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Resumo

As células-tronco mesenquimais estdo presentes em todo o organismo, possuem grande plasticidade e
s@o candidatas para aplicagdo clinica em terapias de regenerag@o tecidual. Na engenharia de tecidos,
varios scaffolds biodegradaveis tridimensionais sdo usados como substitutos artificiais para a matriz
extracelular. O biomaterial colageno, disponivel comercialmente, contém uma matriz composta de
esponja de colageno altamente porosa e que permite a adesdo celular. O reparo de lesdes em cartilagem
articular é uma preocupag@o na medicina devido a sua limitada capacidade de autorrenovagdo. O
objetivo deste estudo foi avaliar a resposta de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido
adiposo (do inglés, Adipose Derived Stem Cells - ASCs) aum scaffold a base de coldgeno, cultivar este
construto em diferentes condigdes in vifro e analisar histologicamente a capacidade condrogénica apos
implantacdo in vivo. As ASCs foram associadas a um scaffold comercial de colageno tipo I-III e
cultivadas durante 4 ¢ 6 semanas em meio de cultura completo e em meio de diferenciacdo
condrogénica. A associa¢do do biomaterial com as ASCs foi analisada in vitro e, em seguida, este
construto foi implantado na regido subcutanea de camundongos. As ASCs tiveram alta taxa de adesdo e
proliferacio quando associadas ao colageno na densidade de 1,28x10° células/cm’. A anélise
histolégica dos construtos apds serem implantados in vivo revelou que o fenotipo condrogénico
aparece apods a implantagdo e hd uma menor vasculariza¢do nos grupos induzidos a diferenciacdo
condrogénica durante 4 ¢ 6 semanas. Nossos resultados sugerem que o construto ASCs-scaffold
colageno possui potencial condrogénico em ambiente fisiologico.

Abstract

Mesenchymal stem cells are present throughout the organism, have great plasticity and are promisors to
be used in clinical application. In tissue engineering, a variety of three-dimensional biodegradable
scaffolds (3D) is used as artificial substitutes for extracellular matrix. Collagen is an available scaffold
and easily purified. Matrix composed of collagen sponge is highly porous and allows cell adhesion.
Repair in articular cartilage lesions is an important concern in surgery due to limited ability to self-
renewal. Our goal in this study is to evaluate Adipose stem cell response to a commercial 3D collagen
scaffold, maintain this construct in different conditions in vitro and analyze cartilage formation after
implantation in vivo. Murine ASC were associated upon a comercial Type I-III collagen scaffold,
cultivated during 4 and 6 weeks in Complete Culture Medium (CCM) and in chondrogenic
differentiation medium and implanted subcutaneously. ASC had high adhesion rate and high
proliferation rate upon scaffold in 1.28x106 cells/cm3. Histological analysis of in vivo inserts suggests
biomaterial can maintain chondogenic phenotype after implantation and there is a lower
vascularization in groups treated during 4 and 6 weeks in vitro. Our results suggest 3D collagen scaffold
has chondrogenic potential in physiologic environment.
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1. Introducio

Células-tronco mesenquimais (do inglés,
Mesenchymal Stem Cells - MSCs) sdo células de origem
mesodérmica primordial e que possuem grande plasticidade
fenotipica (Beyer Nardi e Da Silva Meirelles, 2006). As
MSCs estdo presentes em todo o organismo (Da Silva
Meirelles et al., 2006; Da Silva Meirelles et al., 2008) e seu
potencial terapéutico ¢ explicado principalmente pela
producdo de moléculas bioativas e respostas a essas
biomoléculas. Estas biomoléculas e as MSCs proporcionam
um microambiente regenerativo em lesdes, sendo capazes
de limitar a area lesada e de criar uma resposta
autorregenerativa. O conhecimento sobre as caracteristicas
das MSCs ¢ maior sobre seu desempenho in vitro quando
comparado ao in vivo. As principais propriedades das MSC
sdo: (i) a auto-renovacdo e plasticidade, (ii) a capacidade
quimiotatica e migragdo para os locais de lesdo e inflamagéo,
(iii) a secre¢@o de mediadores paracrinos e fatores tréficos,
(iv) propriedades imunomoduladoras, (v) propriedade
angiogénica e (vi) o papel de regulacdo durante reagdes
inflamatorias locais (Meirelles e Nardi, 2009; Mastri et al.,
2014).

