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Resumo

Farias GC. Caracterizagdo de condrocitos articulares cultivados em sistema
tridimensional in vitro. Rio de Janeiro, 2016. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) — Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia Jamil Haddad, Ministério da Saude, 2016.

A osteoartrite € uma doenca degenerativa da cartilagem articular que afeta,
principalmente, idosos a partir dos 60 anos de idade. Sua degeneracao € lenta e
progressiva, causando dor e decréscimo da qualidade de vida dos pacientes
acometidos pela doenca. Atualmente, o tratamento da doenca é de carater
meramente paliativo, resultando em cirurgia para completa remoc¢do da capsula
articular do joelho e a substituindo por uma prétese. Este estudo avaliou as
caracteristicas dos condrocitos encapsulados por um hidrogel de alginato de sodio,
gue simula o microambiente original dessas células. Avaliamos a viabilidade dos
condrdcitos cultivados por 28 dias nesse modelo de cultivo, bem como a presenca
de proteoglicanos durante andlise histoldgica. Através de microscopia eletrénica de
varredura, observamos diferenca significativa no microambiente interno do hidrogel e
na disposicao dos condrécitos, quando cultivados por até 28 dias na gota de alginato
de sddio. Analisamos, ainda, a capacidade de deformacdo da gota de alginato de
sédio quando pressionada, a fim de observar o quanto ela suporta até se romper.
Nossos dados indicam que o hidrogel de alginato de sddio € um modelo eficaz para
o cultivo de condrécitos e nos permite estudar suas caracteristicas
morfohistolégicas. Além do mais, observamos o quao promissor € o0 uso desse
biomaterial para a bioengenharia de tecido.

Palavras-chave: Condrdcitos, Cartilagem hialina, Osteoartrite, Alginato de Sadio,
Biomaterial.



Abstract

Farias GC. Characterization of articular chondrocytes cultured in three-dimensional
system in vitro. Master Thesis (Master’'s Degree in Science Applied to the
Muskuloskeletal System) — National Institute of Traumatology and Orthopaedics,
Ministry of Health, 2016.

Osteoarthritis is a degenerative disease of the articular cartilage that affects mainly
elder people from 60 years old. Its degeneration is slow and progressive, causing
pain and decreasing quality of life of patients affected by the disease. Currently, the
treatment of the disease is merely palliative resulting in surgery for complete removal
of the knee articular capsule and substituting it for a prosthesis. This study evaluated
the characteristics of chondrocytes encapsulated by a sodium alginate hydrogel,
which simulates a unique microenvironment of these cells. We evaluated the viability
of chondrocytes cultured for 28 days in this model, as well as the presence of
proteoglycan for histological analysis. Through scanning electron microscopy, we
observed significant differences in the internal microenvironment of the hydrogel and
chondrocytes disposition when cultured for up to 28 days in sodium alginate drop.
We also analyzed the deformability of sodium alginate bead when pressed in order to
observe how much it supports until it breaks. Our data indicate that sodium alginate
hydrogel is an effective model to culture chondrocytes and allows us to study its
morpho-histological characteristics. Moreover, we observed that this biomaterial can
be very promising for tissue bioengineering.

Keywords: Chondrocytes, Hyaline Cartilage, Osteoarthritis, Sodium Alginate,
Biomaterial.
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INTRODUCAO

1.1 Aspectos histolégicos do tecido cartilaginoso

O tecido cartilaginoso é um tipo de tecido conjuntivo especializado, mais
rigido do que o tecido conjuntivo denso, que desempenha func¢des especificas.
Dentre as funcdes desempenhadas pelo tecido cartilaginoso estdo o suporte de
tecidos moles, revestimento de superficies articulares com a finalidade de absorver
choques, facilitar o deslizamento, bem como participar da formacéo e crescimento
dos ossos longos. Existem trés tipos de tecidos cartilaginosos: Fibroso, Elastico e
Hialina e as fungcbes desempenhadas por cada tipo dependem da constituicdo da
sua matriz extracelular, pois ela € responsavel pela flexibilidade e dureza da
cartilagem (Adams e Watt, 1993). O condrécito é o unico tipo celular da cartilagem
articular e é derivado de células mesodermais que iniciam sua diferenciacao durante
o desenvolvimento embrionario (Hall, 1987). O mesénquima é um tecido embrionério
derivado do mesoderma e a partir dele se forma a maior parte dos tecidos
conjuntivos. No tecido cartilaginoso, as células indiferenciadas apresentam um
citoplasma basofilo, e sdo chamadas de condroblastos. Apdés a maturacéo, estas
células passam a se chamar condrécitos (Kronenberg, 2003). A cartilagem é
caracterizada, ainda, por possuir uma grande quantidade de condrécitos embebidos
em uma matriz extracelular densamente hidratada composta principalmente por
colageno e proteoglicanos (Furman et al., 2006). A matriz extracelular se caracteriza
por ser baséfila, com aspecto hialino e ndo homogénea. A regido mais proxima dos
condrdcitos € chamada de matriz territorial e a regido mais distante dos condrécitos
€ chamada de matriz interterritorial (Junqueira e Carneiro, 2013).

A nutricdo da cartilagem é feita através do pericéndrio, uma bainha de tecido
conjuntivo denso que possui vasos sanguineos, linfaticos e nervos que reveste a
cartilagem. Apesar de a cartilagem depender do pericondrio, por nao possuir
vascularizagéo, a cartilagem hialina presente nas articulagdes e a cartilagem fibrosa
nao possuem pericondrio, tendo seus nutrientes e metabdlitos difundidos pela

sindvia (Junqueira e Carneiro, 2013).
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1.2 Aspectos morfofisiolégicos da cartilagem articular

A cartilagem hialina constitui o tecido predominante nas articulacdes sinoviais
e tem como principal funcdo diminuir o atrito durante o movimento, além de resistir
as forcas de tensdo e compressao (Fox et al., 2009). Ela € um tecido avascular,
sendo o condrdcito nutrido pela difusdo dos nutrientes presentes no liquido sinovial,
ja que esta célula é totalmente circundada por matriz extracelular (Rudraiah et al.,
1991). Cerca de 90% da cartilagem é composta de matriz extracelular e sua
estruturacdo consiste em fluido e macromoléculas, na qual a principal fungcéo é de
resistir e distribuir as forcas de cisalhamento, tensdo e compressao através da
alternancia da presséao hidrostética e da distribuicdo da matriz extracelular (Szczodry
et al.,, 2009). Esta matriz extracelular € composta por 20% de colageno, 5% de
proteoglicanos, 1% de glicoproteinas e o restante constitui-se de agua (Furman et

al., 2006) (Figura 1).

Proteoglicano Complexo Proteoglicano  Fibra Coldgena
Glicosaminoglicano

Membrana
Plasmatica —{
—_— Citoplasma

Integrina

Figura 1. Componentes estruturais da matriz extracelular da cartilagem articular. A
organizacdo das fibras coldgenas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos reforca a
resisténcia da cartilagem (Modificado de Pearson Education, 1999)

A cartilagem articular contém diversos tipos de colageno, sendo o tipo Il o tipo

predominante. O colageno tipo Il promove a integridade articular e capacidade de
17



resistir as forcas de tensdo, sendo formado por trés cadeias alfa que se
interconectam em um formato de tripla hélice, e déo a fibra coldgena todas as suas
caracteristicas (Gudas et al., 2005). O proteoglicano mais abundante da cartilagem
articular é a agrecana, que possui varias cadeias de condroitina e queratina e se
associa ao acido hialurénico, um glicosaminoglicano ndo sulfatado (Wong et al.,
2003) (Figura 2).

Agrecana
\ Acido Hialurénico

Sulfato de Queratina

\ —

N g

L Sulfato de Condroitina

Figura 2. Modelo estrutural de um complexo proteoglicano. Moléculas de agrecana
conectadas a uma cadeia central de &cido hialurénico formam um complexo com massa
molecular de cerca de 3000 KDa.

A cartilagem articular possui zonas estruturais com composicao, organizacao,
e propriedades mecanicas diferentes. Essas propriedades variam principalmente de
acordo com a profundidade do tecido. Quatro zonas séo identificadas da superficie
até o osso subcondral, sdo elas: zona superficial, zona de transi¢édo, zona profunda
e zona calcificada (Kraus et al., 2010; Sharma et al., 2013) (Figura 3). A zona
superficial € a menor (corresponde de 10% a 20% da cartilagem) e contém duas
camadas: superior e inferior. A camada superior consiste em uma fina pelicula que
nao contém células, somente polissacarideos e fibras colagenas. A camada inferior
consiste em uma densa sobreposi¢cdo horizontal de condrdcitos que sintetizam a
matriz com alta densidade de colageno tipo Il e poucos proteoglicanos (Guilak et al.,
1994; Flannery et al., 1999). A alta concentracdo de agua nessa zona promove a

lubrificacdo e confere resisténcia a compressao (Furman et al., 2006). A zona de
18



7

transicdo € mais larga (corresponde de 40% a 60% da cartilagem) e tem como
funcdo resistir as forcas de compresséo e cisalhamento provocadas pela utilizacédo
da articulacdo. A orientacdo das fibras colagenas tipo Il, nesta zona, € obliqua e a
grande quantidade de proteoglicanos, junto com a pouca quantidade de agua,
permitem que esta regido tenha uma maior distribuicdo do peso durante o impacto
(Glasson et al., 2005). A zona profunda e a zona calcificada compreendem de 20% a
50% da cartilagem, sendo a zona profunda caracterizada por condrdcitos e fibras de
coladgeno dispostos perpendicularmente ao 0sso subcondral (Teeple et al., 2007). As
fibras colagenas sdo mais largas em didametro, e também estdo dispostas de forma
vertical, o que atribui uma maior resisténcia a compressao e promove maior

enrijecimento do tecido (Eyre e Wu, 1995).

