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Primary culture of fibrocondrocytes from rabbit knee joint meniscus.
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RESUMO

Estudos envolvendo a obtencéo de fibrocondrécitos em cultura no Brasil sdo escassos. Este trabalho
descreve a cultura priméria de fibrocondrécitos de menisco cultivados em alta densidade com algumas
modificacBes nos métodos de extracdo jadescritos naliteratura, com o intuito de obter um maior nimero
de célulasviaveis paracultivo celular. Foram utilizados meniscos de coelhos New Zealand com 120 dias.
Os meniscosforam cortados e tratados com 2mg/ml de colagenase diluidaem meio DMEM (meio de Eagle
modificado por Dulbeccos) contendo 10% de SFB sob agitacdo durante trés horas a 37°C. Os
fibrocondracitosforam cultivados em altadensidade (1x10%cm?) em frascosdeculturaT25 emmeio DMEM
suplementado com 10% de SFB. As células atingiram a confluéncia celular ap6s o 15° dia de cultivo e
sintetizaram suamatrix extracel ular evidenciadapelacoloracgo com azul detoluidina A curvade crescimento
mostrou que os fibrocondrécitos duplicaram 2,5 vezes. A cinética de incorporagéo de sulfato radioativo
nos glicosaminoglicanos sintetizados pel osfibrocondrécitos“in vitro” foi constante. Osfibrocondrécitos
cultivados em alta densidade celular apresentaram aspectos ultra-estruturais semelhante as células “ in
Vivo'.

Palavra-Chave. culturade cé ula, menisco, fibrocondrécitos.

ABSTRACT

The present study describes a primary culture of meniscus fibrocartilaginous tissue cultivated in high
density technique. Cells were isolated from menisci fibrocartilaginous from 120 days-old New Zealand
whiterabbits. Menisci werefinely minced , and treated with 2mg/mL collagenasein DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) containing 10% FSC (fetal calf serum) in a shaker for three hours at 37°C.
Fibrochondrocyte cells were seeded at high density (1x10° cells/cm?) in T25 flasks containing DMEM
supplemented with 10% FCS. Nearly 80% of cellsattached to theflask , and after culturing for five daysthe
cellswereuniformly displayed asan el ongated, fibrobl asti c-like morphol ogy. The cells showed confluence
after approximately 15 daysof culture, and produced sufficient extracellular matrix which could be evidenced
by the appearance of toluidine blue metachromasia. No morphological changes were observed in
fibrochondrocytes during cells growing. Thefibrochondrocytes cells growth rate increased 2.5 fold , and
attained to the stationary phase. During seven days, the newly glycosaminglycans synthesizing cells, the
rate of total synthesisof glycosaminglycanwashigh, and it remained stable after monolayer cellsconfluency.
Ultrastructural morphology of monolayer cells after culturing for eight days was identical to typical
fibrochondrocyte in vivo.
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INTRODUCAO

A fibrocartilagem é um tecido conjuntivo avascular,
formado por poucas células e umagrande quantidade de matriz
extracelular constituida principalmente de colageno e
proteoglicanost. As células que formam afibrocartilagem sao
chamadas de fibrocondrdcitos, similares aos condrécitos das
cartilagens hialina e elastica?®. Os fibrocondrécitos daregido
superficial (préximos a superficie articular) sdo ovais ou
ligeiramente fusiformes, com poucos processos celulares,
enquanto que os fibrocondrocitos da regido central (imersos
na matriz extracelular) sdo mais ovais, situados dentro de
lacunas, com intensos processos celulares liberados dentro
da zona pericelular amorfa. Ambos contém reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi bem desenvolvidos,
enguanto as mitocondrias sdo ocasionalmente observadas,
sugerindo assim que, como os condrécitos das cartilagens
articulares, osfibrocondrécitos obtém suaenergiapor glicolise
anaerébica. A suamatriz extracelular € formada principal mente
de colégeno e proteoglicanos. O colégenodotipo | €o principal
colégeno encontrado na matriz* e em menor quantidade dos
outrostipos de colageno (111, V, V1) Além do colageno, existe
uma grande quantidade de proteoglicanos do tipo agrecam e
decorim®s?7,

