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RESUMO

DE ANDREIS, F.A. DESENVOLVIMENTO DE MODELO DE MICROESFERA DE POLI
(ACIDO LACTICO-CO-GLICOLICO) COMO ARCABOUCO PARA ESFEROIDE
CONDROGENICO: APLICA(}C)ES NA REGENERAQAO DA CARTILAGEM ARTICULAR.

Introducao: a cartilagem articular € um tecido altamente organizado que facilita movimentos
suaves nas articulacdes diartrodiais. Notavel por sua capacidade Unica de suportar peso e
reduzir friccdo, a cartilagem hialina € desprovida de redes vasculares, neurais e linfaticas,
além de células progenitoras locais. Essas caracteristicas tornam particularmente desafiador
restaurar sua funcéo e integridade apos lesdes traumaticas ou degenerativas. Objetivo:
Desenvolver uma nova alternativa terapéutica com microesferas do copolimero poli (acido
lactico-co-glicolico) (PLGA) para cultivo de condrécitos, a partir de modelo in vitro visando
futuras aplicacdes clinicas na osteoartrose (OA), e comparar dois protocolos de PLGA por
simples emulsdo e evaporacao de solvente, quanto a producdo de arcaboucos para cultura
celular. Métodos: Foi realizada a sintese das microesferas por meio do método de simples
emulsdo com evaporacao de solvente, comparando dois protocolos: (1) utilizando 500 mg de
PLGA 80:20 dissolvidos em 12 mL de CHCI;, misturados com uma solucao de PVA a 0,25%
e homogeneizados a 10.000 rpm. A emulséo foi sonicada por 10 minutos, agitada por 24
horas, centrifugada, lavada, congelada a -20°C e liofilizada a -100°C, (2) microesferas
produzidas dissolvendo PLGA 80:20 em CHCLs. A esta solucéo foi adicionado a PVA 1%, com
velocidade de agitacdo de 500 rpm em agitador magnético (DOX-AGIT) por 18 horas. As
microesferas foram lavadas em agua deionizada e estéril e liofilizadas por 24h a -100°C. A
caracterizagdo das microesferas foi avaliada com Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
com analise de diametro dos esferoides. Resultados: apos avaliagdo dos dois protocolos
utilizados, o protocolo 2 foi o que produziu microesferas com melhores caracteristicas para o
cultivo celular, com didmetros variando de 2,6 até 398,3 ums, sendo a maioria entre 100 e 300
pums. Conclusédo: Os resultados deste estudo demonstraram que o Protocolo 2 foi superior
na producdo de microesferas para cultivo celular. Dadaa as dificuldades fisiolégicas
associadas a esse tecido, o protocolo analisado pode representar uma alternativa promissora

para futuras aplicagdes clinicas.

Palavras-chave: Microesfera, Cartilagem, PLGA.



ABSTRACT

DE ANDREIS, F.A. DEVELOPMENT OF A POLY(LACTIC-CO-GLYCOLIC ACID)
MICROSPHERE MODEL AS A FRAMEWORK FOR CHONGROGENIC SPHEROID:
APPLICATIONS IN THE REGENERATION OF JOINT CARTILAGE.

Introduction: Articular cartilage is a highly organized tissue that facilitates smooth movements
in diarthrodial joints. Notable for its unique ability to support weight and reduce friction, hyaline
cartilage is devoid of vascular, neural, and lymphatic networks, as well as local progenitor cells.
These characteristics make it particularly challenging to restore function and integrity after
traumatic or degenerative injuries. Objective: To develop a new therapeutic alternative with
poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) copolymer microspheres for chondrocyte culture, based
on an in vitro model aiming at future clinical applications in osteoarthritis (OA), and to compare
two PLGA protocols by simple emulsion and solvent evaporation, regarding the production of
scaffolds for cell culture. Methods: Microspheres were synthesized using the simple emulsion
method with solvent evaporation, comparing two protocols: (1) using 500 mg of PLGA 80:20
dissolved in 12 mL of CHCI;, mixed with a PVA solution at 0 .25% and homogenized at 10,000
rom. The emulsion was sonicated for 10 minutes, stirred for 24 hours, centrifuged, washed,
frozen at -20°C, and freeze-dried at -100°C, (2) microspheres produced by dissolving PLGA
80:20 in CHCL3. 1% PVA was added to this solution, with a stirring speed of 500 rpm on a
magnetic stirrer (DOX-AGIT) for 18 hours. The microspheres were washed in sterile deionized
water and lyophilized for 24h at -100°C. The characterization of the microspheres was
evaluated with Scanning Electron Microscopy (SEM) with analysis of the diameter of the
spheroids. Results: after evaluating the two protocols used, protocol 2 was the one that
produced microspheres with the best characteristics for cell culture, with diameters ranging
from 2.6 to 398.3 ums, the majority being between 100 and 300 ums. Conclusion: The results
of this study demonstrated that Protocol 2 was superior in the production of microspheres for
cell culture. Given the physiological difficulties associated with this tissue, the analyzed
protocol may represent a promising alternative for future clinical applications.