Superficie Articular
Condrdcitos

Zona Superficial {

— -

'

Zona de Transi¢do — ® =,
Condrdcitos
2 Hipertréficos

/

Zona Profunda -

Zona Calcificada {

Osso Subcondral {

Figura 3. Estratificacdo da cartilagem articular. Esquema representativo das camadas
gue setorizam a cartilagem articular. Células mais achatadas na zona superficial e mais
esferoidais nas zonas de transicdo e profunda.

1.3 Moléculas reguladoras da condrogénese

A condrogénese ocorre através de um processo de ativacdo e bloqueio dos
membros da familia do fator de crescimento transformante beta (TGF-). Estdo entre
os membros desta familia, a activina-A, o TGF- e as proteinas morfogenéticas do

osso (BMPs) (De Kroon et al., 2015). Estes fatores, uma vez reconhecidos pelos
19



seus receptores, ativam mensageiros secundarios especificos que, quando ativados,
se direcionam até o nucleo da célula e promovem ativagdo transcricional de diversos
genes alvos (Heldin et al., 1997). Tem sido mostrado que a atividade da via da
activina-A suprime a transcricdo dos genes SOX9, RUNX2 e OSTERIX, além de
impedir o acumulo de glicosaminoglicanos sulfatados. Esta supressdo culmina na
inibicdo da condrogénese (Mitsugi et al., 2012). Por outro lado, o TGF-$ estimula a
atividade da via de sinalizacdo BMP, bem como de sua prépria via, durante a
diferenciacdo e manutencdo condrocitica (Shintani et al., 2013). Sendo assim a
grande familia de TGF-3, e os fatores de transcrigdo envolvidos na sua ativagao, sao
fundamentais para o0 monitoramento do comprometimento e diferenciacéo
condrocitica. Tem sido descrito um intrincado controle do desenvolvimento da
cartilagem articular, realizado pelo Indian Hedgehog (Ihh) e pela proteina
relacionada ao hormdénio da paratiredide (PTH-RP) e seu receptor (PTH-RPr) (Mak
et al.,, 2006). No primeiro momento, o Ihh é produzido pelos condrécitos presentes
na zona proliferativa, levando ao o aumento da expressao génica do PTH-RP nas
células do pericondrio (Chen et al., 2006). O lhh possui duas fungdes: a primeira,
regular a formacao do colar 6sseo; e a segunda, estimular a secrecdo de PTH-RP. O
PTH-RP livre no espago extracelular vai até a zona de reserva, onde estimula a
proliferacdo dos condrdcitos. Além disso, o PTH-RP inibe a hipertrofia dos
condrécitos (Kronenberg, 2006) (Figura 4). Deste modo, € possivel imaginar que a
diminuicdo ou até mesmo a auséncia deste hormdnio, podem alterar a viabilidade
dos condrécitos e entdo levar a uma degeneracgdo articular e ao estabelecimento de

um quadro clinico de artrose.
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Figura 4. Placas de crescimento e desenvolvimento da cartilagem articular. A proteina
IHH, secretada pelos condrdcitos proliferativos, ativa a transcricdo de PTH-RP nas células
do pericéndrio (1). O PTH-RP se liga ao seu receptor PTH-RPr presente nas células da zona
de reserva e estimula a proliferacdo e sobrevivéncia celular (2). O PTH-RP também se liga
aos condrécitos da zona proliferativa para inibir sua hipertrofia (3). (Modificado de
Kierszenbaum, 2002).

1.4 Degeneracdo articular e o desenvolvimento da osteoartrite

A degeneracdo articular ocorre através de uma série de eventos bioquimicos
e biomecanicos que culminam na osteoartrite (OA). Esse desgaste ndo ocorre
somente na cartilagem hialina, mas acomete também a sindvia e o osso subcondral
(Scanzello e Goldring, 2012). A OA tem a sua incidéncia e prevaléncia aumentada
com a idade. Estima-se que 9,6% dos homens e 18% das mulheres acima de 60
anos, da populagdo mundial, sofrem de artrose sintomatica (Van der Kraan et al.,
2008). A OA do joelho afeta pelo menos 30% da populacdo com idade acima de 50
anos e 80% dos acima de 75 anos (Li et al., 2008), principalmente as mulheres. A

articulagdo com maior prevaléncia € a da mao (70%), seguida do pé (40%) e do
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joelho (30%) (European Commission, Indicators for Monitoring Musculoskeletal
Conditions Project. Cited 3 Sept 2009).

A OA se caracteriza pela ruptura da matriz extracelular, causada pela
presenca exacerbada de metaloproteinases da matriz (MMP), que digerem o
coldgeno e promovem aumento das moléculas reguladoras do processo inflamatério
(Sandy 2006). Quando a OA esta instalada, os condrdcitos se ligam aos fragmentos
de colageno tipo Il e uma vez ativados, sinalizam positivamente para a producéo de
MMP, que acentuam a degradacéo articular. Um bom exemplo deste mecanismo é a
MMP-13 (colagenase), que € encontrada em altos niveis na OA (Wang et al., 2013).

Os condrécitos localizados proximos a superficie articular, assumem uma
caracteristica mais catabodlica na OA, diferente da célula mais profunda, com
fenétipo mais regenerativo (Guilak et al., 2000). O processo de degradacdo durante
a OA fica também evidenciado pelo aparecimento de agrecanases e proteinases.
Essas glicoproteinases ndao sdo sé encontradas nas articulacdes, mas também na
corrente sanguinea (Jones et al., 2009), como por exemplo, a trombospondina 5
(COMP 5), que circula em altos niveis séricos e esta diretamente ligada a
progressao da OA (Vilim et al., 2002). Os produtos de degradacao da cartilagem que
séo liberados no liquido sinovial sdo fagocitados pelas células sinoviais, aumentando
a inflamacao na sindvia. Por sua vez, os sinoviocitos que estdo presentes na sindvia
inflamada produzem mediadores catabdlicos e pro-inflamatorias que levam a
producdo excessiva de enzimas proteoliticas responsaveis pela degradacdo da
cartilagem, criando um ciclo de feedback positivo (Sellam e Berenbaum, 2010). A
resposta inflamatéria € aumentada, ainda, por linfocitos T, linfocitos B e macréfagos.
Além disso, a sindvia inflamada contribui para a formacao de ostedfitos através do
BMP. A fim de combater esta resposta inflamatéria, a sindvia e a cartilagem pode
produzir citocinas anti-inflamatoérias. (Figura 5). Dentre as mais diversas estratégias
para estudar e entender o comportamento dos condrécitos, destacamos o papel

relevante da bioengenharia de tecidos.
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Figura 5. Esquema representativo do processo inflamatdério durante a OA. A
degeneracdo da cartilagem provoca um processo inflamatorio na sindvia, que estimula a
expressao de VEGF e EGF, entre outros fatores responsaveis por acelerar o
desenvolvimento da osteoartrite (Modificado de Sellam e Berenbaum, 2010).

1.5 Fundamentos da bioengenharia de tecido

Durante os ultimos 30 anos, os estudos envolvendo células tronco evoluiram
tanto que o campo da medicina regenerativa se tornou consistente, colaborando
assim para o desenvolvimento de um outro campo paralelo a este, a bioengenharia
de tecidos (Langer e Vacanti, 1993).

O termo “Engenharia de Tecido” foi postulado em 1987, em um workshop
realizado pela Fundagdo Nacional de Ciéncia (NFS), nos Estados Unidos da
América. A bioengenharia de tecido é uma area da ciéncia que junta componentes
biol6gicos com componentes desenvolvidos, a fim de reproduzir, in vitro, as
condigdes fisiolégicas encontradas in vivo. A técnica se baseia, fundamentalmente,
na combinacdo de um material de suporte, células e fatores de crescimento (Fell,
1972) (Figura 6).
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Material de Suporte

Figura 6. Esquema representando a base da bioengenharia de tecidos. Triade
composta por um material de suporte, células e fatores de crescimento. Estrutura primaria
para se desenvolver um tecido.

O transplante convencional de tecidos e 6rgaos, que ocorre de um individuo
para outro, embora muito bem-sucedido e resolutivo, tem severas restricdes (Vacanti
e Langer, 1999). O maior problema encontrado estd na demanda de tecidos e
orgaos disponiveis para todos 0s pacientes que necessitam de transplante. Segundo
dados das Centrais de Notificacdo, Captacéo e Distribuicdo de Orgéos e Tecidos
(CNCDO), em Maio de 2016, no Brasil, a fila de espera para receber um érgao ou
tecido chegava a 42.553 individuos (Brasil, 2016). Provavelmente, muitos desta lista
nao conseguirdo esperar pela disponibilidade de um 6rgao e/ou tecido. Além disso,
existe ainda a possibilidade de rejeicdo destes transplantes pelo sistema imune do
receptor e consequente perda do tecido ao longo do tempo (Franz et al., 2011). Para
evitar a rejeicdo do transplante, é necessario controlar a resposta do sistema imune
através de drogas imunossupressoras e isso pode levar a formacédo de tumores
(Gallagher et al., 2010). E dentro deste contexto que o campo da engenharia de
tecidos tem se apoiado e ganhado evidéncia.