Os fibrocondrécitos mantém o equilibrio da matriz
extracel ular através dos mecanismos de sintese e degradacgéo.
Quando o equilibrio é alterado, afuncéo dafibrocartilagem é
prejudicada possibilitando o surgimento de osteoartrite
precoce®. Com o desenvolvimento das técnicas da culturade
tecidos de mamiferos abriu-se uma nova fronteira nas
pesquisas cientificas. Em 1994, Brittberg et al.° utilizando
culturade células de cartilagem realizou o primeiro transplante
autélogo de células em pacientes com lesdo na cartilagem.
Na Ultima década com o desenvolvimento de técnicas de
engenharia de tecidos onde aregeneracéo de 6rgéos e tecidos
vivos é realizada pela dissociagéo e cultivo de tecido do
proprio paciente sobre suportes biolégicos ou sintéticos,
conhecidos como scaffolds (suportes, matrizes
tridimensionais, arcaboucos, estruturas, etc), para
posteriormente serem reinseridos no paciente. Recentemente,
resultados promissores foram obtidos utilizando o colégeno
e polimeros como matriz extracelular para o crescimento de
fibrocondroécitos!t®!t .

Entretanto, para a realizag8o dos estudos acima citados
€ necessario a obtencdo de fibrocondrdcitos viaveis para o
crescimento celular “in vitro” e que sintetizem uma matriz
extracelular semelhante aos fibrocondrocitos “in vivo’. Os
fibrocondrécitos tém sido cultivados utilizando-se duas
metodologias: adescritapor Green et a.*2 que utilizaadigestéo
enzimética em série: hialuronidase, tripsina, colagenase e a
descrita por Benya et a.** na qual a digestéo enzimética é
realizada usando uma solucéo de colagenase em baixa
concentragdo de CO,, que resulta na obtengéo de 90% de
condrocitos do tecido articular. O objetivo deste estudo foi a
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padronizacdo de uma metodologia para a obtencéo de
fibrocondrocitos em cultura e sua utilizag8o para diversos
estudos metabdlicos e terapéuticos.

MATERIAIS E METODOS

M eniscosde Coelhos

Os meniscos (lateral e medial) de trés coelhos New
Zeadland com 120 dias foram removidos da articulagdo dos
joelhos. Apbsaremaogao, os meniscos foram lavados em solugéo
salina tamponada, pH 7,5 com gentamicina (40mg/L) para
completa remocdo do liquido sinovial. O tecido foi
cuidadosamente dissecado para assegurar a completa remogéo
de toda a sindvia e tecido capsular aderente. A remoc&o dos
meniscos foi realizada dentro das normas preconizadas pelo
Comité de Eticade Manipulago de Animais.

CulturaPrimaria

M eni scos de coel hos foram col ocados em meio minimo
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, USA) em
solugéo salina balanceada de Earle, livre de sulfato,
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB)
(Gibco, USA).

Os meniscos foram picados em pedacos de
aproximadamente (0,3x0,3) cm elavados duas vezes no proprio
meio de culturacontendo 40mg/ml de gentamicina(Sigma, USA).
Osfragmentos do tecido foram incubados a 37°C sob agitacdo
numa solucdo de 2mg/mL de colagenase tipo | (Gibco, USA)
emmeio DMEM com 10% SFB pH 7,2 durantetrés horas. ApGs
este periodo, 0 meio contendo os fibrocondracitos liberados
damatriz foram colhidos e ao tecido n&o digerido foi adicionada
novasolugdo de colagenase. A amostrafoi incubadanovamente
a37°C durantetréshoras. Osfibrocondrdcitos, obtidos de cada
extracdo, foram filtrados em tela de nylon para remover os
fragmentos nao dissolvidos e mantidos em banho de gelo até a
completaextracdo daamostra.

