; lavagem em agua corrente por 1 minuto e

montagem da ldmina em permout e laminula.
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Etapa 2 - Produgdo de anticorpo monoclonal anti-CTM

2.1) Protocolo de imunizagdo

A obten¢do de anticorpos monoclonais murinos segue rigorosa agenda incluindo:
imunizagdo, fusdo celular, screening, clonagem, novo screening, amplificagdo dos clones,
determinacdo de classe e subclasse de imunoglobulina e confirmagdo da monoclonalidade.
Para o protocolo de imunizagdo foram utilizados trés camundongos isogénicos da linhagem
BALB\C, cedidos pelo biotério do Laboratério Experimental de Doengas Tropicais e
Infectologia da FMB-UNESP. Nesta etapa utilizaram-se seringas de ImL (BD
Biosciences™) e agulhas de insulina (BD Biosciences™).

Os antigenos foram apresentados em sua forma integral, proteinas de membrana,
utilizando-se CTMs previamente isoladas de medula dssea de coelhos, expandidas in vitro,
cultivadas por duas passagens em tripsina e criopreservadas. Foi adotada a imunizacdo
intraperitoneal, em que cada animal recebia 5x10* células diluidas em 100pL de PBS por
injecdo, exceto no booster. Como se almejava a obtengdo de anticorpos da classe IgG, para
utilizacdo em citometria de fluxo, adotou-se protocolo longo de imunizagio, respeitando-se

0 seguinte cronograma:
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e dia zero: 1.* dose de imunizagdo

e dia +7: 2 dose de imuniza¢do 1.° Reforgo

e dia +14: 3* dose de imunizagdo 2.° Reforgo

e dia +21: 4 * dose de imunizagio 3.° Refor¢o

e dia +41: imunizacdo de refor¢o ou Booster (Intravenosa)
e dia +45: fusdo celular

2.2) Fusdo celular

No protocolo de fusdo celular é necessario extrair os linfocitos B dos animais imunizados e
fundi-los as células de mieloma multiplo murino (MMM). Estas células sdo descongeladas
do banco de nitrogénio liquido do Servico e cultivadas por duas semanas antes do dia de
fusdo, em meio completo (MC) 20%SFB composto de meio de cultura RPMI (Invitrogen®),
antibitico/antimicético (Invitrogen™), L-glutamina (Invitrogen®), aminoacidos essenciais
(Invitrogen®), amino4cidos ndo essenciais (Invitrogen™), glicose 30%, acido oxaloacético e
insulina bovina. O protocolo de fusao foi executado conforme Procedimento Operacional
Padrao do Laboratorio de Engenharia Celular.

As fusdes celulares realizadas pelo método quimico em presenca de polietileglicol
receberam a seguinte nomenclatura: MSC1, MSC2 e MSC3 respeitando as padronizagdes

dos Workshops de Anticorpos Monoclonais.

2.3) Identificagcdo dos hibridos obtidos

Apds a fusdo celular, as placas foram visualizadas diariamente em microscopio invertido
(Zeiss Axiovert”) em contraste de fase, com o intuito de identificar os pogos em que havia
hibridos e determinar os dias ideais para o screening, para identificagdo dos hibridos

secretores de imunoglobulinas. A cada hibrido obtido foi dada a nomenclatura MSCx-y, na

46



qual x corresponde ao numero da fusdo (1, 2 ou 3) e y corresponde a posi¢do na placa, na

ordem que os hibridos foram encontrados.

2.4) Screening dos hibridos obtidos

Para o screening foi adotada a técnica de citometria de fluxo. Foram utilizadas as CTMs
isoladas de MO, expandidas in vitro e criopreservadas, provenientes dos animais dos Gl1,
G2, G3 e G4. O screening foi realizado com o sobrenadante de cultura (SNC) coletado dos
pocos onde os hibridos recobriam 80% da area de cultura. Este sobrenadante foi coletado
em tubo para citometro (BD Biosciences™). A cada tubo, devidamente identificado com a
nomenclatura do hibrido, foram adicionadas 5x10* CTMs, descongeladas em banho Maria
a 37°C. Procedeu-se a incubagio do provavel anticorpo primario (SNC) com as células
durante uma hora a 25°C, em agitador mecénico. A reagdo foi revelada com anticorpo
secundario, goat anti-mouse IgG-FITC (Invitrogen™), na dilui¢do 1:200 em PBS. Foram
testados 587 hibridos obtidos, em diferentes dias, sendo que para cada dia de teste os

controles negativos eram refeitos.