Em esséncia, um tecido novo e funcional é fabricado utilizando células vivas,
gue séo geralmente associadas a uma matriz ou materiais de suporte para orientar o
desenvolvimento do tecido (Marler et al., 1998). Novas fontes de células, incluindo

diversos tipos de ceélulas-tronco, foram identificados nos ultimos anos, acendendo
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novo interesse no campo (Vacanti, 2006). O progresso nesta area tem caminhado
tdo rapidamente, que o Prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina de 2012 foi
atribuido aos pesquisadores John Gurdon e Shinya Yamanaka por suas descobertas
na area de reprogramacao celular e de producdo de células-tronco pluripotentes
induzidas (células iPS) (Takahashi e Yamanaka, 2006; Gurdon e Murdoch 2008).

Os materiais de suporte usados na bioengenharia de tecidos podem ser de
origem natural, sintéticos e pela combinacédo de ambos (Nair e Laurencin, 2007). Um
dos maiores avancos na fabricacdo dos materiais de suporte foi a descelularizacao
de tecidos, mantendo apenas a estrutura matricial para posterior perfusdo com
células. Pneumdacitos tipo Il foram cultivados em um pulm&o murino descelularizado
e foram capazes de criar um tecido similar a um pulméo normal (Balestrini et al.,
2015). Os protocolos de descelularizacdo e recelularizacdo de tecidos vem sendo
empregado, na maior parte, em corac¢do, figado e pulméao, apresentando resultados
promissores (Spector, 2016). No entanto, essa técnica depende inicialmente de um
orgao e isso acaba reduzindo a viabilidade do processo.

Inimeras formas de se desenvolver tecidos foram criadas. Uma delas & com
o auxilio de um biorreator, sistema que permite reproduzir um ambiente controlado,
que possibilitou criar um ambiente propicio para o desenvolvimento de um tecido
cardiaco com pulsos elétricos ritmados a partir de cardiomidcitos (Canizzaro et al.,
2007; Tandon et al., 2009). Uma outra metodologia quem vem sendo utilizada é a
impressao de molde de fragmentos 0sseos, que atua como material de suporte e &

usado para cultivar células de um paciente (Cox et al., 2015).

1.6 Terapia regenerativa na osteoartrite

O tratamento da OA e das lesBes na cartilagem enfrentam muitos obstaculos.
A renovacgdo das proteinas presentes na matriz € relativamente baixa, mesmo em
tecido saudavel, visto que a meia-vida do colageno e dos proteoglicanos sédo de
aproximadamente 100 e 3-24 anos, respectivamente (Vinatier et al.,, 2009). A
medicacdo dada aos pacientes com OA pode aliviar a dor, mas ela ndo age
interrompendo o ciclo de erosdo do tecido (Jackson et al.,, 2001). E ja foi

demonstrado que o uso de alguns medicamentos para a dor, como 0s anti-
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inflamatérios ndo esteroides (AINEs), podem atrapalhar a producdo de matriz
(Brooks et al., 1999).

As formas de tratamento farmacoldgico vigentes sdo paliativas e a cirurgia se
apresenta como a ultima opcéo (Sgaglione, 2002). No entanto, um dos maiores
fatores de risco para o desenvolvimento de OA é a presenca de defeitos da
cartilagem (Cooper et al., 2000). Se fosse possivel tratar esses defeitos
precocemente, com o auxilio de terapias regenerativas, o inicio da doenca poderia
ser retardado. Técnicas regenerativas e de reposicdo podem ser subdivididos em
trés grupos: técnicas de estimulacdo da medula 6ssea, transferéncia osteocondral
ou enxertos e terapia celular (Clouet et al., 2009; Clair et al., 2009).

O procedimento mais comum de estimulacdo da medula 6ssea € a micro
fratura. Esta técnica consiste em uma micro penetracdo na placa do 0sso
subcondral, até a zona vascularizada do 0sso, para que as células progenitoras
neste local possam preencher o defeito da cartilagem e estimular a regeneracao da
mesma (Steinwachs et al., 2008). O resultado é um tecido fibrocartilaginoso
contendo quantidades varidveis de colageno tipo Il. Esta técnica possui varias
vantagens e desvantagens (Steinwachs et al., 2008). As vantagens incluem baixo
poder invasivo, baixa morbidade do tecido, tempo de recuperacédo curto, e boa
relagdo custo-beneficio. Os pacientes jovens e atléticos que passaram pela
intervencdo logo no inicio da OA tiveram um nivel maior de sucesso. As
desvantagens incluem a formacdo deficiente de estrutura e funcdo de uma
cartilagem saudavel (Cancedda et al., 2003). A camada de fibrocartilagem fornece
capacidade de carga limitada, sendo geralmente muito mais fina do que o tecido
original, ndo integra plenamente com o tecido circundante e pode causar o0
crescimento excessivo do osso subcondral (Oussedik et al.,, 2015). Uma técnica
denominada de microfratura melhorada tenta solucionar estes problemas através da
inclusdo de fatores de crescimento, como TGF-B3 e BMP-7, que induzem a
condrogénese das populacdes de células tronco mesenquimais (CTMs) (Clouet et
al., 2009; Clair et al., 2009; Richter, 2009).

A transferéncia osteocondral inclui enxertos autélogos e homélogos (Marcacci
et al., 2013). Enxertos autdlogos sdo retirados de areas com baixa carga da
cartilagem, como a do cdndilo femoral, e transplantados para o local do defeito, onde

existe um grande emprego de carga (Hangody et al., 2004). S&o varias as
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desvantagens deste procedimento, incluindo a dificuldade em restaurar a arquitetura
das articulagbes, aumento de pressdo devido a incongruéncia de superficies
restauradas, dano no local doador do tecido, falta de integracéo do tecido enxertado,
aspectos mecanicos e capacidade de suportar carga alterados (Rose et al., 2005).
Enxertos homologos, provenientes de material externo, tem a vantagem de nao
morbidade do local doador, no entanto, esse procedimento tem todas as
desvantagens do enxerto autélogo, além de uma potencial resposta imune e
possibilidade de transmissdo de doencas (Torun Kose and Hasirci, 2004). A forma
mais moderna do enxerto osteocondral € a mosaicoplastia. Este procedimento usa
pequenos enxertos, retirados de uma zona da cartilagem que néo sofre atrito, para
preencher um unico defeito. A mosaicoplastia € mais bem-sucedida em pacientes
com menos de 50 anos, sem desalinhamento articular (Cancedda et al., 2003; Clair
et al., 2009).

A primeira terapia celular desenvolvida para o tratamento da OA foi o implante
de condrdcitos autdlogos, em 1994 (Brittberg et al., 1994). Este procedimento tem
sido usado desde entdo com um sucesso relativamente consideravel (Akimau et al.,
2004; Giannini et al., 2001; Koulalis et al., 2004). O procedimento consiste em dois
passos. Em primeiro lugar, os condrdcitos sdo isolados a partir do paciente e
expandidos in vitro. Em seguida, a populacdo de células expandidas é injetada em
um defeito condral. Apesar dos resultados cirdrgicos positivos, o procedimento tem
muitas desvantagens, como leséo do local doador, a necessidade de uma segunda
operacdo, o deslocamento de células implantadas, recuperacao prolongada, perda
de fendtipo condrocitico e formacgédo de tecidos fibrosos (Cancedda et al., 2003;
Vinatier et al., 2009; Clouet et al., 2009; Clair et al., 2009; Richter, 2009). Uma forma
mais avancada desta técnica, o implante de condrdcitos caracterizados, utiliza o
mesmo procedimento, mas as células usadas no implante sdo previamente
identificadas quanto a sua capacidade de produzir colageno tipo Il, que € um
indicador de niveis elevados de produ¢édo da matriz (Saris et al., 2008).

1.7. Alginato de so6dio na bioengenharia

O alginato de sodio (NaCgH7O¢) é 0 sal gerado a partir do acido alginico,

composto encontrado na parede celular de algas marrons como, Laminaria
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hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum e
Macrocystis pyrifera (Smidsrode Skjak-Braek, 1990). Este sal € amplamente usado
em diversos setores da industria e foi aplicado, inicialmente, no desenvolvimento
bromatoldgico. Posteriormente, foi estudado e passou a ser utilizado na area
biomédica com diferentes finalidades, devido a sua baixa toxicidade,
biocompatibilidade, baixo custo relativo e geleificacdo instantanea quando entra em
contato com cétions bivalentes como o Ca?* e Mg®" (Gombotz e Wee, 1998).
Algumas formas farmacéuticas carregam o alginato em suas formulagcfes, podendo
servir como espessante, formador de gel, agente estabilizante e como mecanismo
de liberacdo controlada para determinados farmacos (Tonnesen et al., 2002). A via
de administracdo mais comum para as formulacdes contendo alginato é a oral, mas
sua forma geleificada vem sendo usada para entrega localizada de drogas em
tecidos especificos (Lee e Lee, 2009). Seu uso como hidrogel se deve ao fato de
que sua geleificacdo pode ocorrer de forma ibnica, sendo reversivel em condi¢cbes
especificas e dificiimente degradado por temperatura (LeRoux et al., 1999). A
estrutura do gel de alginato tem sido estudada a fim de se melhorar sua eficacia na
liberacdo de drogas com baixo peso molecular. A ligacdo das moléculas com o
alginato poderia influenciar na cinética de libera¢do da droga, que também precisa
passar pelo poro de aproximadamente 5 nm do gel (Boontheekul et al., 2005).

O uso do alginato na medicina € tdo amplo que ele vem sendo comercializado
em forma de curativos, gel e pomada para ferimentos, como o Curatec™ (LM Farma).
Sua eficacia como curativo ja ultrapassa a da gaze e foi observado também que ele
acelera a cicatrizacao do local, fornecendo um ambiente imido e levemente oclusivo
para a ferida (Queen et al., 2004).