Ascélulasforam lavadas duas vezesem meio de cultura
a 1000 x g por 10 minutos. Apds a lavagem, as células foram
gentilmente ressuspendidas em DMEM com 10% de SFB sem
antibidtico e semeadas em garrafas de cultura de células de
25cm?(Costar, Falcon) naconcentracdo de 1x10° células/cm?. A
viabilidade celular foi quantificada com o corantevital azul de
tripan (0,5% em sol ugdo fisiol gica) em cdmarahemocitométrica
As culturas celulares foram mantidas a 37° C em atmosfera
Umidacom 5% de CO, . O crescimento celular foi acompanhado
por observacdo diariaem microscopio invertido.

EstudosM orfol6gicos
MicroscopiadeFase

Asculturasde células em semi-confluénciae confluentes
foram examinadas e fotograf adas rotineiramente no microscopio
Zeiss em microscopia de fase utilizando um filtro verde como
contraste.



Figueiredo, CA; Joazeiro, PP. Cultura primaria de fibrocondrécitos de menisco de coelho. Rev Inst Adolfo L utz, 64(2):263-268, 2005.

MicroscopiadelL uz

As células da Culturadefibrocondrocitos apés o 3° e o
15° diade cultivo foram coradas pel o corante azul detoluidina.
Antesdafixagdo, o meio de culturafoi cuidadosamenteretirado
eascéulasforam fixadas em 2,0% de glutaral deido em tampéo
fostato de sodio e potassio 0,15M, pH 7,2. A fixacdo ocorreu
por 10 minutos, atemperaturaambiente. A seguir o material foi
lavado em uma soluc&o de lavagem contendo tampé&o fosfato
desbdio e potéssio 0,15M, pH 7,2 durante 15 minutos e corados
durante 10 minutos numa solucéo aguosa de azul detoluidina
0,5%, pH 3,5. Em seguida,o corante foi removido. As culturas
foram lavadas em solucdo de lavagem e imediatamente
observadas e fotografadas em microscépio Olympus no
aumento de 100X.

Andliseultra-estrutural

As culturas celulares em monocamada e cultivadas
durante 07 dias em altadensidade (10°cé ulas/cm?) foram fixadas
para a andlise ultra-estrutural. Antes da fixagéo, o meio de
culturafoi cuidadosamente retirado da monocamada celular e
as células foram lavadas em uma solucdo contendo tampéo
cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 e sacarose 0,2M durante 5
minutos a temperatura ambiente. Ap6s a lavagem, as células
foram fixadas em solucdo de glutaraldeido 2,0% com ou sem
acido tanico 0,1% em tamp&o cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2,
durante 1 hora, a4°C. A seguir o material foi lavado novamente
nasolucédo de cacodilato e pés-fixado em tetréxido de 6smio a
1% em tamp&po cacodilato de sddio 0,1M, pH 7,2, durante 1 hora
a4°C. Asculturasfixadasforam novamente lavadas em solucdo
de cacodilato e novamente incubadas durante 20 minutos em
acetato de uranila 1% em etanol 70% a 4°C. Em seguida, 0
material foi desidratado em gradiente de etanol (do etanol 30%
ao etanol absoluto) durante 1 horae pré-embebido em misturas
de etanol e resina (araldite) durante trés horas. Apds este
periodo, o material foi embebido em resina pura durante 24
horasem estufaa58°C.

Os blocos foram cortados em ultramicrétomo LKB
(Modelo 8800 Ultratomel 1), paraobtencéo dos cortes semifinos
(1um). Para a localizag@o da regi&o a ser estudada e
micrografada, os cortes semifinos foram corados a quente
(aproximadamente 70°C) em solugéo de azul detoluidinal%em
carbonato de sddio 0,23M paraposterior analise em microscopio
optico.