2.5) Anadlise dos resultados do screening

O citometro de fluxo € um aparelho que possui um feixe de /aser. Este aparelho € capaz de
criar um fluxo continuo e controlado de células, de modo que as mesmas passem pelo laser
uma depois da outra, registrando-se tamanho e granulosidade (complexidade intracelular).
Caso estejam acoplados a estas células anticorpos marcados com fluorosceinas, ou entdo
um complexo anticorpo-anticorpo secundario marcado com fluorosceina, o laser também

registra a intensidade de fluorescéncia. Por meio desse procedimento constatou-se que as
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amostras em que foi detectada fluorescéncia eram as que continham no SNC, anticorpos
especificos a CTM, portanto, positivas.

Durante a leitura do tubo, define-se o gate, que ¢ a area da populacdo a ser analisada. Esta
determinagdo é regida pelo tamanho e granulosidade médio da populagdo, procurando-se
estabelecer uma populagdo homogénea nestas caracteristicas, eliminando-se células muito
grandes ou pequenas, assim como as muito ou pouco complexas. A determinacdo do gate é
de extrema importancia, pois o citdmetro vai considerar a fluorescéncia apenas das células

que estejam dentro destes parametros, do fluxo que passou pelo laser.

2.6) Reteste dos hibridos secretores

Os hibridos “positivos” foram retidos e retestados trés vezes, seguindo-se o mesmo
protocolo no primeiro teste de screeming. Somente os que mantiveram o perfil de
positividade em todos os retestes foram retidos. Estes hibridos foram expandidos in vitro e
de cada um deles foram congeladas cinco ampolas em SFB 10% DMSO e estocadas no
banco de células em nitrogénio liquido. Foram produzidos também 30mL de SNC de cada
hibrido. Destaca-se que no terceiro reteste as amostras foram avaliadas em duplicatas, em
que cada amostra recebeu um tipo de anticorpo: goat anti-mouse IgG-FITC (Invitrogen™);

ou goat anti-mouse [gM-FITC (Invitrogen™)
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Resultados e Discussiao

Etapa I - Anadlise de novos arcabougos 3D

1.1) Coleta de medula dssea e isolamento das células-tronco mesenquimais

Os procedimentos de coleta foram realizados sem intercorréncias. A separacdo da fragdo
linfomononuclear por centrifugacdo em gradiente de densidade utilizando-se o ficoll foi
inicialmente realizado com tubos conicos de S0mL, ndo tendo havido formagao do buffy-

coat (n=5). Adotou-se entdo tubos de 15mL obtendo-se os buffy-coats desejados.

1.2) Expansdo in vitro de células-tronco mesenquimais

Apos a adesdo das células iniciais em baixa densidade (Figura 1), estas formavam coldnias
dispersas no frasco de cultura (Figura 2) assim como descrito na literatura (JAVAZON et
al., 2004), e replicavam até que as colonias se encontrassem, formando confluéncia 80%
(Figura 3).

Morfologicamente, as células cultivadas in vitro mantiveram caracteristicas de CTMs até a
primeira passagem em ftripsina. A populacdo celular obtida era heterogénea,
morfologicamente, mas a maioria destas células apresentava-se alongada, justaposta e
provida de prolongamentos, tipicamente fibroblastdides (Figura 4) com dois nucléolos na
regido nuclear (Figura 5), corroborando achados da literatura (JAVAZON et al., 2004;

CHAMBERLAIN et al., 2007).
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Apoés a primeira passagem em tripsina as células sofreram alteragdes morfologicas, com
perda de seus prolongamentos, ganho de volume citoplasmatico e nuclear, evidenciagdo de
nucléolos, tendo, assim, sua morfologia modificada de fibroblastoide para prismatica ou
poligonal (Figura 6). Esta morfologia, embora incomum em CTMs, € caracterizada como
uma das possiveis formas da célula-tronco mesenquimal, segundo afirmado por Javazon et
al., 2004. Percebeu-se que o tempo de cultura requerido para uma segunda passagem em
tripsina dobrou. Verificou-se que com confluéncia 80% o niimero de células por cm’
claramente diminuiu, € mesmo o aumento total da area disponivel para crescimento ndo foi
suficiente para a expansdo quantitativa das células. As possiveis causas para esta mudanga
morfoldgica incluem: exposi¢do continua ao SFB, indutor de alteragdes morfoldgicas
compativeis as observadas, e um possivel estimulo a produ¢do de agreccam e diferenciagao
condrogénica, com decréscimo na porcentagem de células positivas ao CD90
(YOKOYAMA et al.,, 2008). Os tratamentos em tripsina resultam em alteragdes
epigenéticas ou genéticas, como transformagdes e fusdes cromossomicas ou transferéncia
génica (JAVAZON et al., 2004).

