Rev. Inst. Adolfo Lutz,
62(3): 221 - 226, 2003 ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE

Cultura primaria de condrocitos
articular humana em monocamada

Culture of human articular
chondrocyte in monolayer

Fabio T. KITADAI*
Cristina A. FIGUEIRED®
Suely P. CURT

Luis Eugénio G. LEME
ClaraD.R. CARELU
Marco M. AMATUZZI*

RIALAG/962

Kitadai, F. T. et alCultura primaria de condrdcitos articular humana em monocafReadanst. Adolfo
Lutz, 62(3): 221 - 226, 2003.

RESUMO. O objetivo deste trabalho foi padronizar a metodologia para obtencéo de cultura priméria de
condrécitos de cartilagem hialina articular humana para sua utilizacao em transplante autélogo. Foram
selecionados cinco pacientes do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (I0T-HC-FMUSP) sem doenca degenerativa articular,
com indicacao de cirurgia artroscopica para correcao de afec¢édo do ligamento cruzado anterior do joelho.
Os fragmentos de cartilagem articular pesando aproximadamente 300-500 mg foram colocados em placas
de Petri contendo meio de Eagle modificado por Dulbecco’s (DMEM) gogimlde gentamicina. Cada
fragmento foi cortado e colocado em 2mg/ml de colagenase diluida em meio DMEM com 10% de soro fetal
bovino (SFB). As células foram isoladas e cultivadas em frasco de cultura T25 em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB. As células aderiram ao frasco de cultura apds 24 h e agiasdeultivo as células
apresentavam morfologia elipséide e estrelada. As culturas foram fixadas e coradas intensamente com
azul de toluidina sugerindo que as células iniciaram a sintese de uma nova matriz extracellular. A curva de
crescimento mostrou que a razéo de crescimento foi em torno do segundo e terceiro dia de cultivo, com a
duplicacdo do nimero de células semeadas. As culturas apresentaram alta viabilidade celular apés o
congelamento celular em nitrogénio liquido
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INTRODUCAO Atualmente as culturas de células animais séo utilizadas
em varias areas de pesquisa. Entre as principais aplicacdes,
O tecido cartilaginoso é conjuntivo, avascular, formadéestacam-se o cultivo primario de condrdcitos e sua utilizagéo
células (condrécitos), substancia intersticial (matrigomo transplante aut6logfg'>*314151
extracelular) constituida de fibras e por uma substancia O isolamento e cultivo de condrdcitos a partir de tecido
intermediaria (condromucoide). Ha trés tipos de cartilage@artilaginoso humano foi feito pela primeira vez por Manning et
hialina, elastica e fibrocartilagem, cada uma com caracteristiéd$. No entanto, a metodologia que emprega condrdcitos obtidos
peculiares. “in vitro” para o tratamento de lesBes de cartilagem em seres
A cartilagem hialina, destaque do presente estudaymanos so foi conseguida por Brittberg €haldécada de 90.
apresenta a substancia intersticial com delgadas fibras Neste trabalho, os autores utilizaram condrdcitos, cultivados a
colageno obscurecidas pela substancia fundamenpartir de amostras de cartilagem do proprio paciente, que apds o
(condromucoide). Além desta caracteristica, nos adultos, Gigscimento “in vitro” foram transplantados nas areas lesadas
células apresentam-se em grupos iségenos. Na matriz extraceldigartilagem dos joelhos.
encontram-se fibrilas heterotipicas de colageno formadas pela Os condrdcitos tém sido cultivados utilizando-se duas
associacao de fibrilas de colageno do tipo Il com as moléculag@etodologias: a descrita por Gréeque utiliza a digestdo
colageno do tipo IX e do tipo ¥I'>16, Encontra-se, ainda, umaenzimatica em serie: hialuronidase, tripsina e colagenase; e a
grande quantidade de proteoglicano especifico, o agrecano, @ggcrita por Benya efala qual a digestdo enzimatica € realizada
além de conter os glicosaminoglicanos (condroitim sulfatousando uma solugdo de colagenase em baixa concentracéo de
gueratam sulfato), tem a capacidade de interagir com o acfd@,, que resulta na obtencéo de 90% de condrdcitos do tecido
hialurénico formando assim grandes agregados com masgstcular. Os autores realizaram modificagdes nos métodos de
molecular total ao redor de”KDat’. Outros proteoglicanos de €xtracdo ja descritos na literatura, com o intuito de obter um
menor massa molecular sdo encontrados nas cartilagens hialiRair nimero de células viaveis para cultivo celular.
associados a superficie das fibrilas de colageno. Os colagenos O objetivo desse trabalho foi a padronizagé@o de uma
formam uma rede de macromoléculas resistentes a tengfigodologia basica para o cultivo de condrdcitos de cartilagem
enquanto os agregados de proteoglicanos formam um §éllina articular humana para sua utilizagdo como transplante
hidratado e viscoso, responsavel pela absorcéo das difereatédlogo.
pressfes impostas a cartilagem. i
Os condrécitos mantém o equilibrio da matriz extracelular MATERIAL E METODOS
através de mecanismos de sintese e degradacdo. Quando o
equilibrio é alterado, a fungéo da cartilagem é prejudicada. O  Foram selecionados cinco pacientes do Instituto de
metabolismo do condrécito sofre influéncia de estimuldgrtopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da
mecanicos exercidos sobre a cartilagem, como peso e presséeeyldade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (I0T-
que exercidos sobre a cartilagem estimulam a producéo#e-FMUSP) que se submeteram a tratamento cirdrgico do
proteoglicanos. Porém, quando a cartilagem articular sofe€lho com problemas do ligamento cruzado anterior e que néo