Na cultura de células, o alginato vem sendo usado conjugado com outros
fatores de adesdo ou sozinho e é empregado para cultivar células em trés
dimensdes (3D). O gel de alginato modificado com peptideo RGD, um tripeptideo
presente em muitas moléculas adesivas e que interage com integrina, permite
controlar a caracteristica de interagdo com mioblastos (Rowley et al., 2002),
condrécitos (Jeon et al., 2010; Degala et al., 2011), osteoblastos (Evangelista et
al.,2007), foliculos ovarianos, bem como células estromais da medula 6ssea (Wang
et al., 2003; Hsiong et al., 2008; Bidarra et al., 2010).
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Apés o alginato ter sido amplamente usado em diversas aplicacbes
biomédicas, foi uma questdo de tempo até que ele fosse direcionado a
bioengenharia e regeneragcédo de varios 6rgaos e tecidos (Wan et al., 2003). Sendo
assim, é possivel manipular o gel de alginato para alterar suas propriedades fisicas,
adesao celular e o comportamento de degradacédo (Williams, 2009). Apesar de
possuir poros de aproximadamente 5 nm (Boontheekul et al., 2005), ainda € possivel
carrear e liberar moléculas grandes demais para serem liberadas por difusdo, caso
haja degradacédo do gel. Muitas proteinas passam pelo alginato por difusdo sem que
haja degradacéo, apesar dessa deterioracdo poder acelerar a liberagdo destas
proteinas (Silva e Mooney, 2010). Aparentemente, as células conseguem migrar
para fora do gel, passando pelos nano poros e sem que ele se degrade, como foi
visto por Hashimoto e colaboradores, em 2002.

O alginato possui vantagens de uso tanto nos 0ssos, quanto na cartilagem, se
comparados com os outros biomateriais da mesma finalidade (Lin e Yeh, 2004). Nos
0sso0s, 0 alginato de sodio misturado com quitosana demonstrou potencial para
terapia regenerativa quando carreado com fatores osteoindutores, células
formadoras de o0sso ou os dois combinados (Park et al., 2005). E possivel introduzi-
lo no corpo de uma maneira minimamente invasiva, fazé-lo preencher
irregularidades e provocar a liberacdo controlada de fatores de crescimento, como
BMP e TGF-B (Kolambkar et al., 2011; Awad et al., 2004). No entanto, o gel de
alginato ndo possui propriedades mecanicas suficientes para suportar carga sem a
necessidade de fixacdo nos momentos iniciais da regeneracédo (Weng et al., 2006).
Em uma outra abordagem, células encapsuladas pelo gel de alginato foram
introduzidas em cimento de fosfato de calcio e demonstraram potencial para a
bioengenharia de 0sso, sob condi¢des de tensao e suporte moderados (Weir et al.,
2006). Além disso, géis de alginato contendo colageno tipo | e beta-tricalcio fosfato
aumentaram a adesdao e proliferacdo de células estromais da medula 6ssea humana
em comparacao aos géis de alginato sem tais moléculas (Lawson et al., 2004).

No caso da cartilagem, o alginato se mostrou bastante eficiente no
encapsulamento de condroécitos para posterior enxerto da cartilagem danificada em
modelo animal (Igarashi et al., 2010). Estudos foram realizados utilizando uma
suspensdo de condrécitos em uma solugdo de alginato misturado com sulfeto de

calcio, que foi injetado em moldes de implantes faciais, com o objetivo de produzir

29



uma cartilagem pré-formada. A pesquisa mostrou que apos 30 semanas, esses
implantes subcutaneos, aplicados em camundongos e ovelhas, possibilitaram
observar a presenca de proteoglicano e colageno, bem como caracteristicas
elasticas, equivalente a 80% do encontrado em uma cartilagem normal (Chang et al.,
2001; Chang et al., 2003) demonstrando a eficacia do alginato. Outro fator que torna
o gel de alginato valioso para a bioengenharia de cartilagem € sua capacidade de
desenvolver uma memoria estrutural. Em 2004, Thornton e colaboradores
diminuiram o tamanho de um gel de alginato, usando técnica de desidratacdo, para
que ele pudesse ser inserido em um camundongo através de um pequeno cateter
(Thornton et al., 2004). ApOs terem guiado o alginato para o local correto, os
pesquisadores reidrataram o gel com uma solucdo contendo condrdcitos articulares
bovinos e observaram sua volta ao tamanho inicial apés 1 hora, permitindo que
houvesse a formacao de cartilagem com geometria desejada, em camundongo.

Devido a dificuldade em se obter condrdcitos priméarios dos tecidos, opta-se por
usar ceélulas tronco na regeneracdo da cartilagem (Dragoo et al., 2013). Usando o
alginato para encapsular as células tronco é possivel regular sua diferenciacédo e a
condrogénese pode ser melhorada controlando-se os fatores de crescimento e 0s
aspectos biofisicos no sistema de cultura em 3D (Guilak et al.,2009). Além do mais,
foi suposto que a condrogénese em células tronco esté relacionada a morfologia das
células encapsuladas (Dashtdar et al., 2011) e o gel de alginato apresenta uma
morfologia arredondada que pode promover o processo de diferenciacdo celular
(Tuan et al., 2003).

Todas as caracteristicas que descrevem o alginato e as diversas possibilidades
de manipulacdo do mesmo, fazem com que ele seja o modelo ideal para o cultivo de

condrdécitos in vitro.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
O objetivo deste trabalho € caracterizar condrocitos cultivados em modelo de
cultivo celular em 3 dimensdes para a realizacdo de ensaios pré-clinicos.
2.2 Objetivos especificos
2.2.1. Isolar e cultivar condrécitos in vitro;

2.2.2. Estabelecer um protocolo in vitro de cultivo de condrécitos em alginato

de sodio;

2.2.3. Avaliar a viabilidade dos condrécitos cultivados em sistema

tridimensional com alginato de sadio;

2.2.4. Avaliar histologicamente o sistema de cultivo celular tridimensional com

alginato de sédio;

2.2.5. Avaliar a morfologia do sistema de cultivo celular tridimensional com

alginato de sodio;

2.2.6. Avaliar a resisténcia e elasticidade do sistema de cultivo de condrécitos
em hidrogel de alginato de sdadio.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Critérios de incluséo e exclusao dos pacientes

Para o presente estudo, foi utilizada a cartilagem advinda de fragmentos
osteocondrais retirados de 12 pacientes com OA, que foram submetidos a
artroplastia total de joelho no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil
Haddad. Todos os pacientes que concordaram em doar os fragmentos para 0 Nn0sso
estudo assinaram um Termo de Compromisso Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo ),
que foi submetido para apreciacéo e aprovacdo do Conselho de Etica em Pesquisa
do Instituto, gerando o CAE 08663912.3.0000.5273. Todos os pacientes incluidos no
estudo foram diagnosticados com grau 4 de OA, segundo classificacdo de Kellgren e
Lawrence, aonde o grau O é normal e o grau 4 é grave (Kellgren, 1979). Foram
excluidos do estudo os pacientes que apresentavam doencas infectocontagiosas,

portadores de hepatite (A, B, C, D e E), HIV e tumores.

3.2 Cultivo bidimensional de condrécitos

Os condrocitos foram isolados a partir da cartilagem articular, extraida da

artroplastia total de joelho (Figura 7).

Figura 7. Foto ilustrativa de uma artroplastia total de joelho realizada em paciente com
osteoartrite. Foto da articulagdo do joelho direito a ser substituido pela protese (A e B).
Substituicdo da articulacdo do joelho pela prétese (C e D). Foto: Eduardo Branco, Médico
Ortopedista, arquivo pessoal.
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A cartilagem foi separada do osso subcondral, com o auxilio de um bisturi,
seguida por trituracdo mecanica até que atingisse uma dimensdo de,
aproximadamente, 0,2 cm?. Esses fragmentos foram depositados em um tubo de
polipropileno de 50 ml (Sarstedt™), imersos em colagenase tipo Il (Sigma-Aldrich®)
a 0,5% e deixados por 18 horas em estufa umidificada a 37°C em 5% de CO,. Apos
esse periodo, os fragmentos foram triturados novamente com auxilio de uma
tesoura. A amostra passou por um filtro de 70 um e o resultado da filtracdo foi
centrifugado por 5 minutos, a 1500 rpm. O sobrenadante foi retirado e o pellet
homogeneizado com 1 ml de meio de cultivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium) (Thermo Fisher Scientific®), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) (Sigma-Aldrich®) e 1% de Penincilina-Streptomicina (Gibco™). Dez microlitros
dessa solucéo contendo células foram aplicadas em uma camara de Neubauer, para
a realizacdo da contagem e determinagéo da concentracéo celular. Em uma garrafa
de 25 cm?, foram plaqueadas uma concentracdo de 1 x 10° células. Em garrafa de
75 cm2, foram plaqueadas 2 x 10° células. Em garrafa de 175 cmz?, 3 x 10° células.
Apoés o plagueamento das células, foram adicionados 5 ml de meio de cultivo IMDM
suplementado nas garrafas de 25 cm?, 12 ml nas garrafas de 75 cm?2 e 25 ml nas
garrafas de 125 cm2. A garrafa foi armazenada em estufa umidificada a 37°C e 5%
de CO; e ap0s 24 horas foi avaliada a evolucao da aderéncia celular. Os condrdcitos

usados no estudo foram de 12 e 22 passagem.
3.3 Preparacdo do alginato de sddio 2%