A viabilidade média no momento do plaqueamento, apds a coleta de MO, foi de 88,1%. A
viabilidade média apds a 1* passagem em tripsina foi de 89,6% e apds a 2° passagem foi de
86,9%. Esses resultados de viabilidade referem-se ao total de animais e estdo sumarizados

no grafico 1.
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Figura 1: Aderéncia inicial das CTMs. Objetiva Figura 2: Colonia resultante da multiplica¢do

de 5X em contraste de fase phl. celular. Objetiva de 5X em contraste de fase phl.

Figura 3: CTMs em confluéncia 80%. Objetiva Figura 4: Morfologia tipicamente fibroblastdide

de 10X em contraste de fase ph?2. das CTMs. Objetiva de 10X em contraste de fase
phl.

Figura 5: CTM com seu niicleo e nucléolos Figura 6: Morfologia prismdtica e volume

(Seta). Objetiva de 40X em contraste de fase ph2. celular aumentado, apos 1° passagem em trip-

sina. Objetiva de 40X em contraste de fase ph2.
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Viabilidade Média
90 4

89,6

89,5

89 -
88,5 88,1
88 -

87,5

Viabilidade (%)

87 86,9
86,5

86 -

85,5 -
Plaqueamento Primeira Passagem Segunda Passagem
Etapa de Cultura

Grdfico 1- Viabilidade média nas diferentes e principais etapas de cultura das CTMs.

1.3) Determinacdo do volume ideal de coleta de MO

Em relagdo ao primeiro parametro analisado, os resultados obtidos demonstraram que, com
o aumento do volume de coleta de aspirado de MO, houve aumento da quantidade de

células da fracdo mononuclear obtidas (Grafico 2):
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Relagdo Grupo x Média N. Células Obtidas

30000000

25000000 4 25380000

20000000 -

—e— Média do Numero de

15000000 - Células Obtidas

Células

12052000

10000000 -|

5000000 -

G1 G2 G3 G4
Grupo (G1=6mL, G2=9mL, G3=12mL, G4=15mL)

Grdfico 2 - Relagdo entre grupo experimental e média do total de células obtidas.

As células-tronco mesenquimais perfazem de 0,001% a 0,01% da populagdo de LMN da
medula éssea (COVAS, 2006). Diante desta afirmagdo e dos resultados acima, analisando-
se o segundo parametro, esperava-se que o tempo para primeira tripsina fosse reduzindo a
medida que o nimero inicial de plaqueamento aumentasse. Esta teoria baseia-se no fato de
que, com o aumento do volume coletado e do nimero de LMN, haveria também aumento
na quantidade de CTMs inicialmente plaqueadas. Entretanto, isto foi demonstrado apenas

parcialmente, como se observa nos graficos graficos 3 e 4.
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Tempo para Primeira Tripsina (dias)

< Gl > < G2 R < G3 R o G4
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 00 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Animal

Grdfico 3: Tempo de cultura até confluéncia 80% e 1° passagem em tripsina (animais 1 a 5: G1; animais 6 a
10: G2; animais 11 a 15: G3; animais 16 a 20:G4).

Relagdo Volume Aspirado x Tempo Médio de Primeira
Passagem

35

O Volume Aspirado (mL)

B Tempo médio (dias)

Tempo Médio de Primeira Passagem

Grupos 1,2,3e 4

Grdfico 4: Relagdo entre volume de MO aspirado e tempo médio para 1 passagem.

No terceiro parametro analisado, morfologia celular, verificou-se homogeneidade entre
todos os animais, células aderentes fibroblastéides com prolongamentos (inclusive as
mesmas mudanc¢as morfologicas ja relatadas), ndo tendo havido qualquer influéncia do

volume de coleta.
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Foi adotado o volume de coleta de 12mL de aspirado de MO para a confeccdo do ultimo

grupo experimental, G5, que providenciaria as células para o uso nos arcabougos 3D.

1.4) Morfologia das CTMs para microencapsulagdo dos arcabougos 3D (G5)

Morfologicamente, as células mantiveram caracteristicas fibroblastoides até a 1* passagem
em tripsina (Figuras 7 a 11) e adquiriram morfologia prismatica e volume celular

aumentado entre a 1* passagem e a 2 passagem, assim como as células cultivadas de G1 a

G4.

Figura 7: CTMs do animal 1 de G5. Objetiva Figura 8: CTMs do animal 2 de G5. Objetiva
de 10x em contraste de fase phl. de 10x em contraste de fase phl.

Figura 9: CTMs do animal 3 de G5. Objetiva Figura 10: CTMs do animal 4 de G5. Objetiva
de 20x em contraste de fase phl. de 10x em contraste de fase phl.
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Figura 11: CTMs do animal 5 de G5. Objetiva

de 10x em contraste de fase phl.