alguma agress&o que provoca ruptura, o processo de reparagiesentavam doencas degenerativas prévias (Tabela 1).
é limitado. Os pacientes foram informados do procedimento
proposto e concordaram em participar do presente estudo.

Tabela 1.Pacientes Triados

Paciente Idade Sexo Diagndésfico Peso do fragmento da cartilagem (mg)
1 22 M L.C.A 500
2 25 M L.C.A 475
3 24 M L.CA 465
4 30 M L.C.A 440
5 34 M L.C.A 300

*- L.C.A- Cirlrgia Artroscica para Tratamento de Lesdo d@éamento Cruzado Anterior
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Tabela 2.Critérios de inclusdo e exclusdo para obtencdo de amostras de cartilagem

INCLUSAO EXCLUSAO
IDADE Até 49,5 anos Acima de 49,5 anos
PESO* Peso Normal Sobrepeso/Obesidade
ANTECEDENTES DE DOENCAS Ausente Presente
OSTEOARTICULARES**
EXAME DE CARTILAGEM Aspecto Normal Aspecto Degenerado

Destes pacientes foram retirados fragmentos dx1( células/ml em meio DMEM contendo 10% de SFB. Apés
cartilagem articular do joelho, sem sinais aparentes @4 horas de cultivo, 0 meio foi descartado e as células foram
degeneracdo, obtidos de zona ndo submetida a carga, utilizatrdadas com uma solugéo de ATV (tripsina 0,2% versene 0,02%).
se bisturi fino. Todas as amostras de cartilagem articulap6s o descolamento das células do tubo de cultura foi feita a
obedeceram aos critérios de incluséo e exclusdo (Tabela 2)contagem de células provenientes de 3 tubos de ensaio,

utilizando-se a cAmara hemocitométrica. As contagens celulares
Cultura de Condrécitos foram realizadas durante o periodo de 10 dias consecutivos,

Os fragmentos da cartilagem articular dos cinco pacientesm intervalos de 24 horas.
pesavam aproximadamente de 300 a 500mg (Tabela 1), totalmente A partir do nimero de células contadas em cada tubo,
livres de outros tecidos. Foram colhidos assepticamenteaculou-se a média diaria que foi utilizada para a elaboracao da
colocados em meio DMEM em solugéo salina balanceada deva do crescimento celular.