Cortes ultrafinos, prateados, com aproximadamente
70nm de espessura, foram obtidos no mesmo ultramicrétomo e
contrastados por acetato de uranilaa2,0%, durante 30 minutos'®
e por citrato de chumbo a0,5% durante 10 minutost®.

Oscortes ultrafinosforam estudados e fotografados em
um microscépio el etrénico Philips (modelo EM 400).

CurvadeCrescimento

A curvade crescimento foi realizada segundo Freshney.
A cultura priméria de fibrocondrécitos na primeira passagem
foram cultivadas em tubos de culturacelular numaconcentracdo

de 1x10° células/mL em meio DMEM contendo 10% de SFB.
Apos 24 horas de cultivo, o meio foi descartado e as células
foram tratadas com umasolucgo deATV (tripsina0,2% eversene
0,02%). Ap6s o descolamento das células do tubo de cultura
foi feita a contagem de células utilizando-se a camara
hemocitométrica. As contagens celulares foram realizadas
durante o periodo de sete dias consecutivos, com interval os
de 24 horas. Diariamente foram contados trés tubos, sendo
calculado amédiadiariaquefoi utilizadaparaaelaboragéo da
curvade crescimento.

Calculodac€ficiénciadeplagueamento em substrato sdlido

A metodologiarealizadaparao calculo daeficiénciade
plagueamento em substrato solido foi descrita por Freshney.
Culturas primarias cultivadas em garrafas de culturade células
de 25cm?(Costar, Fal con) naconcentragéo de 1x10° células/cm?
apos a confluéncia celular foram tratadas com uma solugéo de
ATV (tripsina 0,2% e versene 0,02%). ApGs o descolamento
dascélulasda garrafadeculturafoi feitaacontagem decélulas
utilizando-se a cAmara hemocitométrica. As células foram
semeadas em duplicata, em placas de Petri de 20cm? de érea,
nas concentragdes de 25, 50, 125 e 250 células/cm? e incubadas
a 37°C em ambiente de 5% de CO., por oito dias em meio de
culturaDMEM contendo 10% SFB e meio condicionado, que
foi obtido do crescimento de células dipléides de pulméo de
feto humano filtrado em membranas de 0,45uM (Millipore
Ind.Com) diluido 1:1em DMEM contendo 10% SFB. Apdseste
periodo, 0 meio de cultura foi desprezado e as células foram
fixadas e coradas com solucéo de violeta de genciana. A
eficiénciado plagueamento foi cal culada, como razdo percentual ,
entre 0 niumero de col 6nias de didmetro maior ou igual a50um
e as concentragfes das células plagueadas. O calculo foi
realizado utilizando aseguinte formula:

E(%) =n° decoléniasformadas x 100
n° de células plagueadas

Cinéticadasintese deglicosaminoglicanos

Os fibrocondrécitos foram cultivados em placas de
Petri numaconcentracdo de 1x10° células/ cm? em meio DMEM
com 10% soro fetal bovino. Apds a confluéncia celular o
meio de culturafoi descartado e as célulasforam realimentadas
com meio de cultura contendo 50 uCi (*S)/mL e incubadas
por 24 horas a 37°C em 5% de CO,. A sintese dos
glicosaminoglicanos foi medida através da taxa de
incorporacdo de sulfato nas moléculas sintetizadas e
agregadas nos compartimentos intracelulares dos
fibrocondrécito emtriplicata. O meio de culturafoi descartado
e ataxa de incorporagéo de *S nos glicosaminoglicanos foi
monitorada no periodo compreendido entre o primeiro e o
sétimo dia apdso pulso. A quantidade de radioatividade foi
feitapelacontagem em liquido de cintilag8o : tolueno contendo
0,5% PPO (2,5 difeniloxasol, Merck, Alemanha) no
espectometro Beckman L S100.
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Congelamento Celular

Visando futuros estudos, as culturas primérias foram
preservadas em nitrogénio liquido a -196°C. O meio de
preservacdo foi constituido de DMEM com 10% de SFB,
contendo 10% de dimetil-sulféxido (DM SO, Sigma, USA).