1.5) Obtencao de plasma rico em plaquetas

Apbs a coleta do sangue, uma amostra foi encaminhada para se determinar a quantidade de
plaquetas inicial. Todas as cinco amostras apresentaram valores abaixo do padrio em
hemograma de coelho (428+178x10°/mm®) (JAIN, 1993). Apés a centrifugacio e coleta do
plasma rico em plaquetas, nova amostra foi encaminhada para se determinar a quantidade

de plaquetas, e os valores estavam aumentados (Quadro 2)

Quadro 2: Determinagdo da quantidade de plaquetas nas amostras de sangue coletadas e apos a separagdo

do PRP.

Amostra Plaquetas (sangue) Plaquetas (PRP) Aumento (X)
Coelho 1 248 x 10°/mm’ 541 x 10°/mm’ 2,18
Coelho 2 223 x 10*/mm’ 623 x 10°/mm’ 2,79
Coelho 3 201 x 10*/mm’ 661 x 10°/mm’ 3,28
Coelho 4 146 x 10°/mm’ 337 x 10*/mm’ 2,30
Coelho 5 231 x 10°/mm’ 529 x 10°/mm’ 2,29
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Percebeu-se que houve concentragdo plaquetaria no volume de plasma, variando de 2,18 até
3,28 como valor maximo. Durante as etapas de padronizacdo da produgdo do PRP, chegou-
se a obter valores da ordem de 1100x10°/mm’ plaquetas. Teoricamente, quanto maior a
concentragdo plaquetdria, maiores serdo os niveis de fatores de crescimento

disponibilizados para as células.

1.6) Determinagdo quantitativa dos niveis de PDGF-pf dos PRPs

Nao foi possivel obter resultados conclusivos. Os determinantes para o insucesso desta
etapa do projeto foram: 1) inexisténcia de reagentes proprios para a espécie em estudo; 2)
o kit disponivel dispde apenas de PDGF- humano liofilizado utilizado para produzir a
curva de referéncia; 3)os valores obtidos da curva de referéncia mantiveram-se muito
proximos, quando deveriam ter uma diferenca consideravel; 4) os valores das densidades
oticas dos PRPs utilizados nos experimentos foram muito baixos, semelhantes ao controle

negativo (PBS). Portanto, os resultados ndo podem ser considerados como validos.

1.7) Determinag¢ado inicial da forma do arcabou¢o BIOGEL3D

A contagem de plaquetas obtidas variou entre 442 x 10°/mm’ ¢ 513 x 10°/mm’. O tempo de
formagdo do gel variou de 5 segundos (com concentragdo de trombina 6x) até 40-45
segundos (com as menores concentragdes, de 1x e 2x). A via util dos géis foi de 20 dias,
sendo que todos os arcabougos permaneceram semi-solidos durante este periodo. Os géis
Pérola (Figura 12) apresentaram areas opacas ao microscopio invertido (Figura 13),

enquanto os géis Tapete (Figuras 14 e 15) ndo as apresentaram (Figura 16). O gel feito com
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plaquetas descongeladas/lisadas (Figura 17) se apresentou mais translucido ao microscopio

em relagdo ao com plaquetas frescas.

Figura 12: Géis Pérola 1x, 2x e 3x trombina,
respectivamente.

Figura 14: Géis Tapete Ix (A) e 2x trombina
(B)

A
A

Figura 16: Microestrutura do Gel Tapete Ix.

Notar as dreas transhicidas (A). Objetiva de
10x.

Figura 13: Microestrutura do gel Pérola (4,B,C)
(Ix) trombina. Notar as dreas opacas (A).

Objetiva de 10x.

Figura 15: Gel Tapete Ix trombina.

Figura 17: Microestrutura do Gel Tapete
com plaquetas descongeladas. Objetiva de 10x.



Embora estes resultados, sobretudo a presenga das areas opacas no arcaboucgo Pérola,
possam induzir a escolha do Tapete como forma a ser adotada, uma questdo deve ser
aprofundada: o arcabougo Tapetfe possui desvantagens que sdo impossiveis de serem
solucionadas, como o fato da aderéncia a placa de cultura. Para se realizar uma analise
histolégica seria necessario que uma amostra do gel fosse mecanicamente destacada, com o
uso de um bisturi. Isto danificaria a estrutura geral do gel, podendo provocar mudangas na
estrutura do restante do gel da placa. A presenca de areas opacas no arcabougo Pérola, no
entanto, € facilmente solucionada adotando-se um menor volume de PRP. Assim, adotou-se
como forma final de apresenta¢do do arcabougo, a Pérola, modificada pelo uso de 60uL de

volume de plasma.

1.8) Microencapsulagdo das CTMs e diferenciacdo condrogénica

As pérolas de alginato foram praticas de se produzir, pois a matéria prima do arcabouco
apresentava-se na forma liquida. Portanto, bastava diluir o botdo celular em alginato de
sodio e gotejar em uma solugdo polimerizadora de CaCl,. A distribui¢do celular obtida era
homogénea, com células ocupando todas as areas do arcaboucgo, em mesma concentragdo
(Figura 18).