Earle, contendo gentamicina (40mg/ml). Os fragmentos da

cartilagem foram cortados em pedacos de 3x3 mm e lavadimngelamento Celular

duas vezes no proprio meio de cultura contendo 40 mg/ml de  Visando futuros estudos, as culturas foram preservadas
gentamicina. em nitrogénio liquido a -196°C. O meio de preservacgao foi

As amostras foram incubadas a 37° C em 10 ml de meionstituido de DMEM com 10% de SFB, contendo 10% de
de cultura com 10% SFB contendo 2mg/ml de colagenase tiimetil-sulféxido (DMSO).

I, pH 7,2 durante 30 minutos. Apés este periodo, o meio contendo

0s condrdcitos liberados da matriz foram colhidos e ao tecifistudos Morfol6gicos

nado digerido foi adicionado nova solugéo de colagenase dyl@roscopia de Fase

amostra incubada novamente a 37°C. As culturas de condrécitos em semi-confluéncia e

Os condrocitos obtidos de cada extragdo foram, ent@mnfluéncia foram examinadas e fotografadas diariamente no
fitrados em tela de nylon para remover os fragmentos né&ucroscopio Zeiss, de microscopia de fase, utilizando-se um
dissolvidos e mantidos em banho de gelo até a completa extr&{ifim verde como contraste.
da amostra.

As células foram lavadas duas vezes em meio de cultukicroscopia de Luz
centrifugando-se a 1.000 RPM por 10 minutos. Apds as  As monocamadas das culturas de condrécitos em semi-
lavagens, as células foram delicadamente ressuspendidascenfluéncia e confluéncia foram coradas pelo corante azul de
DMEM com 10% de SFB sem antibiético e semeadas em garrafalsidina. Antes da fixagdo, o meio de cultura foi cuidadosamente
de cultura de células de 25 g(Costar, Falcon) numa retirado e as células foram fixadas em 1.0% de glutaraldeido em
concentracdo de 1x316€éls./ml. tampé&o (fostato de sdédio e potassio 0.15 M, pH 7,2). A fixacéo

A viabilidade celular foi quantificada com o corante vitabcorreu por 10 minutos em temperatura ambiente.
azul de tripan (0,5% em solucédo fisiolégica) em camara A seguir, o material foi lavado em uma solu¢éo contendo
hemocitométrica. As culturas celulares das amostras foraamp&o durante 15 minutos e corado durante 10 minutos numa
mantidas em estufa a 37° C em atmosfera imida com 5%gle Cédlugdo aquosa de azul de toluidina 0,5% em pH 3,5. Apés esse
O crescimento celular foi acompanhado por observacédo diaeanpo, o corante foi removido e as culturas foram lavadas em
em microscopio invertido. tampado e rapidamente observadas e fotografadas em

microscépio 6ptico comum da marca Olympus.
Curva de Crescimento

Para a realizacdo da curva de crescimento celular, tubos RESULTADOS
de ensaios foram semeados com as células obtidas da amostra
da cartilagem articular dos pacientes nimero 1 e 2. As células O cultivo primério de condrdcitos foi estabelecido a partir
foram cultivadas em tubos de cultura numa concentracéo akequatro fragmentos dos cinco pacientes testados. As células
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isoladas do fragmento de cartilagem do paciente nimero51 -~ :
foram quantitativamente suficientes para a formagéo . - ;
monocamada celular. =
Os condrdcitos foram isolados do tecido utilizandt
colagenase diluida em DMEM contendo 10% de SFB. Apos -~
lavagens celulares, foi feito o teste de viabilidade celuley-
realizado com base na incorporagdo do corante vital azul®
tripan. O método de extrac&o celular foi excelente com95% ¢~ = =
células viaveis. ' ,*’/_{yj/ A
O cultivo primario foi iniciado com incubacgéo de® 10&5.,_-9;':.._’53 R
células/ml em meio DMEM suplementado com 10% de SFE. &= == &
mantidas a 37°C. Apds 24 horas foram observadas colc“)niasa:f 5 ‘,,—f,(;ﬁ_____
células elipsoides e estreladas que aderiram ao frasco de culi + | S
As células que ndo aderiram ao frasco de cultura foram contai-: T _._.._-.._’-‘i
em camara hemocitométrica e a contagem celular mostrou &= =
5% das células ndo foram capazes de aderir e morrera