RESULTADOS

Osfibrocondrécitos recémisolados apartir de meniscos
do joelho de coelhos, pela extracdo enzimética utilizando
colagenase diluidaem meio DMEM com 10% SFB, apresentaram
formas arredondadas em suspensdo. O teste de viabilidade
destas células, realizado com base naincorporagéo do corante
vital azul de tripan, mostrou que 90-95% das células
permaneceram viéveis apos o tratamento enzimético, as
lavagens e filtragdes necessérias ao estabelecimento de uma
cultura primaria. Os resultados mostram que o método de
extracdo foi eficiente e que 90% destas células aderiram ao
frasco de culturaformando coldnias celulares.

O cultivo primario dosfibrocondrécitosfoi iniciado com
a incubagdo de 10° células/cm? suspensas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, isento de
antibi6ticos e mantidas a 37°C em atmosfera imidaem 5% de
CO,. Apds 24 horas de cultivo, foram verificadas col6nias de
células arredondadas que aderiam ao frasco de cultura. A adeséio
celular monitorada por microscopia Optica, mostrou que apos
48 horas, a partir das coldnias de células arredondadas, houve
o surgimento de células eli psbides e estrel adas que aderiam ao
frasco de cultura NaFigura 1A observa-seas células cultivadas
apos 5 dias de cultivo e coradas com azul de toluidina. As
col6nias celulares exibem aspecto elipitico e estrelado, coradas
fortemente pelo azul de toluidina e com grande quantidade de
prolongamentos celulares, intercomunicando células e niicl eos.
Ascéulasatingiram aconfluénciaap6so 15° dia, 0 queresultou
no aparecimento de umamonocamada celular (FiguralB). As
culturas primérias foram subcultivadas somente até a quarta
passagem, indicando a sualimitada capacidade de crescimento
“invitro”.

A curva de crescimento celular da cultura de
fibrocondrocitos mostrou que as células atingiram a maxima
densidade populacional no 4°dia de cultivo e uma densidade
populacional 2,5 vezes comparadaao inicio do estudo (Figura?2).

A influénciadadensidade popul acional namultiplicacéo
dosfibrocondrécitosfoi analisada através da capacidade destas
célulasem formar col6nias (plagueamento), quando cultivadas
em baixa densidade. Observou-se a formagéo de colbnias
apenas nas densidades de 125 e 250 células/cm?. As células
apresentaram uma eficiéncia de plaqueamento nas densidades
de 125 e 250 ao redor de 1 e 3%, respectivamente, quando
cultivadasem meio DMEM; e 5% quando cultivadas usando a
combinagdo dosmeios DMEM e condicionado (v/v). Osindices
obtidos mostram que a multiplicagéo dos fibrocondrécitos “in
vitro” é sensivel avariagdo da sua densidade populacional.
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Figura 1. Fotomicrografias de culturadefibrocondrdcitos no 5°
diade cultivo. As células foram fixadas em glutaraldeido 2% e
coradas com azul de toludina. A. visdo panorémica da cultura
mostrando o aspecto da monocamada antes de atingir a
confluéncia. Aumento 100x. B. notar o0 aspecto elipsdide das
células, amorfologianuclear, o nimero de nucléol os e osgrandes
prolongamentos citoplasméti cos. Aumento: 200x.
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Figura 2. Curvade crescimento da cultura de fibrocondrdcitos
durante 7 dias consecutivos. A contagem decélulasfoi realizada
utilizando-se acémarahemocitométrica



Figueiredo, CA; Joazeiro, PP. Cultura primaria de fibrocondrécitos de menisco de coelho. Rev Inst Adolfo L utz, 64(2):263-268, 2005.