As pérolas do BIOGEL3D compartilhavam a mesma caracteristica da apresentacdo em
forma liquida (PRP), mas necessitavam de um método mais refinado. Com isso, era
necessaria maior quantia de material estéril, e a producdo das pérolas era bem mais
demorada, comparativamente ao alginato. Para tanto, foi necessario conceber um método

inovador, ja que ndo havia referéncias na literatura. Obtiveram-se pérolas de volume e
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tamanho semelhantes, gragas a boa padronizacdo do processo. A distribui¢do celular
também era homogénea (Figura 19).

As pérolas de celulose foram mais complicadas de produzir. Devido a apresentagdo do
arcabouco ser em forma semissolida, era necessario um método de microencapsulagdo
diferente, e a injecdo celular foi a Unica escolha possivel. Durante a padronizag¢ao adotou-se
aplicacdo de inje¢do unica, contendo todas as 100.000 células diluidas em meio de cultura.
Observou-se distribuicdo celular concentrada apenas no ponto de inje¢do e auséncia de
células nas outras areas do arcabougo (Figura 20).

Este padrdo ndo € interessante, pois haveria deposicdo de matriz extracelular apenas na area
da inje¢do. Como ja referido, a matriz recém sintetizada fard, no futuro, o papel do
arcabouco. Com produgdo centralizada no ponto de aplicagdo, ndo havera interacdo célula-
matriz eficiente.

Diante disso, multiplas injegdes em diferentes pontos da pérola de celulose, visando-se a
distribui¢do mais homogénea, foram realizadas nas etapas finais da produgdo do arcabougo.
As células foram diluidas de modo a manter a quantidade de 100.000 por arcabougo, mas as
aplicacdes foram fracionadas (25.000 x 4 injecdes). Mesmo assim, ndo se obteve resultados
satisfatorios, mantendo-se o padrdo de concentracdo no ponto de aplicagdo (Figura 21).
Com relagdo a mitoses, observou-se alta proliferagdo celular nas pérolas de alginato e
BIOGELS3D. Ja na celulose bacteriana este padrdo ndo foi observado, ndo corroborando a
literatura (SVENSSON et al., 2005), provavelmente devido a diferengas na rede porosa dos
arcabougos utilizados.

Observou-se, no alginato e BIOGEL3D, a formag¢do de complexos semelhantes a lacunas,

com células inseridas e um material depositado (Figuras 22 e 23), bem como grupos de

60



duas a trés células em divisdo, relembrando a formag¢ao dos grupos isdgenos cartilaginosos
(Figuras 24 e 25), em concordancia com a literatura (BITTENCOURT, 2008).

Todos os arcabougos mantiveram a morfologia celular arredondada (Figuras 26, 27 e 28),
em concordancia com a literatura (MOUW ef al, 2005; SVENSSON et al., 2005;
BITTENCOURT, 2008). Em algumas areas o arcabougo BIOGEL3D apresentou células
com morfologia fibroblastoide (Figura 29), indicando diferenciagdo em fibroblastos,
provavelmente decorrente da liberagdo do fator de crescimento fibroblastoide (FGF) pelos

granulos plaquetarios.

Figura 18: Pérola de alginato e distribuigcdo Figura 19: Pérola de BIOGEL3D e distribui-
celular uniforme. Objetiva de 5x e ph2. cdo celular uniforme. Objetiva de 10x e phl.
Figura 20: Pérola de celulose e distribuicdo Figura 21: Pérola de celulose apds multiplas
celular concentrada no ponto de aplicagdo inje¢bes. Mesmo padrdo de distribuicdo da
unico. Objetiva de 5x e ph2. figura anterior. Objetiva de 10x e phl.
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Figura 22: Célula e sua lacuna produzida Figura 23: Célula e sua lacuna produzida em

em pérola de alginato. Objetiva de 20x e ph2. pérola de BIOGEL3D. Objetiva de 20x e ph2.

Figura 24: Grupo de 3 células em divisdo Figura 25: Grupo de 3 células em divisdo

mitotica. Notar a semelhanga aos grupos iso- mitdtica. Mesmo padrdo da figura anterior.

genos. Pérola de alginato. Objetiva de 20x. Pérola de BIOGEL3D. Objetiva de 20x.

Figura 26: Pérola de alginato e células com Figura 27: Pérola de BIOGEL3D e células

morfologia arredondada. Objetiva de 5x e phl morfologicamente arredondadas. Objetiva de
10x e phl.
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Figura 28: Pérola de celulose e células com Figura 29: Morfologia fibroblastdide em d-
morfologia arredondada. Objetiva de 40x e rea da pérola de BIOGEL3D. Objetiva de
phl. 10x e phl.