Na engenharia de tecidos, varios tipos de scaffolds
biodegradaveis tridimensionais (3D) sdo usados como
substitutos artificiais para a matriz extracelular. Esses
biomateriais podem ser compostos de moléculas naturais e /
ou sintéticas poliméricas. Em contraste aos sistemas de
cultura celular convencionais bidimensionais (2D), suportes
3D proporcionam um substrato aderente fisico para cultura
celular in vitro bem como para a regenerag@o de tecidos in
vivo (Saito et al., 2001; Tan et al., 2001). Os componentes
purificados e derivados de matriz extracelular
decelularizada sdo escolhas logicas de scaffolds visto que
mantém a estrutura e composi¢do quimica da matriz.
Suportes celulares podem ser compostos por diferentes
biomoléculas, tais como coldgeno, fibrina e acido
hialurénico, tornando-se potencialmente menos
imunogénicos e com estrutura adequada para o crescimento
celular (Matthews et al., 2002). Quando scaffolds sdo
enriquecidos por células, os tecidos dsseo e o cartilaginoso
estdo entre os poucos tecidos onde as MSCs podem conduzir
a regeneragdo por colonizagdo e diferenciagdo, enquanto
que em outros cenarios, tais como o tecido cardiaco ou
doencas vasculares, as MSCs atuam principalmente por
acdo paracrina/autdcrina e possivelmente propriedades
imunomoduladoras (Ciapetti etal.,2012).

Para a cartilagem, o colageno ¢ um scaffold
candidato e facilmente purificado a partir de tecidos. A
matriz composta de esponja de colageno ¢ altamente porosa
e com poros interligados, eficaz para a infiltragdo de células
e facilitando o aporte de oxigénio e nutrientes. O construto
esponja colageno-células pode ser melhorado com a adi¢do
de fibras de colageno que proporcionam aumento da adesdo
celular sem afetar a morfologia das células (Hiraoka et al.,
2003). A reparag@o de lesdes da cartilagem articular ¢ uma
preocupagdo importante na medicina, devido a sua limitada
capacidade de autorrenovagdo, isto €, baixa capacidade de
regeneragdo in vivo. Estratégias baseadas em biomateriais,
suplementacdo de células e adi¢do de biomoléculas ativas
tém sido amplamente estudadas na engenharia de tecidos
para promover a reparacdo da cartilagem (Betre et al., 2006;
Maldaetal.,2005;).
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Alguns estudos mostram que MSCs humanas
induzidas a diferenciagdo condrogénica perderam o seu
comprometimento condrogénico quando implantadas no
ambiente subcutdneo, passando a comprometer-se com
linhagem osteogénica (Pelttari et al., 2006; Cui et al., 2007).
Um estudo cultivou MSCs em scaffold de acido polilactico
revestido com acido poliglicélico e este construto foi
induzido a diferenciacdo condrogénica in vitro por 4 a 12
semanas ¢ entdo implantado via subcutdnea em
camundongos, durante 12 ou 24 semanas. Apesar das
analises histologica e morfologica e a quantificacdo de
glicosaminoglicanos terem revelado estrutura tipica de
cartilagem apds 8 semanas de indug@o in vitro, os construtos
ossificaram quando implantados in vivo. Por outro lado, as
amostras induzidas durante 12 semanas in vitro mantiveram
a estrutura de cartilagem, ap6s implantadas in vivo (Liu et
al., 2008). Isto indica que as MSCs necessitam alcangar um
estado diferenciado e maduro de diferenciagdo in vitro para
manter o seu fendtipo apds implantadas em um
microambiente diferente do de origem. Com isso, o objetivo
deste estudo foi avaliar a resposta das ASCs associadas a um
scaffold comercial de colageno, cultivar este construto em
diferentes condi¢des in vitro e analisar histologicamente a
capacidade condrogénica apds implantagao in vivo.