Um bécher de 100 ml foi posicionado no centro de um agitador magnético
com aquecimento e preenchido com 60 ml de solucao fisiolégica. O p6 de alginato
de sodio (Sigma-Aldrich®) foi vertido, vagarosamente para o bécher enquanto a
solucdo fisiolégica estava em constante agitacdo e aquecimento. ApOs total
solubilizacdo, foi usado um baldo volumétrico para avolumar a solucéo até que esta
atingisse o volume final de 100 ml. A solugéo foi transferida do baldo volumétrico
para uma garrafa de vidro estéril. A garrafa foi fechada e deixada em banho maria a
100°C, por 30 minutos, para esterilizagdo. Finalmente, a garrafa foi retirada do
banho maria e deixada em temperatura ambiente, até que a solucdo de alginato de

sédio atingisse a temperatura de 37°C.
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3.4 Confecgdo do modelo de cultivo 3D em alginato de sddio

Apoés o 7° dia de cultivo, os condrocitos foram desprendidos da garrafa com
auxilio de tripsina (Sigma-Aldrich®) a 0,5%. Apdés adicionar a tripsina, a garrafa foi
deixada por 5 minutos em estufa umidificada a 37°C em 5% de CO,. (Figura 8A)

Apbs o desprendimento das células, foi adicionado meio de cultivo IMDM na
mesma proporcdo que a tripsina, para inativa-la. Com uma pipeta de 10 ml, a
mistura foi coletada, depositada em um tubo de polipropileno de 15 ml (Sarstedt™) e
centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1 ml de solucdo de alginato de sédio a 2% (Figura 8B), para uma
concentracdo celular final de 2x10° células/ml. Com uma pipeta de preciséo de 1000
pl, a solucdo contendo alginato de sédio e células foi transferida para uma seringa
ultrafina (BD™) de 1 ml. Um agitador magnético foi posicionado dentro do fluxo
laminar classe Il e um Bécher com volume de 100 ml foi colocado no centro da placa
de agitacdo. O Bécher foi preenchido com 80 ml de solucdo de cloreto de calcio
(CaCly) 0,102 M e deixado sobre leve agitacdo, enquanto a solucdo de alginato de
sédio contendo célula foi gotejada sobre a solucao de CacCl,, O gotejamento foi feito
utilizando uma agulha 22G que foi encaixada em uma seringa contendo solucao de
alginato de sédio e célula. Este conjunto foi posicionado a uma altura de 5 cm do
vortex, dentro do Bécher, e o conteldo da seringa foi gotejado continuamente na
solucdo de CacCl,, para gelificar o alginato de sédio (Figura 8C). Apds todo o
conteldo da seringa ter sido gotejado, as gotas de alginato foram deixadas em
agitacdo branda por 30 segundos. A ponta de uma pipeta Pasteur estéril foi cortada
para auxiliar na coleta das gotas de alginato imersas na solucdo de CaCl, e estas
foram transferidas para uma placa de Petri (Figura 8D). As gotas de alginato foram
lavadas por 3 vezes com solucao fisiologica de NaCl a 0,9%. Apds retirar a solucéo
fisiologica, foi adicionado meio de cultivo IMDM suplementado e as gotas foram
distribuidas nos pocos de uma placa de 6 poc¢os. As gotas foram deixadas imersas
em 3 ml de meio de cultivo IMDM suplementado por 24 horas.

Apo6s as 24 horas, o meio de cultivo IMDM foi substituido por meio de
manutengdo condrocitica, contendo transferrina 6,25ug/ml, insulina 6,25ug/ml e
acido ascérbico 50ug/ml. A troca do meio foi realizada com intervalo de um dia e as

gotas de alginato foram cultivadas por até 28 dias.
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Figura 8. Inclus@o dos condrdcitos em alginato de sodio e gelificacdo do biomaterial:
ApOs tripsinizacdo das células (A), o pellet celular foi ressuspendido em solugéo de alginato
de soédio (B) e gotejado em CaCl, (C). As gotas foram cultivadas em meio de manutengéo
condrocitica (D).

3.5 Preparo da amostra para histologia

3.5.1 Fixacéo e Parafinizacéo

Para cada andlise foram coletadas 5 gotas de alginato do 1°, 14° e 28° dias de
cultivo e fixadas com formol 10% por 24 horas. As amostras passaram por
desidratac&o seriada, com banhos de 5 minutos em etanol 70%, 80% e 90% e, por
fim, foram banhadas em xilol absoluto, por 5 minutos. Apds a desidratacdo, elas
foram embrulhadas, cuidadosamente, em um papel filtro e colocadas em um cassete
histoldgico tradicional, onde passaram por 2 banhos de 30 minutos em parafina

liguida para que o excesso de xilol fosse removido das amostras. As gotas foram
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retiradas do papel filtro, posicionadas em um molde de parafina de 15x15x5 mm e
parafinizadas até formarem um bloco. O bloco de parafina foi cortado em micr6tomo,
em fitas de espessura de 4 pm e, subsequentemente, sobrepostos em lamina

histoldgica.

3.5.2. Desparafinizagdo

As laminas foram deixadas em estufa pré-aquecida, a uma temperatura de
50°C, por 25 a 30 minutos, para que a parafina se liquefizesse e fosse substituida do
tecido com maior facilidade. Apds o aquecimento, as laminas passaram por dois
banhos em xilol absoluto e quatro banhos em etanol absoluto. Em cada banho, as
laminas foram mergulhadas nos recipientes com xilol e etanol por 5 vezes. As
laminas foram transferidas para outro recipiente contendo a4gua em fluxo continuo e

deixadas por 5 minutos.

3.6 Coloracao das laminas com Safranina-O

Apés a desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes passaram pela bateria de
coloragdo em Safranina-O 1% para marcacdo de proteoglicanos (Camplejohn e
Allard, 1988), onde cada lamina foi exposta ao corante por 5 a 10 segundos, lavadas
em agua corrente até gque fosse retirado o excesso e, por fim, montadas com

balsamo do Canada.

3.7 Viabilidade e morte celular por ensaio de Live and Dead

Dezessete gotas de alginato de sédio contendo condrdcitos, foram coletadas
no 28° dia e acondicionadas em um tubo de polipropileno de 50 ml (Sarstedt™).
Estas foram lavadas com PBS 1% em 3 ciclos de 30 segundo e depois deixadas
imersas em 500 yl da mesma solucdo. Imediatamente, foi adicionado a solugéo 1 pl
de homodimero de etidio e 0,5 pl de calceina AM (Molecular Probes®). O tubo de
polipropileno foi levemente agitado para homogeneizar os reagentes e deixado em

repouso por 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, as imagens das
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gotas foram adquiridas por um microscoépio estereoscopico de fluorescéncia (©Leica

Microsystems).

3.8 Microscopia Eletrénica de Varredura

Foram coletadas 8 gotas de alginato de sodio do 1° e do 28° dias de cultivo.
As gotas foram fixadas em glutaraldeido 2,5% diluido em tampao cacodilato de
sédio a 0,1 M (pH 7,2), por 1 hora. Apés 1 hora de fixacdo, as amostras foram
lavadas com o mesmo tampéao e entdo pos fixadas com tetroxido de 6smio a 1% em
tampao cacodilato, por 40 minutos. As amostras foram desidratadas em
concentracfes crescentes de etanol 70%, 80% e 90%. As gotas secaram atraveés do
meétodo do ponto critico do CO, (Balzers/Union CPD 030), depositadas sobre uma
fita condutiva de carbono aderida a suportes de aluminio (“stubs”) e metalizadas
com uma fina camada de ouro de aproximadamente 20nm (BalTec SCD 050). As
amostras foram observadas em um microscépio eletrénico de varredura JEOL SEM
5310, operado a 15 ou 20 KV. Foi utilizada a distancia de trabalho de 10 mm para a
aquisicao das imagens (resolucao de 1024 x 768 pixels) em modo de varredura lenta

(“slow scan mode”).

3.9 Avaliacéo de elasticidade do biomaterial

A elasticidade de um dado material sélido é caracterizada pela determinacéo
do médulo de Young do mesmo (E ). O mdédulo de Young corresponde a constante
de proporcionalidade entre a tenséo de tracdo aplicada no material e a deformacéao
relativa produzida pela mesma.

Um material em forma de paralelepipedo, com comprimento L, e area da

secao transversal dada por A, submetido a um par de forcas de mesmo modulo F

mas com sentidos contrarios, sofre uma deformacgéo aL =L - L, (Figura 9).
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Figura 9. Definicao do médulo de Young.
O moddulo de Young é definido por:
i - E _L’ (1)
A L

onde F/L é a tensdo aplicada no material e AL/L é a deformacdo relativa,
deformacéo sofrida por unidade de comprimento do material. A unidade do médulo
de Young é o pascal (Pa), mesma unidade de pressdo. O mddulo de Young de um
material d4 uma ideia da facilidade em deforma-lo quando submetido a algum tipo
de tenséo de tracdo. O maédulo de Young do aco é da ordem 210 x 10° Pa, do vidro
50 x 10°Pa, da borracha 10 x 10° Pa, do citoesqueleto é da ordem de dezenas a
centenas de Pa (Ayala et al., 2016). O hidrogel, devido a suas caracteristicas de
material mole, possui médulo de Young entre a ordem de dezenas a centenas de
milhares de Pa.

Para avaliar o médulo de Young, ou modulo de elasticidade de um material, €
preciso utilizar um instrumento adequado para exercer forcas e medir as
deformacgdes sofridas pelo material. Devido ao formato esferoidal da gota do hidrogel
de alginato e a elasticidade do mesmo (pode ser deformado com as maos), foi
proposto um aparato baseado em uma balanca digital (para medir forcas), um
deslocador micrométrico para aplicar deformacdes e um bastdo de vidro para aplicar

a forga (Figura 10).
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Figura 10. Aparato experimental proposto para medida do modulo de Young do
hidrogel de alginato de sodio.