&
transcorrer das primeiras 72 horas. Na Figura 1A, observa-
estagio de desenvolvimento atingido apds 72 horas. P
2

:-
—

=
- %4

N

J

agregados celulares que constituem colénias e tamb
condrdcitos isolados exibem aspecto eliptico e estrelado ¢

grande quantidade de prolongamentos celulares irregulares.:ﬁ -
volta do 7° dia de cultivo, os condrdcitos cresceram sobre toda

asuperficie do frasco de cultura. o que resultou no apareciméﬂ%ra 1. Fotomicrografias da cultura de condrécitos no microscopio de
! contraste de fase corada com azul de toluidina. Em A, observa-se o

de uma mon_ocar_nada celular (Figura_lB) Co_m aspecto fUSifoerQ(égio da cultura de condrécitos ap6s 72 horas. Observam-se agregados
A cultura primaria de condrdcitos foi mantida até o 25° dia d@lulares que constituem coldnias e condrécitos isolados, com aspecto

cultura. Na Figura 1C, podemos verificar a cultura corada catiptico, com grande quantidade de prolongamentos celulares. Em B,

e “ ; - a-se no 15° dia, as células formando uma monocamada celular e o
azul de toluidina mostrando o acimulo da matriz metacromaﬂa%g%ecto fusiforme dos condrécitos. Em C, a cultura de condrécitos no 8°

sintetizada pelos QondréCitOS em cultivo. _ _dia de cultivo, coradas com azul de toluidina, onde se observa a
A morfologia e o crescimento dos condrécitos obtidasetacromasia. Aumento 100x.

da extracdo enzimética das quatro amostras das cartilagens
articulares utilizadas foram semelhantes.

A curva de crescimento indicou que o maior indice
multiplicacéo celular foi em torno do segundo e terceiro dia ad
cultivo, com a duplicacdo do numero de células semeadas (Iﬂ
2). A densidade maxima foi atingida no sétimo dia de culti
com uma diminuicdo da velocidade de multiplicacdo no déci 1 6018
dia. N&o houve diferenca no crescimento celular das cultuf%?éageno e agre;cgﬁé o .
dos pacientes n° 1 e 2, quando realizadas as curvas de, Os cond.rocrros obtidos a partlr dos fragnjentos da
crescimento. NAo realizamos a curva de crescimento tilagem e cultivados em alta densidade celular ft&las/

pacientes 3 e 4, visto que as 4 amostras apresentavam padroe; derlranj ao frascg de cultura apos 24 rjo.rgs e apos este
semelhantes periodo, colénias de células com aspectos elipitico e estrelado,

As culturas priméarias continuaram apresentando aftm prolongamentos celulares foram visualizadas por

viabilidade celular apds o congelamento em meio de preservae%roséc’p'a optlca.t d iente na 5 nio foi el
constituido pelo meio DMEM suplementado com 10% de SFB %ter om a amostra do paciente nNUMEro > Nao 1ol possive

10% de DMSO, a temperatura do nitrogénio liquido (-196°CY. a cultura de condrécitos, pois o fragmento articular era
Frascos contendo 1x36€élulas/ml foram descongelados equeno, pesava aproximadamente 300 mg, o que demonstrou

cultivados em frasco de cultura . As células aderiram apés 0 tan:anhor:on][‘raigrjnmer;[tonte a qt:antld&de Er31 d;o Ze(l;ﬂlﬁ\s,osgg
horas, iniciaram sua multiplicacéo celular até a formacé&o de u res exiremamente importantes paraa o ¢

monocamada celular condrdcitos “in vitro”.
' DISCUSSAO Em relacéo ao estudo da curva de crescimento, todas as

amostras de cartilagem apresentavam padr8es semelhantes,
&gmo: tamanho da amostra, idade do paciente, padrédo
gistolégico e de crescimento celular em cultura. Assim foram
realizadas apenas as curvas de crescimento das culturas dos