Keywords: Microsphere, Cartilage, PLGA.
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1 INTRODUCAO

A cartilagem € um tecido conjuntivo altamente especializado que reveste
as extremidades dos o0ssos nas articulagbes diartrodiais, fundamental para a
estrutura e fungdo do corpo humano. Composta principalmente por células
chamadas condrdcitos e uma matriz extracelular (MEC) abundante, a cartilagem
desempenha papel crucial na sustentacdo mecénica e na flexibilidade das
articulacdes e estruturas do corpo, sendo responsavel pela reducdo do atrito e
distribuicdo de cargas durante 0 movimento articular. Existem trés principais tipos
de cartilagem articular, cada um adaptado as suas fun¢des especificas (Figura 1)
[Eyre, 2004; Gonzalez-Rodriguez et. al., 2012; Olmedila et. al., 2015]:

I.  Cartilagem hialina: encontrada nas superficies articulares dos 0ossos longos,
como no joelho e no quadril, além no septo nasal, traqueia, costelas.
Caracteriza-se pela presenca de uma matriz extracelular rica em colageno
tipo |Il, proteoglicanos e glicosaminoglicanos, proporcionando uma

superficie lisa e de baixo atrito para 0 movimento articular.

ii. Cartilagem elastica: encontrada em locais que necessitam de flexibilidade e
elasticidade, como no pavilhao auditivo (orelha) e na epiglote. Contém fibras
elasticas adicionais na matriz extracelular, conferindo-lhe maior capacidade
de retorno ao seu estado original apdés o estiramento, essencial para
funcbes como a audicdo e a protecdo da entrada da laringe durante a

degluticao.

iii.  Fibrocartilagem: encontrada em areas sujeitas a grandes pressoes e forcas
de cisalhamento, onde € necessaria resisténcia mecanica superior, por
exemplo, discos intervertebrais da coluna vertebral, os meniscos dos
joelhos e a articulacdo temporomandibular. E caracterizada pela presenca
de matriz extracelular que combina colageno tipo | e tipo Il, tornando-a mais

resistente a tracdo e compressdao do que a cartilagem hialina. A

fibrocartilagem também contém maior proporc¢éo de células de condrécitos.

A cartilagem articular € distinta em sua capacidade de suporte de peso e
friccdo. Danos a esse tecido nas articulagdes podem prejudicar a funcédo, levando a

incapacidade [Gonzalez-Rodriguez, 2012; Chen et al., 2017].
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Cartilagem Hialina: células organizadas Cartilagem elastica: fibras elasticas e de

. colageno na MEC
em lacunas entremeadas na matriz

extracelular

Cartilagem Fibroelastica: fibras grandes de
colageno na MEC.

Figura 1. Principais tipos de cartilagem [Olmedilla, 2015]

A estrutura histoloégica da cartilagem articular apresenta quatro camadas
distintas, cada uma com caracteristicas especificas que contribuem para suas
funcdes biomecanicas (Figura 2). A camada superficial esta localizada na superficie
da cartilagem e é a mais fina, correspondendo a 10 a 20% da espessura total da
cartilagem. E composta por condrécitos achatados, dispostos paralelamente a
superficie articular. A MEC nesta camada possui alta concentracdo de fibras
colagenas, principalmente colageno tipo Il. Essas fibras ajudam a fornecer
resisténcia a tracdo e contribuem para a integridade estrutural da camada superficial
[Bhosale & Richardson, 2008; Daou et al., 2022].

A camada de transi¢cdo esté localizada abaixo da superficial e apresenta
17



condrocitos de forma mais arredondada, fibras de colageno finas, dispostas em
direcBes obliquas e perpendiculares a superficie, o que confere a cartilagem
articular maior capacidade de absorver impactos e resistir as forcas de
cisalhamento durante o movimento. A concentragdo de proteoglicanos na matriz
extracelular € mais elevada do que na camada superficial, proporcionando maior
elasticidade e capacidade de compresséo [Eyre, 2004; Bhosale & Richardson,
2008].

As fibras de colageno na zona profunda sdo as maiores em diametro.
Contém condrécitos dispostos em grupos iségenos, que sao aglomerados de
células derivadas da mesma célula progenitora. As fibras de colageno sdo mais
grossas e estdo orientadas predominantemente na direcdo vertical, ajudando na
transmissao de cargas e na resisténcia a compressao. A matriz extracelular € rica em
proteoglicanos e glicosaminoglicanos, que mantém a hidratacéo da cartilagem e
contribuem para suas propriedades mecanicas. Foi observado que células da zona
profunda aderem e se espalham mais rapidamente nos arcaboucos de meios de
cultura [Eyre, 2004; Bhosale & Richardson, 2008].

Por altimo, a zona calcificada, é a camada mais profunda da cartilagem
articular, proxima ao osso subcondral, e contém poucos condrécitos, em sua
maioria inertes e embutidos em uma MEC calcificada. E a Gnica zona com
colageno tipo X, que auxilia na mineralizacdo e fornece ancoragem entre a
cartilagem e 0 osso subcondral. A transi¢cao entre a cartilagem e 0 osso subcondral
€ gradual, permitindo uma transicdo suave das propriedades mecéanicas entre
esses tecidos [Eyre, 2004; Bhosale & Richardson, 2008].
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Figura 2. Camadas da cartilagem hialina e seus componentes bioquimicos [Daou et al., 2022]

A cartilagem articular € composta por uma variedade de colagenos,
incluindo os tipos I, VI, IX, X e Xl, que s&o os principais componentes da MEC e
desempenham um papel fundamental nas propriedades de resisténcia a tracao
deste tecido. Conforme a cartilagem amadurece, a propor¢ao de colageno Il em
relacdo aos outros tipos aumenta significativamente, passando de 75% na
cartilagem fetal para mais de 90% na cartilagem adulta [Eyre et al., 2006; Responte
et al., 2007].

O peso total da cartilagem é predominantemente composto por agua, que
constitui de 70 a 80% da MEC. Por outro lado, o colageno representa
aproximadamente 50% do peso seco da cartilagem, desempenhando um papel
crucial na resisténcia as forcas de tracdo nas articulacdes [Becerra et al., 2010].