1.9) Andlise histologica

Durante o procedimento de fixacdo das pérolas de alginato ocorreu dissocia¢do do
arcabougo, tendo-se perdido as amostras. A hipdtese levantada para tanto esta relacionada
ao fixador. O Karnovsky interagiu com o alginato de sdédio determinando a sua dissolugao.
As outras pérolas, BIOGEL3D e BACTCELL3D, mantiveram-se integras e foram
processadas.

O processo de inclusdo em parafina envolveu sucessivas passagens em alcool, seguidas de
passagens em xilol, com a finalidade de retirar a 4gua do material e substitui-la por material
miscivel a parafina. As pérolas de alginato e BIOGEL3D, quando submetidas ao xilol,
sofreram encolhimento, diminui¢do do volume para 1/10 do original. Com isso perderam-se
as amostras e todo o processo teve de ser refeito, da coleta de MO, expansao das CTMs,
microencapsulag¢do nos arcabougos e nova analise histologica.

Adotou-se, entdo, a historesina como material de inclusdo, pois esta dispensa os banhos

iniciais de alcool e xilol. Trata-se de uma técnica mais 4gil e mais segura para a obtengao
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de amostras. Pérolas de alginato e BIOGEL3D foram congeladas em N,, em presenca de
DMSO, para a realizag@o da analise imuno-histoquimica, ja que a historesina ndo a permite.
Apesar das secgdes terem revelado a ineficacia do processo de fixagdo identificou-se:
células com aspectos morfologicos indicativos de morte celular e nido-conservagdo das
estruturas celulares intactas, como membrana plasmatica, que se encontrava enrugada
(Figura 30), fragmentada (Figura 31) e o ntcleo piquinético (Figura 32) em consonancia
aos achados ja publicados por Guilherme et al., 2008 de que ao longo das semanas de
cultura ocorre uma diminuicdo da apoptose, mas o processo de cultivo induz ao
aparecimento da apoptose tardia, resultados estes obtidos pela técnica de citometria de
fluxo utilizando marcadores como anexina V ¢ iodeto de propideo. Em fun¢do dos
problemas técnicos nas analises histoldgicas, foi encontrada pouca quantidade de células
por sec¢do (Figura 33), mas pode-se confirmar as estruturas observadas durante a cultura
celular, grupos isdgenos de duas a trés células (Figuras 34 e 35), e células inseridas em
lacunas (Figura 36). O material da lacuna, entretanto, ndo se corou com azul de alcian
tampouco azul de toluidina, o que pode ser outro reflexo do processo de fixacdo ineficaz.
Em uma sec¢do do BIOGEL3D foi identificado nucleo mais conservado, além de goticulas
de lipideos no interior citoplasmatico, sugestivo de condrogénese (Figura 37).

As pérolas de celulose, quando submetidas a microtomia, revelaram sec¢des com auséncia
total de células, o que ja era esperado, devido ao efeito de concentragdo celular no ponto da
injecdo. Estas pérolas foram refeitas e continuaram a gerar sec¢des desprovidas de células.
Apos adotar-se a estratégia da microencapsulagcdo fracionada em multiplas injegdes, as
pérolas foram novamente seccionadas, em diferentes profundidades, mas continuaram a nao
apresentar células. Este resultado mostra claramente o sério problema do processo de

microencapsulagdo e, também, a falta de porosidade capaz de permitir a multiplicagdo e
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migracdo celular. Isto significa que na forma apresentada desta celulose os poros sdo
pequenos e ndo proporcionam ambiente favoravel as células, caracterizando-se a ineficacia
do BACTCELL3D como um arcabougo. Estes resultados sdo concordes com a literatura
(SVENSSON et al., 2005), mas sdo explicados pelas diferengas nos métodos e
caracteristicas das celuloses utilizadas. No presente trabalho utilizou-se uma celulose néo
modificada e ja polimerizada, enquanto no trabalho da literatura fez-se uso de sulfatagdes e
fosforilagdes da superficie de crescimento, na tentativa de mimetizar as cargas conferidas

pelas glicosaminoglicanas da MEC. Além disso, eles produziram a celulose, tendo controle

sobre os parametros determinantes da rede porosa do arcabougo.

Figura 30: Secgdo histologica de arcabougo Figura 31: Célula e sua mp fragmentada de-
de BIOGEL3D. Seta: célula com mp enrrugada. vido ao processo falho de fixagdo. Objetiva
Objetiva de 40x e ph2. H&E. de 40x e ph2. H&E.



igura 32: Célula e seu miicleo picndtico
Objetiva de 20x e phl. H&E.

Figura 34: Duas células (seta) inseridas em
lacuna relembrando os grupos iségenos da
cartilagem nativa. Objetiva de 20x e phl.
H&E.