Os resultados obtidos neste estudo, mostrou que o
dgétodo de extracdo utilizado resultou em uma completa
gparagéo celular com a obtencéo de 95% de células viaveis
ra o cultivo. As células foram semeadas na concentragéo de
10 céls./ml, pois varios estudos tém demonstrado que as
n;}'Iulas cultivadas na concentracdo acima descrita sintetizem

Este estudo foi realizado com o objetivo de estabele
a cultura priméaria de condrécitos de cartilagem hialina articul
para sua utilizagdo em transplante autélogo.
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18: morfoldgicas e as do crescimento celular da cultura ndo sofreram
g4 qualquer alteracdo. Apds a confluéncia celular, as células
7 perderam sua motilidade e passaram a apresentar alteracdes na
6 membrana plasmatica com perda da area de superficie em contato
i: com o substrato e portanto, alterando sua adesdo ao mesmo.
3 Essas altera¢8es, descritas por Folkman e Mos&Rgeshney
24 et af, demonstram que as células controlam a sua densidade
14 populacional de maneira andloga ao sistema de retroalimentacao
0 ' ' ' ' ' ' ' ' ' negativo, sugerindo que os fatores de crescimento e as

Figura 2. Curva de Crescimento da Cultura de Condrdcitos dos paCientpﬁoteinaS da matriz extracelular mantém o seu microambiente
le 2. Cada E)onto plotado na curvg representa a méfiia das densid%céqi”ar regulando a sua proliferagéo e a diferenciagéo
celulares de trés tubos de cultura apds contagem em camara de NeUb%ueﬁb|a|1x,2~3x6~17~18
pacientes n° 1 e 2, pois estas amostras foram consideradas Em nosso estudo constatamos que a vitalidade
representativas do grupo. Em nenhuma cultura foi utilizaggetabélica dos condrécitos “in vitro” depende de trés fatores
qualquer fator de estimulagéo ou de inibicdo que pudesse alteigsenciais: a) do tamanho do fragmento de cartilagem usado
a curva de crescimentoOs nossos resultados forampara a obtencéo das células; b) da densidade celular ; c) e da
semelhantes aos varios estudos realizados por outros autafgfutencéo da adesividade das células ao frasco de cultura.
A cultura de condrdcitos atingiu a confluéncia celular Os resultados deste trabalho foram promissores abrindo
apresentando morfologia fusiforme descrita por Aulthouse gérspectivas para que seja realizado no Brasil o transplante
al®. Durante todo o seu cultivo, no que diz respeito gutélogo de cartilagem hialina.
transformacao celular “in vitro®!” as caracteristicas
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ABSTRACT. The purpose of this study was the padronization of the obtained human articular cartilage
cell culture methodology. Five patients were selected from Instituto de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (IOT-HC-FMUSP). All
patients suffered from anterior ligament lesion with cartilage degeneration. The diagnosis and the surgery
were performed by knee arthroscopy. The articular cartilage fragments (weight, 300 to 500 mg) mg were
placed in Petri dishes containing Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) wigird0 The
fragment was finely diced and treated with 2mg/ml collagenase in medium DMEM containing 10% fetal
serum bovine. The cells isolated were seeded at hight density in T25 flasks in medium DMEM with 10% of
fetal calf serum (FCS). The cells attached to the flask after 24 hours the cells began to adhere to the flask.
By day 3 the cell culture presented elipsoid and star morphology. Cultures fixed and stained with toluidine
blue showed extracellular staining, suggesting these cells had begun to synthesize a new matrix. The
growth rate of chondrocytes was high in tFfea2d 3¢ days of the cultive. The chondrocytes were frozen

into liquid nitrogen and showed high viability.

KEY WORDS. cartilage, chondrocyte, cell culture
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