2. Material e Métodos

O meio de cultura completo (CCM) foi composto
por meio de Eagle modificado por Dulbecco suplementado
com 10% de soro fetal de bovino (CULTILAB, Sao Paulo,
Brasil) e 10 mM de HEPES (4cido 4- (2- hidroxietil) -1-acido
piperazinoetanossulfonico, acido livre, 2,5 - 3,7 g/L)
(HDMEM). Solugéo salina de Hanks sem Ca2+ e Mg2+ foi
usada para lavar tecidos e células. Todos os reagentes
utilizados foram da Sigma Chemical (St. Louis, MO), a
menos que indicados. Plasticos de cultura utilizados foram
da BD Falcon (Sao Paulo, Brasil).

2.1.ANIMAIS

Camundongos C57BL/6N machos com 8-10
semanas de idade foram utilizados neste estudo. Eles foram
mantidos em condi¢des normais no biotério. O manuseio foi
feito de acordo com os principios do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e todos os
procedimentos foram realizados de acordo com a Lei Arouca
(Lei n° 11.794, de Oito de outubro de 2008). A utilizagio
destes animais foi aprovada pela Comissdo de Etica da
Universidade Luterana do Brasil sob o registro 2009-017A.

2.2.ISOLAMENTO DAS ASCs

O tecido adiposo foi coletado da regido inguinal e
digerido em solugcdo de colagenase tipo I (250 U/mL)
durante cerca de 30 min. O tecido digerido foi centrifugado a
400 x g e o precipitado foi plaqueado. As culturas foram
mantidas em atmosfera umidificadaa 37 °C com 5% de CO2.
Quando a confluéncia se aproximava de 90%, as células
eram transferidas a uma 4rea maior. As células foram
observadas diariamente em microscépio invertido (Axiovert
25; Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) e fotomicrografias
foram tiradas com camera digital (AxioCam MRC, Zeiss),
usando software AxioVision 3,1 (Zeiss).
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2.3. CARACTERIZACAO IN VITRO
2.3.1. CITOMETRIADE FLUXO

As células foram incubadas durante 30 min a 4 °C,
com anticorpos contra CD106, Sca-1, CD34, CD11be CD45
(Pharmingen BD, San Diego, CA, EUA), conjugados com
PE ou FITC. As células foram analisadas num FACScalibur
com o laser a 488nm (Becton Dickinson, San Diego, CA) e
software CellQuest. O Software inMDI 2,8 foi usado para
construir os histogramas. As células estavam nas passagens
4-5 e foram analisados 104 eventos.

2.3.2. DIFERENCIACAO CELULAR

Foram plaqueadas 2,5x104 células/cm2 em placas e
mantidas durante 4 semanas em meio de diferenciagdo. O
meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana e sua
composi¢do foi HDMEM suplementado com os fatores
como a seguir. Para a diferenciacdo osteogénica, 10-8M de
dexametasona, 5 pg/mL de acido ascorbico 2-fosfato e
10mM de B-glicerolfosfato. Para observar a deposi¢do de
calcio, as células foram coradas durante 5 min. com
Alizarina Red S em pH 4,1. Para a diferenciagdo
adipogénica, 10-8M de dexametasona, 2,5 pg/mL de
insulina, 100puM de indometacina (Merck, Rio de Janeiro,
Brasil) e 3,5uM de rosiglitazona (GlaxoSmithKline,
Middlesex, Reino Unido) (Nora et al., 2012). Os vactiolos
lipidicos foram observados em microscopio e corados com
Oil Red O durante 5 min.. Para a diferenciacdo
condrogénica: 6,25ug/mL de insulina, 10ng/mL de TGF-B1
e 50nM de acido ascorbico 2-fosfato. A matriz de cartilagem
foi corada com Alcian Blue (pH 2,5) durante 5 min..
Fotomicrografias foram tiradas com camera digital
(AxioCam MRC, Zeiss), usando software AxioVision 3,1
(Zeiss).

2.3.3.SCAFFOLD DE COLAGENO

Matrizes de colageno comercial (Three
Dimensional Collagen Composite Scaffold BD ™) foram
utilizadas, catalogo ntimero #354613 (San Diego, CA,
EUA). As pecas continham uma mistura de colageno tipos I
e Il de pele bovina. O biomaterial possuia poros que variam
entre 100-200uM e as pecas possuiam as seguintes
dimensdes: didmetro 4,2-5,2mm, altura de 3,9-4,5mm e
volume de 0,039cm3.