A cartilagem articular € caracterizada pela auséncia de redes vasculares,
neurais e linfaticas, além da presenca limitada de células progenitoras locais. Além
disso, € conhecida por apresentar altos niveis de inibidores de protease, 0 que
pode dificultar o processo de reparo tecidual eficiente [Reddi, 1998; Vasita & Katti,
2006].

Devido a essas caracteristicas, restaurar a funcdo e a integridade da
cartilagem articular apés lesdes traumaticas ou degenerativas torna-se um desafio

significativo. A degeneragdo progressiva da cartilagem articular, culminando no
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acometimento do osso subcondral, é conhecida como osteoartrite (OA). Esta
condicdo afeta predominantemente individuos com mais de 50 anos, sendo que
nos EUA, mais de 70% da populacéo entre 55 e 70 anos € diagnosticada com essa
doenca [Johnson et al., 2012].

A classificacdo de Outerbridge, sistema utilizado para categorizar a
gravidade das lesbes da cartilagem articular, especialmente no joelho, classifica
as lesdes em quatro estagios, com base na observacgéao artroscopica [Outerbridge,
2001] (Figura 3).

Grau 0 Cartilagem normal
Grau 1 Cartilagem amolecida e edemaciada

Defeito parcial (menos de 50%) / fragmentagao com fissuras
Grau 2  superficiais que ndo atingem o osso subcondral ou excedem
1,3 cm de didametro
Fragmentagdo e fissuras em drea com diametro de mais
de 1,3 cm (amolecimento e fibrilagoes)

Erosdo da cartilagem articular com exposi¢ao do osso
Grau 4
subcondral

st

Figura 3. Classificagcéo de Outerbridge para leses de cartilagem [apud Zhang et. al., 2014]

Grau 3

Apés o acometimento do osso subcondral, varias classificacbes ja sao
estabelecidas na literatura, entre elas a de Ahlback & Rydberg (1980) modificada por
Keyes et al. (1992) (Figura 4).

Grau | Reducao do espaco articular
Grau Il Obliteragao do espaco articular
Grau lll - AP - desgaste do platd tibial < 5mm

parfil - parte posterior do platd intacta

Grau IV AP - desgaste de 5 a 10mm do platd tibial
perfil — extenso desgaste da margem posterior
do platd tibial

Grau VY AP - grave subluxacéo da tibia
pearfil — subluxagdo anterior da tibia = 10mm

Figura 4. Classificacéo de Ahlback & Rydberg, modificada por Keyes et al. para osteoartrose [Keyes
etal., 1992]
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Técnicas de reparo, como as microfraturas, que introduzem células na
articulacdo, apresentam resultados clinicos imprevisiveis, pois produzem um
tecido fibrocartilaginoso que tende a degenerar com o tempo [Steadman et al.,
1997]. Na mosaicoplastia, tampdes osteocondrais cilindricos s&o colhidos de areas
da articulagdo afetada que ndo suportam carga e sao inseridos no defeito
osteocondral. Isso cria um "mosaico” de autoenxerto para preencher a leséo,
embora o procedimento seja limitado pela disponibilidade de tecido no sitio doador
[Brittberg et al., 1994; Andrade et al., 2016; Inderhaug & Solheim, 2019]

A terapia de implante autélogo de condrécitos (IAC) representa outra
abordagem, onde uma biopsia de cartilagem saudavel é retirada de um local
doador, os condrécitos sdo cultivados em laboratério e depois reimplantados
durante um procedimento cirdrgico. Os condrocitos, extraidos do tecido
recuperado, sdo expandidos em cultura e posteriormente implantados em um
segundo procedimento sob uma membrana periosteal (12 geragdo) ou uma
membrana artificial feita de colageno tipo | e Ill (22 geracdo), que é suturada a
cartilagem adjacente ao defeito ou selada com cola de fibrina. O procedimento IAC
com a adicao de um arcabouco para o cultivo celular € chamado de implantacéo
de condrdcitos assistida por matriz (ICAM, 32 geracdo), como no caso do ja
comercializado Hyalograft® [Pavesio et al., 2003; Marlovits et al., 2006; Mistry et
al., 2017; Armoiry et al., 2019].

Recentemente, foi desenvolvida uma técnica de cultivo de condrocitos na
qgual, ap6s serem retirados da cartilagem em um primeiro procedimento, 0s
condrécitos sdo cultivados em laboratorio e adquirem um formato esferoide sem a
necessidade de um arcabouco. Este produto é chamado Spherox® e tem
apresentado resultados promissores [Armoiry et al., 2019; Ried| et al., 2020].

Outros tipos de intervengdes incluem: (i) transplante de aloenxerto
osteocondral: envolve a substituicdo do defeito osteocondral com um enxerto de
cartilagem e osso de um doador; (ii) osteotomias: procedimentos cirdrgicos que
reposicionam 0s 0ss0s para aliviar a pressao sobre a area danificada; e (iii)
artroplastias: substituicdo parcial ou total da articulacdo por uma proétese artificial
para restaurar a funcao e aliviar a dor [Brouwer et al., 2014; van Raaij et al., 2016;
Zouzias & Bugbee, 2016]. A indicacao cirurgica depende de fatores como o nivel
de atividade do paciente, deformidade da articulacdo, condi¢cbes clinicas, entre

outros [Williams et al., 2010; Koch et al., 2011] (Figuras 5 e 6).
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TRATAMENTOS CIRURGICOS DE LESOES CONDRAIS