Figura 36: Célula em lacuna (seta) formada
no BIOGEL3D. Objetiva de 40x e ph2. H&E.

Figura 33: Secgdo histologica do BIOGEL
3D mostrando pouca celularidade. Objetiva
de 40x e ph2. H&E.

Figura 35: Quatro células (seta) inseridas
em lacuna relembrando os grupos iségenos
da cartilagem nativa. Objetiva de 40x e ph2.
H&E.

Figura 37: Célula inserida no BIOGEL3D.
Niicleo (seta) e goticulas de lipidio (cabeca
de seta). Objetiva de 100x. H&E.
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Etapa 2 - Produgdo de anticorpo monoclonal anti-CTM

Esta etapa do projeto foi feita simultanecamente a determinag¢do do volume de coleta de
medula déssea. Ela foi necessaria por inexistir no mercado insumo que pudesse caracterizar
as CTMs de coelho: anti-CD90, por exemplo. Com os protocolos executados foi possivel
obter anticorpos que reconhecem CTMs, sendo 1 da classe IgG, 1 IgM e 4 outros
expressando IgG e IgM, que apos a clonagem serdo separados. Este regente pode se tornar
um insumo de pesquisa e mesmo de mercado com valor agregado importante e retorno
institucional.

Foram realizadas trés fusdes celulares pelo método quimico de polietilenoglicol. Durante a
fusdo celular observou-se linfécitos (menores) e células do mieloma (maiores), na placa de

cultura (Figuras 38 e 39). Destaca-se que este € o aspecto classico da fase inicial da fusdo

celular.
o
(2) ©
Figura 38: Linfocitos e mieloma ao micros- Figura 39: Linfocitos e mieloma ao micros-
copio invertido. Objetiva de 10x e phl. copio invertido. @ linfécito murino normal

ndo fusionado,; @ mieloma multiplo NSI e
O hibrido em rearranjo cromossémico.
Objetiva de 40x e ph2.

Foram obtidas 10 placas de fusdo no protocolo MSCI1, 8 placas no protocolo MSC2 e 9
placas no protocolo MSC3, um material total equivalente a 2592 hibridos construidos. Na

etapa de investigacdo ao microscopio, na procura por hibridos, foram selecionados 587
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hibridos para serem analisados no screening em funcio destes pocos possuirem colonias em
plena expansdo, com células morfologicamente arredondadas, translucidas e ndo-aderentes
(Figura 40). Destes ultimos, os hibridos MSC1-1 a MSC1-282, MSC2-1 a MSC2-200 e
MSC3-1 a MSC3-105 foram selecionados como tendo provavel atividade anti-CTM de
coelho. A diferenca entre os hibridos obtidos (2592) e os testados (587) corresponde aos
pocos cujos hibridos ndo foram vidveis por provavel exclusdo enzimatica que envolve a
técnica de hibridomas. Sabidamente, o mieloma multiplo ndo secretor NS1 utilizado possui
um gene hipermetilado que lhe confere a caracteristica de ser Hipoxantina-Ribosina-Fosfo-
ribosil-transferase (HGPRT) negativo e que o impede de usar a via alternativa para a sintese
de nucleotideos enquanto que linfécitos B de camundongos imunizados possuem gene
normal, com a caracteristica de ser HGPRT positivo. O hibrido ideal é aquele que no
momento da fusdo guarda suas caracteristicas HGPRT+ e usam a via alternativa. No dia
seguinte da fusdo, adicionaram-se ao meio de cultura hipoxantina-aminopterina e timidina
que obrigam as células a usarem a via alternativa. As células com gene hipermetilado sao
incapazes ¢ morrem. Outra justificativa além da selecdo enzimatica genética para esta
diferenca entre hibridos construidos e testados fica por conta da habilidade técnica. Quanto
mais agressiva for a obten¢@o das células esplénicas, maior a prevaléncia de fibroblastos na
cultura. Os fibroblastos tornam o hibrido e futuro clone inviavel economicamente € mesmo
em termos de pesquisa. Os hibridos ndo podem ter a caracteristica de aderéncia em plastico
para facilitar os processos de ampliagdo em batch de cultura, biorreatores ou pelo método

de produgdo de liquido ascitico.
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Figura 40: Aspecto morfologico de um hi-

brido obtido e testado. Objetiva de 40X e

ph2.

O resultado do screening inicial e dos trés retestes daqueles identificados como “positivos”,
significa que o sobrenadante de cultura contém uma imunoglobulina que se fixou na

superficie das CTM de coelho. Apos 3 retestes, 6 hibridos foram selecionados como de

interesse para serem melhor estudados e amplificados.

Quadro 3: Hibridos obtidos, testados, cobertura de screening e retidos finais.