No painel A da Figura 10 € apresentada a situacdo em que o bastdo de vidro esta
em contato com a gota de hidrogel, mas sem pressiona-la. Nessa situacao, a
balanca é “zerada” e, por conseguinte, a leitura por ela feita é nula. Apos deslocar o
bastdo de vidro contra a gota de hidrogel por uma distancia d, a gota se deforma
pelo mesmo valor do deslocamento do bastdo de vidro, pois o modulo de
elasticidade do bastdo é cerca de um bilhdo de vezes maior que o do gel, e por isso
sua deformacdo pode ser desprezada. O deslocamento € feito com um micrémetro,
gue néo foi representado na Figura 10. Ao ser deformada, a gota de hidrogel sofre
uma forca do bastdo, de médulo F, que é transferida para a balanca que passa a
exercer também sobre o hidrogel uma forca de mesmo maodulo, mas em sentido
contrario. A leitura da massa da balanca Am, multiplicada pela aceleracdo da
gravidade fornece a intensidade da for¢ca usada para deformar o hidrogel, F = gAm.

A dependéncia da intensidade da forca F com a deformacédo aplicada d é
dada por (Landau e Lifshitz, 1986):

B e JRa 2

9
onde R € o raio aproximado da gota de hidrogel. Usando as medidas de forga por
deformacédo da gota de higrogel e também os valores medidos para seu raio em

cada condicao estudada, o modulo de Young é determinado.
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3.10 Anélise Estatistica

A comparacdo das dimensfes (altura e diametro) observadas nas gotas de
alginato, foi representada como a média para os dias 0, 1, 14 e 28 do experimento.
Para cada dia, 10 gotas (Ngota = 10) foram medidas. Ao final, foram calculadas as
médias (medida de posi¢cdo dentro da concentracdo de dados de uma distribuicéo) e
os desvios padrédo (medida de disperséao estatistica).

Para tanto, o software estatistico R (Team R, 2014) (Versdo 3.3.1 para
Windows) foi utilizado e seus respectivos pacotes ggplot2 (Wickham, 2009) para a
formulacéo dos graficos.

Para formulacéo dos graficos usados no experimento do médulo de Young, foi

usado o software GraphPad Prism (Versdo 7 para Windows).
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4. RESULTADOS
4.1 Isolamento de condroécitos in vitro e encapsulamento em alginato de sodio

Com o intuito de estabelecer o cultivo dos condrdcitos in vitro, fragmentos
osteocondrais obtidos de descartes cirdrgicos de artroplastia total de joelho foram
coletados e levados ao laboratério. Os condrdcitos isolados foram plaqueados em
garrafas de 75 cm? para o cultivo e expansao até sua confluéncia (Figura 11). Apds
a confluéncia, os condrécitos foram tripsinizados e embebidos em solugdo de
alginato de sodio a 2%. O processo de gelificagdo do alginato de sédio é instantaneo

e gera uma estrutura em formato de gota (Figura 12).

Figura 11. Fotomicrografia de condrocitos aderidos ao poliestireno. Condroécitos
confluentes na garrafa de cultivo celular de 75 cm?, ap6s 7 dias de isolamento do tecido.
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Diametro

Figura 12. Fotomicrografia da gota de alginato de sddio contendo condrocitos
encapsulados. Morfologia da gota de alginato de soédio gelificada, apds entrar em contato
com cloreto de calcio.

4.2 Avaliagcao da viabilidade dos condrocitos cultivados em monocamada e em

alginato de sodio

A mensuracdo da viabilidade celular é importante para que seja avaliada a
adaptacdo dos condrdcitos ao hidrogel. Para tal, usamos o ensaio por Live and
Dead® para monitoramento da populagéo celular. Este ensaio combina reagentes
fluorescentes para se obter duas coloracfes: células vivas em cor verde e células
mortas, ou seja, com permeabilidade da membrana plasmética alterada, em cor
vermelha.

Na avaliacdo dos condrécitos cultivados em modelo de alginato de sédio, as
células vivas sao identificadas em virtude da atividade de enzimas intracelulares que
catalisam a reacdo de hidrélise das ligacdes éster, as esterases, gerando assim a
fluorescéncia verde e a exclusdo do corante vermelho. Ja as células mortas séo
diferenciadas por duas maneiras i. pela auséncia da atividade da esterase e ii.
devido a alteracdo da integridade da membrana plasmatica pela morte celular, que
permitira a passagem da substancia e acarretara na emissao da coloracéo vermelha

(Figura 13).
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Figura 13. Ensaio de viabilidade celular por Live and Dead. Imagem representativa da
populacdo de células vivas, cultivadas em alginato de sddio até o 28° dia (A). Populacdo de
células mortas, cultivadas em alginato de sédio até o 28° dia (B). Sobreposicao das imagens
A e B (C). Grafico demonstrativo da porcentagem de células vivas e mortas, demonstrando a
quantidade superior de células vivas em relacéo as mortas (D). n = 17.

Com este ensaio, notamos uma predominancia da marcacdo verde nas
células presentes nas culturas em alginato por 28 dias, em relacdo as células
marcadas em vermelho, indicando que nestas culturas ha mais células viaveis do
gue células mortas. A quantificacdo desta marcacao indicou que 95,3 + 0,38% das
células eram viaveis, enquanto apenas 4,6 + 0,38% do total de células eram células

mortas.
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4.3 Avaliacdo histologica das gotas de alginato de sodio

Uma vez constatado que os condrdcitos apresentavam alta viabilidade
quando cultivados em alginato de sodio, e que o biomaterial estava integro,
analisamos histologicamente as gotas de alginato de sodio.

Através da andlise dos cortes, apos coloracdo com hematoxilina e eosina, foi
possivel observar um tecido com aspecto amorfo, bem semelhante ao da cartilagem
hialina, com células bem compartimentalizadas em lacunas envolvidas por matriz

extracelular (Figura 14 A e B).

Figura 14. Anélise histolégica de uma cartilagem hialina e alginato de sédio. Coloracdo
com hematoxilina e eosina da zona proliferativa da cartilagem (A) e da gota de alginato de
sédio (B). Coloracdo com safranina-O da zona proliferativa da cartilagem (C) e da gota de
alginato de sodio. Aumento de 20x (A e B) e 40x (C e D).

Além disso, observamos que a matriz extracelular expressa pelos condrécitos
encapsulados pelo hidrogel de alginato de sodio é rica em proteoglicano, como
evidenciado pela coloracdo com safranina-O (Figura 14 C e D).
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4.4. Avaliacdo morfoldgica e estrutural das gotas de alginato de sodio

Foi realizada a microscopia eletrénica de varredura em 8 gotas do 1° dia de
cultivo e do 28° dia de cultivo, para observarmos a célula, o tecido e a influéncia que
ambos exerceram ao outro durante essa janela de tempo. Na figura 15 A,
observamos a morfologia da gota de alginato de sédio desidratada, que havia sido
cultivada por apenas 24 horas. Foi observada uma alteracdo expressiva nas
dimensdes da gota quando esta foi desidratada e sua superficie externa apresentou
um aspecto mais uniforme e regular. Na figura 15 B, C e D, rompemos uma gota de
alginato de sodio para expor seu interior e pudemos observar os condrocitos
ancorados a estrutura matricial do hidrogel. As células apresentavam morfologia
arredondada e formato regular, e se encontravam dispersas na matriz do hidrogel.

Foi possivel observar, ainda, poucos componentes na superficie das células.

Figura 15. Analise por microscopia eletrénica de varredura das gotas de alginato de
sodio com um dia de cultivo. Gota de alginato de sodio desidratada, com 1 dia de cultivo
(A). Condrocitos ancorados na matriz interna do hidrogel (B e C). Condrocito apresentado
pouca expresséo de matriz extracelular (D).
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Na microscopia eletrénica de varredura realizada nas gotas cultivadas por 28
dias, observamos uma morfologia diferente da observada no 1° dia de cultivo. A gota
apresentava caracteristica irregular em seu exterior (Figura 16 E). Rompemos uma
gota de alginato de sédio para expor seu interior e pudemos observar que o0s
condrdcitos estavam completamente circundados por componentes filamentosos e ja
ndo era possivel visualizar a célula. Os componentes filamentosos no exterior das

células se conectavam a estrutura do alginato e pareciam produzir um efeito de

ancoragem (Figura 16 F, G e H).

Figura 16. Andlise por microscopia eletrénica de varredura das gotas de alginato de
sodio com 28 dias de cultivo. Gota de alginato de sédio desidratada, com 28 dias de
cultivo (E). Condrdcitos embebidos na matriz interna do hidrogel (F e G). Condrdcito
apresentado intensa expresséo de matriz extracelular (H).
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4.5. Andlise da elasticidade das gotas de alginato de sédio

As andlises para caracterizacdo da forma das gotas do hidrogel de alginato
tiveram inicio imediatamente apos a confec¢céo dessas, medindo suas dimensdes ao
longo do tempo para que fosse possivel avaliar possiveis alteracbes ao longo do
periodo de cultivo (Figura 17).

Altura
== Didmetro
31

Dimensao das gotas de alginato de
sodio
(mm)

0 7 14 28
Dias de cultivo

Figura 17. Dimensdes das gotas de alginato de sédio até 28 dias de cultivo celular. E
possivel observar um aumento na dimensédo das gotas, comparando o dia de confeccao do
hidrogel (0) até o ultimo dia de anélise (28). n=10

Foi possivel observar um aumento nas dimensdes das gotas, comparando o
dia de confeccédo do hidrogel (0) até o ultimo dia de andlise (28). As gotas tiveram
seu volume aumentado com o tempo em cultura.