Tabela 1. Grupos experimentais (n=3 para cada grupo)

2.3.4.ADESAO E PROLIFERACAO

O biomaterial foi testado em duas condigdes de
cultivo: seco (D) e hidratado (H) com CCM durante 30 min
antes de ter as células associadas. Duas densidades celulares
foram testadas no biomaterial: 2,56 x105 células/cm3
(menor densidade-LD) e 1,28 x106 células/cm3 (maior
densidade-HD). As células foram associadas ao biomaterial
e incubadas por 3 h em meio CCM. Em seguida, o
biomaterial foi lavado com CCM para remover as células
ndo aderentes e estas foram coradas com Giemsa e contadas.
Assim, o nimero de células aderidas a cada peca de
biomaterial pdde ser determinado. As células foram
observadas em um microscopio de contraste de fase
invertida. Os construtos foram mantidos durante 3 dias em
CCM e a atividade celular foi avaliada através do ensaio
MTT, comparando-se as leituras com uma curva padrio
como ja descrito anteriormente (Deimling et al., 2011). Esta
analise foi feita em triplicata com as ASCs em passagem 4-6.

2.3.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
(MEV)

Os construtos foram fixados com paraformaldeido a
4% durante 1h e, em seguida, tratados com etanol, seguido
por tratamento com acetato de isoamilo e secagem a vacuo.
Finalmente, os construtos foram revestidos por cintilagdo
com ouro e visualizado por MEV (XL20, Philips Electronics
NV, Eindhoven, Holanda) no Centro de Microscopia
Eletronica e Microanalise — CMME da Universidade
Luterana do Brasil. Scaffolds sem células também foram
avaliados.

2.4. DIFELRENCIACA~0 CELULAR NO SCAFFOLD E
AVALIACAOINVIVO

As ASCs foram associadas ao scaffold hidratado e
seco e induzidas a diferenciacio condrogénica durante 4 ¢ 6
semanas e entdo implantadas na regido subcutdnea em
camundongos C57BL/6N por 14 dias. O tempo foi
estipulado depois da realiza¢do de um ensaio-piloto feito por
nosso grupo ¢ a partir dele pudemos observar que em
periodos maiores de implantagdo este biomaterial foi
completamente reabsorvido (dados ndo publicados). Os
animais foram mantidos em biotério. Os grupos
experimentais (n = 3 para cada grupo) estdo descritos na
Tabela 1.

Grupo Material implantado

Gl Biomatenal

G2 Biomaterial + ASC cultivadas em CCM por 4 semanas

G3 Biomaterial + ASC cultivadas em meio condrogénico por 4 semanas
G4 Biomaterial + ASC cultivadas em CCM por 6 semanas

G5 Biomaterial + ASC cultivadas em meio condrogénico por 6 semanas
G6 Biomaterial + ASC aderidaspor 3 h

ASC: Célula-tronco mesenquimal derivada de tecido adiposo; CCM: meio de cultura completo;
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2.5.AVALIACAO HISTOLOGICA

Amostras de tegumento contendo os construtos
foram coletadas e fixadas em formol 10% tamponado
durante 8-10h e preservadas em alcool 70% até o
processamento. As amostras foram cortadas em microtomo
(6 um; LEICA) e coradas com hematoxilina/eosina/azul
alcian (HE-AB) para a analise de, respectivamente, estrutura
histologica e a deposi¢do de nova matriz de cartilagem no
construto. Os parametros morfoldgicos analisados em cortes
histoldgicos foram auséncia/presenga de células
inflamatorias, vascularizag@o e deposi¢do de mucinas.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados sfo expressos como média + desvio
padrdo. Diferencas entre os grupos foi analisada utilizando

Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) por One-
Way ANOVA seguido de Tukey ou de Dunnet como post-hoc
ou analisados por teste t-Student, quando necessario. Quando
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. Resultados