<2cm 2-3cm ~4 cm muitiplos Estagio !nal de

defeito focal defeito focal defeitos focais degeneragao

Figura 5. Opg6es de tratamento cirtrgico de acordo com o tamanho do defeito da cartilagem
[Koch et al., 2011; Williams et al., 2010]

_Patela L Fatela B
osteocondral em patela, (B) Desbridamento do defeito, (C) Membrana cultivada com condrdcitos
autélogos fixada com cola de fibrina no defeito osteocondral [Fonte: https://www.maci.com]
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Nos casos de OA mais grave, sem melhora com outros tratamentos, a
cirurgia definitva € a artroplastia total de joelho. Embora apresente bons
resultados, essa € uma cirurgia extremamente invasiva, com possiveis
complicacdes de alta morbidade, como a soltura da prétese ou infeccdo dos
implantes. Além disso, o material utilizado possui um custo muito elevado para o
sistema de saude, tornando necessaria a pesquisa por novas opc¢oes [Wilson et al.,
2019; Oliver et al., 2020; Tan et al., 2021; Olsen et al., 2023] (Figuras 7 e 8).

Figura 7. A e C: radiografias de dois casos de osteoartrose de joelhos avancada com indicacdo
de artroplastia total. B e D: radiografias demonstrando resultado final da artroplastia com
componentes tibial e femoral de liga metélica com cromo e cobalto e componente de polietileno
entre eles [Tan et al., 2021]
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Figura 8. Apresentados dois casos de complicacdo de artroplastia priméria de joelho com soltura
de componentes tibiais compostos de liga metalica de cromo e cobalto (A) e ao lado (B) as
revisdes cirdrgicas com necessidade da troca de prétese e adigcdo de hastes femorais e tibiais
[Oliver et al., 2020].

Como um campo em rapida expansdo, a engenharia de tecidos pode
oferecer solucdes alternativas para o0 reparo e a regeneragdo da cartilagem
articular através do desenvolvimento de substitutos biomiméticos de tecidos. Isso
envolve a manipulacdo de uma variedade de tipos de células (como células-tronco,
condrdcitos, osteoblastos, células endoteliais, fibroblastos e células do muasculo
liso), o uso de arcaboucos ou scaffolds para o cultivo celular (Qque podem ser
biodegradaveis, feitos de materiais naturais ou sintéticos, polimeros e
nanocompositos), a aplicacéo de fatores bioativos (como fatores de crescimento e
citocinas), e o uso de estimulos fisicos (como estimulos mecanicos, elétricos, entre
outros) [Hunziker, 2002; Becerra et al,. 2010; Quinn et al., 2013].

Diferentes materiais podem ser utilizados como arcaboucos para o cultivo
laboratorial de condrdcitos. Entre os mais comuns estdo os polimeros como
alginato, acido poliglicélico (PGA), acido polilactico (PLA), polietilenoglicol (PEG),
policaprolactona (PCL) e seus copolimeros. Esses materiais podem ser moldados
em formatos tridimensionais que oferecem propriedades vantajosas para a cultura
celular [Mueller-Klieser, 1997; Reddi, 1998; Zhang et al., 2009].

Ha& uma lacuna a ser preenchida na literatura com relacdo a técnicas que
reproduzem a cartilagem hialina com sucesso e, nesse estudo, buscamos
desenvolver microesferas de PLGA com caracteristicas pertinentes a cultura
celular e, consequentemente, um artificio visando futuras aplicacbes na

osteoartrite.
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2 OBJETIVO

Desenvolver microesferas do copolimero poli (&cido lactico-co-glicolico) (PLGA)
para cultura celular, comparando dois protocolos com método de simples emulsao

e evaporacao de solvente.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Engenharia Tecidual e Medicina Regenerativa

Nas ultimas décadas, a engenharia de tecidos e a medicina regenerativa
emergiram como campos inovadores dedicados a construgdo de substitutos
biolégicos capazes de imitar tecidos nativos para fins de diagnéstico, de pesquisa
e para substituir ou regenerar tecidos danificados. Este esfor¢o multidisciplinar
combina principios de biologia celular, engenharia e medicina para desenvolver
solucdes terapéuticas que visam melhorar a qualidade de vida dos pacientes [Frith
et al., 2010; Berthiaume et al., 2011].

A engenharia de tecidos utiliza células vivas, materiais biocompativeis e
fatores bioquimicos (por exemplo, fatores de crescimento) e fisicos (por exemplo,
carga mecanica ciclica) adequados, bem como combina¢des dos mesmos, para
criar estruturas semelhantes a tecidos naturais, com o objetivo final de implantar
essas construgcdes no corpo para reparar lesdes ou substituir 6rgaos falhos. As
funcdes criticas podem ser estruturais (por exemplo, ossos e cartilagem),
relacionadas a barreira e ao transporte (por exemplo, pele e vasos sanguineos) ou
bioquimicas e secretoras (por exemplo, figado e pancreas) [Berthiaume et al.,
2011].

A engenharia de tecidos também se aplica ao desenvolvimento de sistemas
especializados de suporte de vida extracorpéreo contendo células (por exemplo,
figado e rim bioatrtificiais) e unidades de tecido que podem ser usadas para triagem
diagnostica. Além de aplicacfes clinicas, outros usos incluem testes de drogas
para eficacia e toxicologia e estudos basicos sobre desenvolvimento de tecidos e
morfogénese. O termo “medicina regenerativa” é frequentemente usado como
sinbnimo de engenharia de tecidos, embora a medicina regenerativa
frequentemente impligue o uso de células-tronco como fonte de células
[Berthiaume et al., 2011].