A cinéticadeincorporagéo desulfato radioativo (Na,SO,)
nos glicosaminoglicanos sintetizados pelos fibrocondrdcitos
“invitro” pode ser observadanaFigura3. Ascélulasem cultura
sintetizaram os glicosaminoglicanos com uma velocidade
constante desde o primeiro até o quarto dia, quando foi atingido
umvalor maximo (40 CPM/1000 células) permancecendo estavel
até o sétimo dia. Os fibrocondrécitos cultivados em alta
densidade celular (5x10° células/cm?) apresentaram aspectos
ultra-estruturais semelhante aos das células “invivo” . A andlise
das micrografias eletrénicas dos cortes ultra-finos, obtidos de
col6nias celulares cultivadas durante 8 dias, mostrou que 0s
fibrocondrocitos apresentavam perfil €liptico, com um grande
nlcleo deformato regular, com amaior parte da suacromatina
desespiralizada, sendo a heterocromatina escassa, observada
sempre acolada a superficie interna do envoltério nuclear. O
citoplasma mostrou-se volumoso com uma grande quantidade
de vesiculas e lisosomas secundarios dispersos pelo
citoplasma; como também cisternas do reticul o endoplasmético
granular com material intracisternal e um complexo de Golgi
bastante desenvolvido. As mitocondrias aparecem em niimero
maior e vérias goticulas de lipideos podem ser observadas
(Figuras 4). As culturas primarias continuaram apresentando
alta viabilidade celular ap6s o congelamento em meio de
preservacdo constituido pelo meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e 10% de dimetil-sulféxido, a
temperaturado nitrogénio liquido (-196°C). Frascos contendo
1x10°células/mL foram descongel adas e suaviabilidade celular
realizada com base na incorporac&o do corante vital azul de
tripan mostrou 90% de viabilidade celular.

15

Sintese de glicosaminoglicanos medida pela
incorporagéo de *S (1x10° células/ ml)
V)
o

Dias

Figura 3. Cinetica de incorporagéo de Na,SO, radioativo na
sintese de glicosaminoglicanos pel osfibrocondrécitos“invitro”.
Média da triplicata (cpm/10° células/mL) dos valores obtidos
em triplicatadacontagem em liquido decintilagdo.

DISCUSSAO

O método de extracdo aqui utilizado foi €eficiente para
obtencado de células com 90% de viabilidade celular semelhante
aos resultados obtidos por Green et d.2?2 e Benya e Shafer?. A
grande dificuldade na obtenc&o de células dos tecidos
cartilaginosos é aquantidade de células utilizadas no cultivo, pois
existeumarel agdo diretaentre asintese dasproteinas sintetizadas
paracompor amatriz extracelular, adensidade celular e o fendtipo
celular. Benya e Shaffer?, mostrou que as células cultivadas em
baixa densidade celular apresentam fendtipo fibroblastico com
alteracdo na sintese dos tipos de col&geno e proteoglicanos. Esta
modulacdo pode ser prevenida quando as células sdo cultivadas
emadtadensidadecelular (10°cdulas/cm?). Alémdisso, autilizagdo