Para avaliarmos se houve variagcédo na elasticidade do biomaterial ao longo do
tempo, desenvolvemos uma metodologia para medir o médulo de elasticidade das
gotas, denominado mdodulo de Young.

Propusemos um ensaio de elasticidade baseado na aplicacdo de uma
deformacéo a gota de hidrogel e na medida do modulo da forca necessaria para
produzir essa deformacao (ver Materiais e Métodos). Um resultado do ensaio de
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elasticidade obtido para uma gota de hidrogel com um dia de cultura é apresentado
na Figura 18.
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Figura 18. Ensaio de elasticidade. Gréafico de forca por deformagédo para uma gota de
alginato com um dia de cultivo. Regido sombreada corresponde a regido de andlise para
determinacdo do modulo de elasticidade.

Trés regibes podem ser distinguidas na curva de forca do ensaio de
elasticidade. Na primeira delas, a esquerda da regido sombreada na Figura 18, o
aumento e diminuicdo da forca sao interpretados pela interacdo da gota de hidrogel
de alginato com o excesso de agua do meio no qual ela foi embebida. A partir de
deslocamentos maiores que 50 um a gota comeca a se deformar e a forca aumenta
com a deformacdo até que seja atingido um valor maximo (regido sombreada na
Figura 18). Apés atingido um maximo a forca passa a diminuir com a deformacéo,
efeito que foi identificado com o aparecimento de fraturas na gota. A gota, a partir
desse ponto, perde a integridade (regido a direita da area sombreada).
A andlise da regido sombreada € mostrada na Figura 19. O médulo de Young
E é obtido a partir de um ajuste nao linear dos resultados experimentais ao modelo

descrito pela Equacgéo 2 utilizando o programa Kaleidagraph. O valor do modulo de
Young encontrado para o caso descrito na Figura 19 foi de E = (246 + 3)kPa

48



0.006

0.005

0.004

e ).003

0.002 //
0.001 /

TN

5 5

810° 910

d(m)

710 0.0001 0.00011

Figura 19. Anélise do ensaio de elasticidade. Para esta situacdo, correspondendo ao
primeiro dia de cultura, foi encontrado um moédulo de Young E = (246 + 3)kPa .

Ensaios de elasticidade foram realizados para gotas de hidrogel no primeiro
dia de cultivo e também para gotas no vigésimo oitavo dia. Os resultados podem ser

vistos no grafico apresentado na Figura 20.
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Figura 20. M6dulo de elasticidade das gotas de hidrogel de alginato de sédio. As gotas
de alginato apresentam-se menos rigidas apos 28 dias de cultivo p < 0,05 (Test t-Student).
Barras de erro correspondem ao erro padréo da média. N = 17.
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Para as gotas de hidrogel de alginato, ap6s 28 dias com as células em

cultura, encontramos E - (181 +11)kPa . Para as gotas de hidrogel de alginato,

28 dias

apos um dia de cultura encontramos E,, = (230 +14 )kPa . ApOs 28 dias, as gotas se

1ldia
apresentam levemente menos rigidas que no primeiro dia. Os resultados sé&o

estatisticamente diferentes com p < 0,01.

50



5. DISCUSSAO

O conjunto de dados obtidos neste trabalho nos permitiu avaliar o
encapsulamento de condrécitos por um hidrogel gerado a partir do alginato de sdodio.
Este sistema possibilita 0 desenvolvimento e a manutencdo dos condrécitos in vitro,
representando, assim, um modelo de cultivo eficaz para estas células.

Cultivar células em sistema tridimensional fornece um bom modelo para
investigar a atividade do metabolismo celular frente aos diferentes tratamentos
existentes (Weigelt et al., 2010; Vinci et al., 2012). Alguns estudos tém demonstrado
a importancia de se cultivar células em um ambiente tridimensional. Erickson e
colaboradores, em 2009, avaliaram a diferenciacdo de células tronco mesenquimais
em condrdcitos, usando um hidrogel de acido hialurbnico. Neste sistema, eles
observaram que os receptores das células poderiam interagir melhor com o &cido
hialurénico e influenciar a diferenciacdo celular. Além disso, outros fatores foram
responsaveis por acentuar a condrogénese, como as propriedades mecanicas, a
quimica do material, um microambiente biologicamente funcional e interacdes
celulares (Erickson et al, 2009).

A viabilidade celular € um dos principais parametros para se desenvolver um
modelo in vitro para cultivo de células (Shih-Feng et al., 2010). Como demonstrado
por Hoshikawa e colaboradores, em 2006, cada tipo de hidrogel exerce uma
influéncia na manutencgéo da viabilidade condrocitica. Ao analisarem e compararem
os condrécitos encapsulados por gel de colageno e condrdcitos encapsulados por
gelatina, os pesquisadores observaram que o gel de coldgeno havia encolhido um
dia ap6s o encapsulamento dos condrécitos (Hoshikawa et al., 2006). No entanto,
apesar da mudanca no tamanho do gel de colageno, o nimero de células viaveis foi
maior neste modelo de cultivo do que no sistema de cultivo com gelatina. Em nosso
modelo, através do ensaio por Live and Dead, conseguimos quantificar a viabilidade
das células presentes nas gotas de alginato de sédio cultivadas por 28 dias. Como
resultado, observamos que o numero médio de células que permaneceram vivas foi
significativamente maior do que o niumero médio de células mortas. Sendo assim,
nossos resultados demonstram que, como observado nos outros tipos de hidrogéis,
€ possivel cultivar condrocitos em alginato de sodio por um longo periodo de tempo,

mantendo niveis elevados de viabilidade celular.
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A capacidade da cartilagem articular de resistir aos esforgos altamente
repetitivos, provocados pelo movimento, depende da estrutura e composicéo de sua
matriz extracelular (Whitesides, 2001). Os condrocitos sintetizam os componentes da
matriz e a atividade metabdlica dos condrécitos é regulada pela carga mecanica ao
qual tecido é submetido (O’Conor et al., 2013). Os proteoglicanos sdo mondémeros
proteicos altamente glicosilados e, na cartilagem articular, representam o segundo
maior grupo de macromoléculas presentes na matriz extracelular, representando de
10% a 15% do seu peso (Heinegard e Sommarin, 1987). A cartilagem articular
possui uma variedade de proteoglicanos que sao essenciais para a homeostasia do
tecido, incluindo a agrecana, decorina, biglicana e fibromodulina (Hsueh et al.,
2016). O maior em tamanho e mais abundante em peso, € a agrecana, um
proteoglicano que possui mais de 100 cadeias de sulfato de condroitina e de sulfato
de queratina (Bernhard e Panitch, 2012). Os proteoglicanos séo caracterizados pela
ndo agregacao e por sua capacidade de interagir com o colageno, formando uma
cito arquitetura fundamental para alicercar a cartilagem articular (Roughley, 2006).

A estrutura do alginato de soOdio apresenta caracteristicas morfolégicas
semelhantes a matriz presente na cartlagem hialina articular, sendo esta
homogénea e amorfa. A coloragdo com safranina nos permitiu avaliar a presenca de
proteoglicanos na matriz extracelular nas gotas de alginato de sédio, pois este € um
dos componentes de maior predominancia da matriz extracelular dos condroécitos
articulares. Andrade e colaboradores, em 2011, demonstraram que as moléculas de
glicosaminoglicanos ndo tém afinidade pela matriz interna do alginato de sodio e, por
iSs0, se concentram no exterior da gota (Andrade et al., 2011). Esse fato nos impediu
de realizar uma coloracdo com azul de alcian, um corante especifico para marcagao
dos glicosaminoglicanos. Os autores consideraram este um ponto positivo para
acelerar a neoformacéo de tecido no local em que as gotas fossem possivelmente
enxertadas, pois o hidrogel de alginato de sédio estaria liberando macromoléculas e
componentes fundamentais para o desenvolvimento tecidual (Zhanpeng et al., 2013;
Amini et al., 2012; Ma et al., 2008).

No sistema de cultivo em alginato de sodio, também foi possivel observar
condrocitos agregados e células bem dispersadas pelo tecido, caracteristica tipica

dos condrécitos presentes na zona de transigdo da cartilagem hialina articular. Além
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disso, as células se alocaram em suas lacunas, os condroplastos, constituidas no
interior da matriz extracelular.

O encapsulamento de células usando o alginato de sédio é usado para outros
tipos celulares, além dos condrécitos (Hunt e Grover, 2010). Isso porque o gel criado
a partir do alginato apresenta uma série de caracteristicas favoraveis e manipulaveis
que possibilitam o cultivo de, por exemplo, queratindcitos e fibroblastos (Hunt et al.,
2009). Hunt e colaboradores observaram que houve degradacdo do gel de alginato,
mas nado por mecanismo celular, visto que células de mamiferos ndo possuem
alginase (Shoichet et al., 1996). Os pesquisadores relacionaram esse fato a possivel
troca entre os ions de calcio, responsavel pela gelificacdo, com ions monovalentes,
presentes na solucdo do meio de cultivo. No entanto, os pesquisadores
concordaram que esse processo de desintegracdo seria positivo, uma vez que seria
possivel dar lugar aos componentes celulares com a saida do biomaterial. Em nosso
estudo, ndo observamos degradacao espontanea da gota de alginato de sédio.

Outro tipo celular que apresentou resultados satisfatérios ao ser encapsulado
pelo gel de alginato foi o hepatocito, como demonstrado por Khattak e colaboradores
(Khattak et al., 2007). Além de ter demonstrado a eficiéncia do alginato em hospedar
células do figado, os pesquisadores demonstraram a facilidade em incorporar
adjuvantes técnicos, como uma emulsdo de perfluorcarbono, que € um composto
usado para carrear moléculas de oxigénio (King et al., 1989). Como os hepatdcitos
sdo tipos celulares de alta atividade metabdlica, através dessa modificacdo no
alginato de sodio, Khattak e colaboradores conseguiram aumentar a demanda de
oxigénio para o interior do hidrogel e manter viaveis as células cultivadas.