A engenharia de tecidos, como campo moderno e estruturado, comegou a
tomar forma no final dos anos 1970 e inicio dos anos 1980, embora as raizes da

criacdo de substitutos de pele sintéticos remontem a 1962. Neste periodo,
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houveram avancos significativos na criagédo de produtos de pele de engenharia de
tecidos que marcaram o inicio da pratica moderna. Esses produtos foram os
pioneiros no uso de técnicas modernas de cultivo celular e biomateriais para criar
substitutos que poderiam ser implantados para tratar queimaduras e feridas.
Durante a década de 1990, varios desses e outros produtos de engenharia de
tecidos para pele e, posteriormente, cartilagem foram comercializados com
sucesso. [Green & Kehinde,1979; Herman et al, 2002; Berthiaume et al., 2011].

A demanda por abordagens de engenharia e regeneracédo de tecidos para
cartilagem tem crescido em face da crescente prevaléncia de doencas articulares
degenerativas (por exemplo, osteoartrite), a medida que a populacdo em geral
continua envelhecendo. As técnicas atuais para reparar lesbes de cartilagem
articular sao diversificadas e se agrupam em trés categorias principais: (a) técnicas
baseadas em simulacdo de medula, como a Microfratura, (b) técnicas de
transplante osteocondral, como o enxerto osteocondral autdlogo e o transplante
de enxerto osteocondral alogénico, e (c) técnicas de reparo baseadas em células,
como o IAC, ICAAM e o0 uso de células-tronco mesenquimais (CTMs). Os
tratamentos reparativos e regenerativos sédo relatados como eficazes no
tratamento de defeitos condrais e subcondrais, mas ndo podem curar nem retardar
a degeneracdo da cartilagem articular; portanto, estratégias de engenharia de
tecidos foram introduzidas para superar essas limitacGes [Brittberg et al., 1994,
Buckwalter & Mankin, 1998; Daou et al., 2022].

Um dos principais desafios na engenharia de tecido cartilaginoso € garantir
um namero adequado de células para preencher defeitos clinicamente relevantes.
Os condrécitos, que sdo as células principais da cartilagem, representam apenas
5 a 10% do tecido cartilaginoso total. Devido a sua baixa proporcéo e capacidade
limitada de proliferacdo, é necessario expandir esses condrdcitos em laboratério
antes de sua aplicacdo clinica. Para contornar a limitacdo do numero de
condrécitos, no inicio dos anos 2000, o uso de células-tronco mesenquimais
(CTMs) passou a ser uma alternativa promissora [Huey et al., 2012; Makris et al.,
2015; Wang et al., 2020].

3.1.1 Reparo celular

Terapias baseadas em CTMs que integram tecnologias de engenharia de
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tecidos e ciéncia de biomateriais séo pilares fundamentais da ciéncia da medicina
regenerativa. As CTMs sao células pluripotentes encontradas em varias partes do
corpo, como a medula éssea, o tecido adiposo e o cordao umbilical. Essas células
possuem a capacidade de se diferenciar em diferentes tipos celulares, incluindo
condrocitos, quando cultivadas sob condicdes técnicas apropriadas. O tecido
adiposo em especial possui a vantagem de permitir a obtencdo de grandes
guantidades de CTMs. No entanto, a capacidade de diferenciacdo dessas células
em condrdcitos é reduzida [Afizah et al., 2007; Krisday et al., 2008].

Um estudo realizado com células adiposas demonstrou que infiltraces
intra-articulares com essas células podem melhorar a dor e a fungdo em pacientes
com osteoartrite de joelho, mas podem ndo melhorar o estado critico da cartilagem
[Richardson et al., 2016]. Estudos in vitro mostraram que CTMs derivadas de
medula 6ssea podem se diferenciar em varias linhagens mesenquimais, incluindo
condrécitos, porém com expressao de substancias caracteristicas do tecido 6sseo,
como fosfatase alcalina e osteopontina [Pittenger et al., 1999; Lee et al., 2007,
Wegener et al., 2010] (Figura 10).

Cérebro
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CELULAS MESENQUIMAIS

Figura 9. Diferentes sitios doadores de células mesenquimais no corpo humano [Nam et al., 2018].
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3.1.2 Biomateriais
Biomaterial é qualquer material sintético que substitui ou restaura a fungéo

de tecidos do corpo e que mantém contato continuo ou intermitente com os fluidos.

7

Considerando que havera contato com os fluidos, é essencial que o material
apresente biocompatibilidade, ndo produza resposta biolégica adversa, ndo induza
efeito sistémico, ndo seja toxico, carcinogénico, antigénico ou mutagénico [Morais
et al., 2007].

Independente da sua classificacdo, € importante ressaltar que, além de
facilitar o transporte de nutrientes e oxigénio, o arcabouco deve obedecer a alguns
requisitos (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas gerais dos arcaboucos para aplicagdo em engenharia
tecidual [Pedrini et al. 2019]

Biocompatibilidade - Apresentar componentes em sua estrutura que ndo causem
rejeicdo imunoldgica;
- Os produtos de sua degradacéo ndo podem ser toxicos.

Biodegradabilidade - Apresentar degradacéo controlada que complemente o
crescimento tecidual, garantindo suporte suficiente;

- Degradar por processos enziméaticos ou bioldgicos do
hospedeiro;

- Favorecer que as células produzam sua prépria matriz
extracelular.

Arquitetura - Apresentar poros interconectados que permitam a difusdo e
migragao celular;
- Apresentar porosidade suficiente para viabilizar o crescimento
celular sem enfraquecer as propriedades mecanicas.