Protocolo|Hibridos Obtidos|Hibridos Testados| Cobertura de screening Hibridos Retidos Finais
MSC1 480 282 58,75% 3
MSC2 480 200 41,66% 2
MSC3 384 105 27,34% 1

O quadro acima revela que o protocolo MSC1 conseguiu ter a melhor cobertura de
screening, conseqiientemente, o maior nimero de hibridos retidos. Estes resultados estdo
entre os mais favoraveis descritos na literatura, onde um laboratorio de producdo de
monoclonais, na sua melhor fase, consegue obter um anticorpo a cada 1.000 hibridos

construidos. Na fase de consolida¢do da técnica, os resultados sdo mais efetivos atingindo
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um anticorpo a cada 500 hibridos construidos. A maturidade da tecnologia instalada se
verifica quando os projetos conseguem obter a relacdo de um anticorpo a cada 100-200
hibridos construidos (HARLOW & LANE, 1988). Os resultados dos ultimos trés anos no
laboratdrio corroboram o diagndstico de que a tecnologia dos monoclonais estd bem
consolidada no Laboratorio de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu.

A andlise dos resultados obtidos na citometria de fluxo estdo resumidos abaixo, no quadro

4:

Quadro 4: Hibridos obtidos, positividade no primeiro e ultimo teste do screening e classe de imunoglobulina

mais expressiva.

Hibrido Obtido 1.° Teste 3.° Re-teste Classe mais expressiva
MSC1-132 31,67% 51,24% IgM
MSC1-160 44.,24% 67,26% IgG
MSC1-193 80,42% 81,21% IgM
MSC2-13 94,15% 82,78% IgM
MSC2-91 71,09% 71,51% IgM + IgG

MSC3-5 31,15% 79,16% IgM

Esta ferramenta construida (AcMm anti-CTM de coelho) deveria ter sido utilizada para a
caracterizagdo das CTM a serem microencapsuladas e processadas em cultura para o
estimulo da condrogénese nos diferentes arcabougos estudados, no entanto, dificuldades
técnicas de reagentes e de agenda de laboratorio dificultaram esta aplicacdo. Estes hibridos
serdo caracterizados imunoquimicamente e validados com o reagente disponivel somente

agora, pela tecnologia de citometria de fluxo e imuno-histoquimica.
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Conclusoes

0

Foram avaliados dois novos modelos de arcabougos 3D para diferenciagdo de
CTMs em condrdcitos: gel de plaquetas e celulose bacteriana.

O modelo bioativo proposto, BIOGEL3D, demonstrou-se um arcabougo eficiente,
ao verificar-se que manteve a morfologia celular arredondada, permitiu proliferagao
celular, e induziu a formagdo de estruturas e formagdes tipicas de tecido
cartilaginoso, como formagdo de grupos isogenos e células inseridas em lacunas.
Novos modelos e estudos sdo necessarios para a maximizag¢do de sua eficiéncia,
como métodos para se depletarem os niveis dos fatores de crescimento indesejaveis
a condrogénese, como o fator de crescimento fibroblastoide.

O segundo modelo proposto, BACTCELL3D, ndo agiu eficientemente como
arcabouco, uma vez que nio permitiu a multiplicacdo celular e migracdo celular,
além de ndo induzir a formagao das citadas estruturas. Entretanto, caso seja utilizada
uma versdo com porosidade alterada, este arcabougo pode vir a ser vantajoso.
Foram obtidos seis hibridos cujo sobrenadante de cultura reconheceu CTMs de
coelho. As etapas de clonagem, caracterizacdo e validagdo deverdo ser objeto de
estudo posterior.

O volume ideal de coleta de MO para separagdo de LMN observado foi de 12mL,

em relagdo aos indicadores estudados.
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Anexos

Anexo I: Métodos de microencapsulagdo das CTMs nos diferentes arcabougos
utilizados.

Figura 41: Método de microencapsulag¢do das Figura 42: Producdo dos receptdaculos para o
CTMs em scaffold de alginato de sodio. scaffold de BIOGEL3D

Figura 43: Produz-se a pérola de BIOGEL Figura 44: Pérolas de BIOGEL aguardando
depositando-se o PRP/CTMs/trombina nos re- a gelificagdo.

ceptdculos.

Figura 45: Apos a completa gelificacdo retira- Figura 46: Aspecto das pérolas de BIOGEL
se o scaffold com uma pinga esteéril. produzidas antes da adi¢do do meio de cultura.
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Figura 47: Pérola de celulose pura.

Figura 49: Aspiragcdo das CTMs da gota de MC.

Figura 51: CTMs ja microencapsuladas na pé-
rola de celulose. Observe a mudanga da cor.

Figura 48: Preparo da placa para a transfe-
réncia das CTMs.

Figura 50: Injecdo das CTMs na pérola de
celulose..
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