48
|

Figurad4. Micrografiasel etronicasdosfibrocondrocitos cultivados
num periodo de08 dias. A: conjunto defibrocondrécitos préoximos
uns aos outros. As células apresentam perfil eliptico ou alongado,
comnucleos(N) decromatinafrouxa. No citoplasma, observam-se
0 abundante reticulo endoplasmético granular (RE), lisosomas
secundérios (L S) egoticulasdelipideos(GL). Aumento: 7.500x.
Em B: micrografiade maior aumento, do fibrocondrécito onde
pode-se notar o nucleo (N), o aspecto filamentoso da
eucromatina e no citoplasma, detalhes do sistema de vesiculas
(V) associado ao transporte entre o reticulo endoplasmatico
granular (RE) e 0 complexo de Golgi(G). Aumento: 16.500x.
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de somente uma enzima para a obtencdo da cultura priméria de
fibrocondrocitos e o tempo de extracéo, permite que o custo sgja
menor em relacdo asmetodol ogiasdescritasnaliteratura Emrdacéo
a morfologia celular, os fibrocondrécitos cultivados em alta
densidade (1x10° células/mL.) apresentaram aformaarredondada,
aderiram agarrafade culturaeformaram coldniasde célulascom
aspecto eliptico e estrelado, com prolongamentos celulares. Estes
resultados também foram obtidos por Graverand et d.” el sodaet
al.’® que mostraram que osfibrocondrdcitos“invivo” e“invitro”
gpresentam prolongamentos cel ularesquefacilitam acomunicagéo
celular e assim, a secrecdo dos fatores de crescimento “in vitro”
queligam-seamatriz extracel ular viaproteoglicanos, influenciando
0 meio ambiente celular. Durante o periodo de 15 diasno qual os
fibrocondroécitosforam mantidosem cultura, no quediz respeitoa
transformagdo celular “in vitro', as caracteristicas morfol dgicas e
as do crescimento celular da cultura ndo sofreram qualquer
alteracdo. Apos a confluéncia celular, as cdulas perderam sua
motilidade e passaram aapresentar contato deinibico celular que
€ observado em culturas primérias. Essas alteracies, descritas por
Abercombie e Heasysman®® demonstram que ascélulas controlam
a sua densidade populaciona de maneira andloga ao sistemade
retroalimentacdo negativo, sugerindo que os fatores de
crescimento e as proteinas da matriz extracelular mantém o seu
microambiente celular, regulando a sua proliferacéo e a
diferenciacdo celular .

Vérios estudos tém demonstrado que os
fibrocondrécitos sdo capazes de proliferar e sintetizar suas
proteinas de matriz extracelular (proteoglicanos e colageno),
entretanto ataxade células aderidas ao substrato celular e a
suataxacrescimento € extremamenteimportante paraaobtencao
da cultura priméaria de fibrocondrocitos!®2212223 Os nossos
dados em relagdo ao célculo da eficiéncia de plagueamento
mostram uma dependéncia dos fibrocondrocitos em relacéo a
sua densidade celular também observado por Webber et al 2%,
Em relacdo adiferencaentre ataxade €ficiénciade plagueamento
utilizando o meio DMEM e o0 meio condicionado, indica que
algunsfatores presentes neste meio condicionado estimularam
o metabolismo dosfibrocondrécitos em cultura. Recentemente,
Pangborn et al.™*. mostraram que o fator de crescimento TGF-
beta (1) pode ser usado paraaumentar aproliferagdo celular ea
sintese de matriz extracelular de fibrocondrécitos cultivados
em monocamada e em polimero. A sintese dos
glicosaminoglicanos foi utilizada como um marcador da
atividade fibrocondrogénicaatravés daincorporacdo de sulfato
nas moléculas de glicosaminoglicanos sintetizados “in vitro”.
Os nossos resultados de sintese de glicosaminoglicanos dos
fibrocondrdcitos estdo de acordo com os resultados obtidos
por outros autores®”222,

A nivel ultra-estrutural osfibrocondrécitos apresentaram
asmesmas caracteristicasdafibrocartilagem “invivo”. Ascéulas
possuem forma oval ou ligeiramente fusiforme, nicleo grande,
goticulas de lipideos no citoplasma, células dentro delacunas e
vérios prolongamentos celulares além da presenca de matriz
territorial einterterritorial como descrito por Ghadially e Ghosh?2,
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Nossos resultados mostraram que utilizando este método
de culturaprimériaosfibrocondrécitosforam capazesdeproliferar
esintetizar assuasproteinas de matriz extracel ular mantendo o seu
fendtipo e, portanto possibilitando o uso em reparagéo tecidual.
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