Propriedades - Apresentar resisténcia elastica, compressiva e de fadiga
mecanicas comparaveis ao tecido hospedeiro;

- Apresentar propriedades mecénicas que permitam que o
arcabouco possa ser facilmente manipulado no ambiente
clinico.

Os materiais poliméricos tornaram-se extremamente atrativos para uma
gama de aplicacbes biomédicas. Um polimero amplamente explorado € o
Poli(Acido Léctico-Co-Glicdlico) (PLGA), é biodegradavel, biocompativel e
copolimero aprovado pela FDA (U.S. Food and Drug Administration, EUA) e EMA
(European Medicines Agency) [Frith et al., 2010; Habanjar et al., 2021].
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O PLGA foi sintetizado pela primeira vez na década de 1970 por
pesquisadores que buscavam criar materiais que pudessem ser biodegradados
dentro do corpo humano sem causar reacdes adversas. O PLGA pode ser
processado em qualquer formato e tamanho e permite liberacdo ajustavel de
drogas. Sua biodistribuicdo e farmacocinética seguem perfis ndo lineares e dose-
dependentes [Salamana et al., 2015; Habanjar et al., 2021]. E geralmente
sintetizado através da copolimerizagdo por abertura do anel de acido latico (LA) e
acido glicélico (GA), sendo os produtos de sua degradacdo n&o toxicos. E possivel
encapsular materiais organicos e inorganicos em PLGA, como drogas de
pequenas moléculas, vacinas, proteinas, bem como nanoparticulas magnéticas
[Mueller-Klieser, 1997; Wenzel et al., 2014].

Diferentes formas de PLGA podem ser obtidas variando a razao Poli(acido
latico):Poli(acido glicolico) (PLA:PGA) durante a polimerizagéo, por exemplo,
PLGA 50:50, que é frequentemente usado em nanotecnologia, tem uma
composicado de 50% de lactato e 50% de glicolato [Messina et al., 2004]. Os
copolimeros de PLGA herdam as propriedades intrinsecas de seus monémeros
constituintes, onde a razdo PLA:PGA, juntamente com o peso molecular do
polimero, influenciam sua hidrofobicidade, cristalinidade, propriedades mecanicas,
tamanho e taxa de biodegradacdo [Messina et al., 2004, Li et al., 2010; Murata et
al., 2015].

O PLGA tem se destacado como plataformas promissoras para a
engenharia de tecidos, especialmente na regeneracao da cartilagem articular. Tem
sido amplamente utilizado na fabricacéo de arcaboucos para cultivo celular devido
as suas propriedades favoraveis, como a capacidade de controlar a liberacao de
fatores de crescimento e a integracdo com o tecido bioldgico, bem como
excelentes propriedades, como resisténcia a tracdo e médulo de elasticidade. No
entanto, o uso de PLGA na engenharia de alguns tecidos ainda € limitado devido
a sua baixa osteocondutividade, a liberacdo de subprodutos acidos, que aliena a
infiltracdo celular e as suas propriedades mecanicas subo6timas [Temenoff et al.,
2000; Duncan et al., 2011].

Os materiais inorganicos a serem combinados com PLGA muitas vezes
determinam suas finalidades, assim como 0s agentes terapéuticos organicos
(proteinas, DNA e medicamentos) que podem ser carregados na plataforma PLGA.

Os materiais compostos multifuncionais baseados em PLGA permitem a
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combinacao de diferentes aplicacdes que resultam em diagndsticos e resultados
terapéuticos aprimorados. Os materiais e nano compésitos de PLGA representam
um passo a frente no campo da biomedicina e mostram uma grande promessa
para novas melhorias nas &reas terandtica, terapéutica, diagnostica e de

engenharia de tecidos [Lee et al., 2007].

3.1.3 Cultura de células em arcabouco de trés dimensdes

A expansdo celular em monocamada causa desdiferenciacdo dos
condrocitos, que é caracterizada pela diminuicdo da sintese de proteoglicanas, da
expressdo de colageno tipo Il e aumento da expressdo de colageno tipo |
[Richardson et al., 2016].

Os esferoides tém sido amplamente utilizados por sua aplicacdo simples,
de alto rendimento, baixo custo, melhora de viabilidade e proliferacdo celular e
mantém a propriedade fenotipica intrinseca que refletem mais de perto o
comportamento no tecido nativo [Habanjar et al., 2021].

Células dentro dos esferoides diminuem a expressao de varios marcadores
de superficie, tornando-as menos propensas a desencadear uma resposta imune
em comparacao com células individuais [Frith et al., 2010].

Os esferoides também sao ferramentas valiosas na compreensdo e na
modelagem experimental do cancer [Mueller-Klieser, 1997]. As células tumorais
dentro do nudcleo central do esferoide apresentam disponibilidade reduzida de
oxigénio e nutrientes, refletindo um nucleo hipdxico e carente de nutrientes
evidente nos tumores [Wenzel et al., 2014]. Neuroesferas exibem muitos
processos observados no desenvolvimento cerebral, incluindo proliferacéo celular,
migracdo e apoptose celular [Salama et a., 2015]. Cardioesferas de células
progenitoras cardiacas exibem diferenciacdo aprimorada, secrecdo aumentada de
matriz extracelular e, em alguns casos, podem mimetizar o tecido funcionalmente
[Li et al., 2010; Messina et al., 2010]. Esferoides com células de tecido adiposo
estimularam a regeneracgdo da cartilagem e 0sso subcondral em minis porcos apés

um ano de implantacéo [Murata et al., 2015].