Ao contrario dos hepatdcitos, os condrocitos necessitam de um ambiente com
baixo teor de oxigénio para manterem suas caracteristicas (Sheery et al., 2012). E
possivel que esta seja a razdo para nao termos observado baixa viabilidade celular,
mesmo em 28 dias. Além da hipdxia, outro fator importante para a manutencdo do
fendtipo e gendtipo condrocitico € o estimulo biomecanico (O’Connor et al., 2013).

Para uma analise morfolégica e estrutural do hidrogel de alginato de sodio,
nos comparamos atraves de microscopia eletrénica de varredura, 8 gotas do 1° dia
de encapsulamento dos condrdcitos e 8 gotas do 28° dia. Com apenas um dia de
cultivo dos condrécitos, pudemos observar com detalhes os aspectos morfolégicos

da gota e, diferentemente da gota de 28 dias, sua superficie exterior apresenta
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menos deformidade e um aspecto menos irregular. As fibras que formam a matriz
interna do hidrogel de alginato de sodio estdo mais visiveis e fragmentadas no 1° dia
e ha poucos componentes extracelulares da matriz. Além disso, os condrécitos nao
estdo devidamente aprisionados em lacunas. Curiosamente, as gotas cultivadas por
28 dias apresentaram morfologia externa diferente das gotas cultivadas por apenas
1 dia. Foi possivel observar filamentos com caracteristica cristalina ao redor de toda
a gotas de alginato de sddio, o que nos levaram a crer ser um extravasamento da de
matriz extracelular produzida pelos condrocitos. Quando rompemos a gota para
expor seu exterior, observamos que as fibras responséveis pela estruturacdo do
hidrogel haviam se mesclado aos componentes da matriz extracelular e
apresentaram uma mudanca significativa, além de ndo apresentarem mais espacos
fragmentados, como no 1° dia de cultivo.

Uma das caracteristicas que favorece o uso de determinado biomaterial na
bioengenharia de tecido é sua propriedade biomecénica e no caso da cartilagem
hialina articular, cada segmento da sua estratificacdo possui uma propriedade
biomecanica diferente da outra. Para avaliarmos a capacidade das gotas de alginato
de resistir as forcas de tensdo e compressao, nés desenvolvemos uma metodologia
para empregar uma forca nas gotas até que estas se rompessem. No dia de cada
andlise, nés coletivamos em torno de 20 gotas para realizar o experimento do
modulo de Young. Apesar de separarmos 20 gotas, usavamos apenas 15, pois
algumas ndo resistiam ao deslocamento e acabavam se desintegrando. A
comparacao dos resultados obtidos no ensaio de elasticidade entre as gotas de 1 e
28 dias indicaram uma diminuicdo pequena do modulo de elasticidade das gotas,
guando comparamos os resultados obtidos para 28 dias de cultivo com o primeiro
dia. Além disso, ap6s 28 dias, a gota apresentou-se mais quebradica. Esse efeito
pode ser uma consequéncia da mudanca estrutural nas fibras do alginato,
observada na microscopia eletrénica de varredura.

Uma variavel importante para se executar o calculo do médulo de Young é a
dimensado do biomaterial. Com o auxilio de um paquimetro, nés medimos 15 gotas
no 1°, 14° e 28° dia e pudemos observar que o hidrogel estava em expanséo. Nao
podemos afirmar que esse aumento nas dimensdes do biomaterial se deve
exclusivamente a producdo de matriz extracelular pelos condrdcitos presentes na

gota de alginiato. E possivel que a propria difusdo de liquidos e componentes para o
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interior do alginato tenha contribuido para o aumento do seu tamanho, tal como a
expressao de matriz. Isso demonstra a flexibilidade do hidrogel e sua capacidade de
alterar seu tamanho e formato.

E possivel produzir e mimetizar um microambiente controlado propicio para o
tipo celular que se deseja cultivar. Como quase todas as células séo circundadas por
matriz extracelular, em um molde 3D no ambiente in vivo, a cultura de células em
monocamada acaba néo reproduzindo com fidelidade estas condi¢cées. No caso dos
condrécitos, estar em um ambiente que proporcione sua producdo de matriz
extracelular € fundamental para o seu desenvolvimento. Dashtdar e colaboradores,
em 2011, levantaram a hipétese de que o fenétipo condrocitico, bem como a
condrogénese, estaria relacionada com a morfologia das células encapsuladas e o
formato arredondado da gota de alginato de sddio pode ajudar no processo de
diferenciacéo celular (Tuan et al., 2003).

Devido as propriedades fisico-quimicas do hidrogel de alginato de sédio, ele
tem sido usado como um sistema de liberacéo de farmacos (Giovagnoli et al., 2010).
Isso nos possibilita fazer um paralelo e imaginar uma acéo paracrina de fatores
liberados pelos condrécitos encapsulados, em um possivel uso na bioengenharia
tecidual, tanto como modelo de estudo, quanto para o reparo de uma lesdo no
tecido. A gota de alginato de sédio tem uma caracteristica visco-elastica intrinseca e
sua organizacao estrutural possibilita a variacdo do seu tamanho, sem comprometer
sua estabilidade (Thornton et al., 2004), permitindo, assim, que os condrécitos sejam
capazes de receber estimulos mecanicos adequados, responsaveis por modular sua
atividade natural (Angele et al., 2004).

Futuros estudos serdo necessarios para responder algumas perguntas, como:
o0 que de fato tera causado a alteracdo na estrutura das fibras do alginato? O que
sdo os filamentos observados na microscopia eletrénica de varredura apos 28 dias
de cultivo? Os condrécitos proliferam quando estdo encapsulados pelo hidrogel de
alginato?

O alginato como um biomaterial para encapsular os condrécitos € uma
metodologia promissora para estudar a atividade dos condrdcitos e demonstrou ser
um bom modelo de cultivo em 3 dimensdes, possibilitando futuros estudos de formas

terapéuticas que tenham a cartilagem como alvo.
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6. CONCLUSAO

6.1. O cultivo de condrdcitos em hidrogel de alginato de sédio manteve a viabilidade

celular ao longo do tempo de cultivo;

6.2. Os condrdcitos encapsulados pelo hidrogel de alginato de sédio apresentam

uma caracteristica histologica semelhante a cartilagem hialina articular;

6.3. Os condrécitos encapsulados na gota de alginato de sodio apresentavam
elevada sintese do que pareceu ser matriz extracelular, apds 28 dias de cultivo;

6.4. As gotas de alginato de sodio cultivadas por 1 dia apresentaram uma rigidez

levemente maior do que as gotas cultivadas por 28 dias;

6.5. As dimens@es das gotas de alginato de s6dio aumentaram ao longo dos dias de

cultivo e ap0s 28 dias foi observado alteracé@o na integridade do hidrogel.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resolucdo do Conselho Nacional de Sadde n® 466 de 12/12/2012)

Vocé estad sendo convidado para participar da pesquisa “CRIACAO DE UM MODELO
EXPERIMENTAL PARA TESTES PRE-CLINICOS EM CONDROCITOS ARTICULARES IN
VITRO”, que ajudard na compreensao da artrose do joelho, com o objetivo de melhorar o diagnostico
e tratamento. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua

recusa nao trard nenhum prejuizo em relacéo a sua cirurgia e ao seu tratamento no hospital.

Durante seu procedimento cirdrgico, sera retirada uma parte de seu fémur ou do seu joelho, e
implantada uma proétese nesse local. A porgdo retirada (denominada fragmento ésseo do joelho ou
tecido sinovial do joelho) ndo podera mais ser aproveitada por vocé ou por nenhum outro paciente,
mas podera ser utilizada para fins de pesquisa. Assim, pedimos sua autorizagdo para utilizar a porcao

retirada na sua cirurgia em nossa pesquisa.

\Vocé receberd uma via deste Termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento.
N&o existe risco relacionado com sua participacdo nesta pesquisa, ndo havendo qualquer possibilidade

de prejuizo para voceé.

Os beneficios relacionados com a sua participacdo remetem ao ambito académico cientifico,
contribuindo com a aquisigdo de conhecimento da humanidade, sendo estritamente académicos e ndo
pessoais.

As informacgdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo (o
pesquisador substituira seu nome por um numero, a fim de proteger e assegurar sua privacidade). \océ
recebera uma via deste Termo onde consta o telefone e o endere¢o do pesquisador principal, podendo

tirar suas davidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento.

\océ gostaria de ser comunicado, caso as amostras doadas por vocé, forem utilizadas em outro

Projeto de Pesquisa?

Sim [_] Néo [ ]
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Pesquisador responséavel: Diego Pinheiro Aguiar
Contato com o pesquisador responsavel:
Endereco: Avenida Brasil, 500 — Anexo 4, Térreo
Telefone: (21) 2134-5057

e-mail: daguiar@into.saude.gov.br

Assinatura do pesquisador responsavel

Em caso de duvida quanto a condug&o ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa do INTO.

Endereco: Avenida Brasil n® 500, 9° andar — sala n° 4 — Séo Cristdvado — Rio de Janeiro — RJ — CEP:
Telefone: 21 2134-5000

e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

“Declaro que entendi os objetivos e condi¢bes de minha participacdo na pesquisa e concordo em
participar.”
Sujeito da pesquisa: nome do sujeito

Assinatura do sujeito da pesquisa
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