A engenharia de tecidos da cartilagem articular tem produzido resultados

positivos e experimenta grandes avang¢os nos ultimos anos, sendo considerada
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uma alternativa promissora para replicar a estrutura e a fungcédo da cartilagem

articular nativa [Daou et al., 2022].
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencéo de microesferas de PLGA

Dois protocolos bem estabelecidos na literatura foram adaptados tendo como
principais diferengas o uso de agitador Ultra Turrex e o processo de sonicagao
para assegurar que as particulas estejam no diametro ideal para favorecer a

cultura cellular:

e Protocolo 1:

O método utilizado no Protocolo 1 foi o de simples emulséo com evaporacgao
de solvente. Neste método, adaptado de Terukina et al. (2016) por Duek et al.
(2017), 500mg de poli (acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) 80:20 (Mw =
417.829 g/mol) foram dissolvidos em 12mL de CHCL3, em agitador magnético
(DOX-AGIT).

A mistura foi vertida em 300mL de solucéo de poli (alcool vinilico) Aldrich®
0,25% (PVA) e entdo homogeneizada por 3 minutos a 10.000 rpm em mixer Ultra
Turrex (T25, IKA). Na sequéncia, foi submetida a um sonicador (UP 200S,
Hielscher), em intensidade 85% (equivalente a 180W), por 10 minutos (amostras
sonicadas — DOX SONIC).

A emulséo obtida foi agitada lentamente por 24 horas para evaporacao do
solvente, centrifugada a 5000 rotacdes por minuto por 5 minutos e lavada com agua
destilada. As microesferas foram congeladas a -20°C por 24 horas, e liofilizadas
por 24h a -100°C [Duek et al., 2017; Tekurina et al., 2016].

e Protocolo 2:

O método utilizado foi o de simples emulsdo com evaporacdo de solvente,
adaptado de Gabler et al. (2007). As microesferas foram produzidas dissolvendo
PLGA 80:20 em CHCLs. A esta solucao polimérica foi adicionado o PVA 1%. A
velocidade de agitacdo utilizada foi de 500 rpm em um agitador magnético (DOX-
AGIT) por 18 horas para permitir a remocao completa do solvente por meio de
evaporacdo. As microesferas foram lavadas em agua deionizada e estéril e

liofilizadas por 24h a -100°C (Figuras 11 e 12).
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Figura 10. A- Mixer ultra Turrex, B- Sonicador, C- Liofilizador

Figura 11. A. Processo de polimerizacdo de PLA + PGA, B. PLGA 80:20 pronto, C.

Microesferas aglutinadas apos processo de simples emulsédo e evaporacao de solvente.

4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura das microesferas

A analise morfologica das microesferas de PLGA foi feita por meio de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) (EVO MA15-ZEISS, IB/UNICAMP). As
amostras foram metalizadas em 15-30nm de ouro (Emitech K550) e visualizadas
em aumentos variados (Figura 13). A analise dos tamanhos das microesferas
produzidas foi realizada com auxilio do software Image J (National Institute of
Health, EUA).
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Figura 12: Microscopio Eletronico de Varredura

35



5 RESULTADOS

5.1 Producao de microesferas de PLGA

Ao utilizar o método de simples emulsdo com evaporagdo de solvente,
obtendo particulas de aproximadamente 25um, e submetendo as amostras a
sonicacdo, as particulas produzidas no Protocolo 1 variaram de aproximadamente
0,25 até 9 yms (Figura 14).

Figura 13. Protocolo 1: método adaptado de Terukina et al, submetido ao processo em mixer Ultra

Signal A = SE1 EHT = 7.00 KV 18 pm m rotocolo 1 Signaf A = SET EHT = 7.00 kV 10 um ﬁ'
pratocolo

protoceio 1 Mag= 200KX WD = 15.95 mm M\ Mag= 300KX WD = 1596 mm R

Turrex e sonicacdo apresentou microesferas com variacdo de 0,25 até 9 yms.

Como resultado do Protocolo 2, microesferas com diametros variando de 2,6

até 398,3 ums foram alcancadas, sendo a maioria entre 100 e 300 uyms (Figura 14).

Signal A = SE1 EHT = 7.00 kV 20 ym 0

Signal A = SE1 EHT = 7.00 kV 50 um Q
Mag= 1.50KX WD =13.66 mm

protocolo 2 Mag= 500X WD = 13.85 mm

protocolo 2

Figura 14. Protocolo 2: método de simples emulsdo com evaporacéo de solvente adaptado de
Gabler et al sem o0 uso de sonica¢do apresentou microesferas com variagédo de didametros entre
2,6 e 398,3 uyms.

Assim, ap0s avaliacdo dos dois protocolos utilizados, o Protocolo 2 foi 0 que

produziu microesferas com melhores caracteristicas para o cultivo celular.
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6 DISCUSSAO

As abordagens de engenharia tecidual tém o potencial de revolucionar o
tratamento de lesdes e doencgas degenerativas da cartilagem articular, oferecendo
solucbes mais eficazes e menos invasivas em comparagcdo com as técnicas
tradicionais. Essas tecnologias podem melhorar a qualidade de vida dos pacientes,
reduzindo a dor, restaurando a funcdo articular e diminuindo a necessidade de
procedimentos cirdrgicos mais invasivos, como a substituicdo total da articulagédo
[Temenoff et al., 2000; Huey et al., 2012; Makris et al. 2015].

Os resultados do presente estudo mostraram que, ao utilizar o método proposto
por Terukina et al. (2016) para obtencdo de microesferas de PLGA pelo método de
simples emulsdo com evaporacdo de solvente, obtendo particulas de
aproximadamente 25um, porém submetendo as amostras a sonicacao, as particulas
produzidas no Protocolo 1 variaram de aproximadamente 0,25 até 9 uyms. Como
resultado do Protocolo 2, microesferas com didmetros variando de 2,6 até 398,3 ums
foram alcangadas, sendo a maioria entre 100 e 300 ums

Gabler et al. (2007) desenvolveram microesferas dissolvendo trés polimeros
PLGA diferentes: de 50:50 PLGA tipo "a" com um teor de monémero residual de
0,90% e viscosidade inerente (i.V.) de 0,84 dl/g, 50:50 PLGA tipo " b" com teor de
mond&mero residual de 0,83 (i.V.: 0,69 dl/g) e 85:15 PLGA com teor de mondémero
residual de 1,20% (i.V.: 3,27 dl/g) em CHCL3 com adigé&o de alcool polivinilico 0,5%.
Microesferas de diferentes tamanhos foram produzidas sendo que ambos PLGA
50:50 apresentaram menores diametros (entre 40-160 uyms) enquanto o PLGA
85:15 apresentou maiores (60-330 ums). Nao houve relacdo entre rotacdes por
minuto durante a agitacdo e o tamanho da microesfera. A degradacéo foi estimada
para todos os trés polimeros medindo o peso seco. Durante o periodo de 80 dias,
0 PLGA 85:15 mostrou reducao quase linear de 20% em peso, enquanto ambos 0S
polimeros PLGA 50:50 mostraram reducdo de quase 70% em peso. Outra
vantagem observada foi a maior adesédo celular no PLGA 85:15 explicada pela
maior quantidade de acido latico. A superioridade do PLGA 85:15 nesses
quesitos corrobora com a escolha do presente estudo de utilizar o PLGA com

proporgédo 80:20, assim como também utilizado por Duek et al. (2020) (Figura 15).
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0 DIAS

40 DIAS

80 DIAS

PLGA 50:50 tipo A PLGA 50:50 tipo B PLGA 8515

Figura 15. demonstra a degradacéo de esferas de PLGA em diferentes propor¢des de PLA e PGA

em 0, 40 e 80 dias, confirmando melhores resultados na propor¢éo de 85:15 [Gabler et al., 2007].

Ja, Boukari et al. (1015) desenvolveram microesferas porosas e nhao
porosas de PLGA de baixo, intermediario e alto peso molecular, preparadas
usando o método de evaporacao de solvente em dupla emulséo. O diametro médio
das microesferas de baixo, médio e alto peso molecular foi de 33,0, 57,8 e 83,8
Mms, respectivamente, enquanto o diametro médio das microesferas ndo porosas
foi 52,6, 63,4 e 92,1 ums, respectivamente. Também foi observada maior
degradacdo quanto menor o peso molecular do PLGA.

Thissen et al. (2006) relataram produc&o de microesferas de PLGA (85:15)
de 47 a 210 pyms e demonstraram que a cultura de condrécitos de ovelha
mantiveram seu fendtipo diferente da cultura em camada Unica que mostrou
diferenciacdo para fibroblastos. Kang et al. utilizaram microesferas de PLGA 50:50
cultivadas com condrdcitos e as introduziram em defeitos de cartilagem de coelhos
apresentando bons resultados na neoformacéo de tecido cartilaginoso hialino,
porém nao se sabe o comportamento na articulagcdo do joelho em humanos ja que,

39



conforme antes citado, apresenta velocidade maior de degradacao e baixa adeséo
celular comparado a proporgdo 85:15 [Pavesio et al., 2003; Gabler et al., 2007].

Microesferas menores que 100 ums sao relatadas por induzirem inflamacao
in vivo, enquanto microesferas maiores influenciam negativamente na
diferenciacdo das células cultivadas [Gabler et al., 2007]. Um tamanho ideal
relatado seria em didmetros entre 100 e 200 uyms. Além disso, uma distribuicédo
estreita nos tamanhos é desejada para reproducao ideal das condi¢des de cultivo
[Fisher et al. 2004].

Apesar dos avangos promissores, a engenharia tecidual para a regeneracao da
cartilagem ainda enfrenta desafios significativos. A integracdo dos tecidos
regenerados com o tecido cartilaginoso nativo, a durabilidade a longo prazo da
cartilagem regenerada e a resposta imune do paciente sdo questdes criticas que
precisam ser abordadas. Além disso, a escalabilidade e a viabilidade econémica das
terapias baseadas em engenharia tecidual devem ser aprimoradas para que esses
tratamentos estejam amplamente disponiveis. No entanto, com a continua pesquisa e
inovacgdao, é provavel que a engenharia tecidual continue a evoluir e a proporcionar
solucbes cada vez mais eficazes para as doencas degenerativas da cartilagem
articular [Daou et al., 2022]. A promessa de regenerar a cartilagem de maneira eficaz
e duradoura traz novas esperancas para milhées de pacientes ao redor do mundo,

marcando uma nova era na medicina regenerativa.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que o modelo de microesfera
de poli (acido lactico-co-glicolico) como arcabouco para esferoide condrogénico
(protocolo 2) foi superior na produgao de microesferas para cultivo celular, quando
comparado ao método utilizado no protocolo 1. Dadas as dificuldades fisiol6gicas
associadas a regeneracdo da cartilagem hialina, o protocolo analisado pode
representar uma alternativa promissora para futuras aplicacbes clinicas na

osteoartrite.
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