3.1. ANALISE IN VITRO

3.1.1. CARACTERIZACAO DAS ASC

As ASCs mostraram morfologia fibroblastoide.
Quando submetidas a sinais de inducdo especificos, elas
foram capazes de diferenciar-se em linhagens adipogénica,
condrogénica ¢ osteogénica. Além disso, no perfil
imunofenotipico, as ASCs foram positivas para os
marcadores CD29, CD44 e CD49¢ e negativas para CD11b,
CDA45. Este perfil étipico de MSCs (Figura 1).
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Figura 1. Caracterizagdo das ASCs. As ASCs foram induzidas a (A) diferenciagio osteogénica e coradas com AlizariaRed S, Aumento: 100x; (B) diferenciagdo condrogénica
e coradas com Alcian Blue, Aumento: 200x; (C) diferencia¢@o adipogénica e coradas com OilRed O, Aumento 100x. As células foram induzidas durante 4 semanas. (D)
Perfil imunofenotipicoanalizado por citometria de fluxo. As ASCs foram negativas para CD11b e CD45 e positivas para CD29, CD44 e CD49e.
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3.1.2. BIOMATERIAL + ASC Os construtos também foram obervados por
microscopia eletronica de varredura (Figura 3). De maneira

Os resultados de adesdo e atividade celular sio  geral, nota-se que a estrutura tornou-se mais densa quando as

mostrados na Figura 2. As ASCs tiveram alta taxa de adesdo células foram associadas. Quando o construto foi tratado em

nos biomateriais independente das densidades testadas. Em ~ meio condrogénico, houve a formagdo de estruturas

HD, observou-se que a taxa de adeso foi maior no scaffold nodulares (Figura 3G).

seco quando comparado ao scaffold hidratado (Fig 2A,

p<0,05). Além disso, as ASCs associadas aos scaffolds 3.2.Analise In VIVO

hidratados em HD apresentam maior atividade celular

quando comparadas com o mesmo numero de células 3.2.1. HISTOLOGIA

semeadas em ambiente 2D (Fig. 2B, P<0,01).
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Figura 2. Adesao e atividade celular das ASCs associadas ao biomaterial de colageno. (A) Percentagem de adesdo. As células foram associadas a 2,56x105 células/cm3 (LD)
e 1,28x106 células/cm3 (HD) sobre o biomaterial e incubadas por 3h. Apds, os construtos foram lavados e as células ndo aderentes foram contadas. (B) Atividade celular: as
células aderidas no biomaterial foram incubadas por 72 h e a atividade celular medida pelo teste MTT. Densidade optica lida em 540 nm. Diferencas estatisticas entre os
grupos estdo indicadas por asteriscos. * Diferenca estatistica p<0,05. **Diferenca estatistica p<0,01.

Figura 3. Microscopia eletronica de varredura de cada grupo experimental a 1,28x106 células/cm3 (HD). (A) Biomaterial sem células. (B) Biomaterial + ASCs tratadas com
meio de cultura completo (CCM) por 4 semanas; (C) Biomaterial + ASCs tratadas com meio indutor condrogénico por 4 semanas; (D) Biomaterial + ASCs tratadas em CCM
por 6 semanas; (E) Biomaterial + ASCs tratadas em meio indutor condrogénico por 6 semanas; (F) Biomaterial + ASCs aderidas por 3 h; (G) Detalhe de uma estrutura do tipo
nddulo e (H) morfologia celular sobre o biomaterial.
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Apos 14 dias implantados via subcutidnea em Quando somente o biomaterial foi implantado (G1),
camundongos, o construto tornou-se evidentemente podemos observar intenso infiltrado celular e vascularizacéo
vascularizado e com aspecto rigido para todos os grupos. Na  circundante; também foram observados pequenos pontos
analise histoldgica, podemos observar a formacdo de tecido  que contém a estrutura do biomaterial (corada em rosa). O
fibroso envolvendo o inserto, provavelmente sendo  mesmo padrio ¢ observado no G6 (células aderidas por 3h).
responsavel pelo aspecto rigido observado (Figura 4). No entanto, podemos observar infiltrado celular e

e Y A

Figura 4. Analise histologica dos construtos constituidos de biomaterial de coldgeno e ASCs a 1,28 x106 células/cm3 ap6s 14 dias de implantagdo na regido subcutinea de
camundongos. (A) Biomaterial sem células. (B) Biomaterial + ASCs tratadas com meio de cultura completo (CCM) por 4 semanas; (C) Biomaterial + ASCs tratadas com
meio indutor condrogénico por 4 semanas; (D) Biomaterial + ASCs tratadas em CCM por 6 semanas; (E) Biomaterial + ASCs tratadas em meio indutor condrogénico por 6
semanas; (F) Biomaterial + ASCs aderidas por 3h. Colora¢do com Hematoxilina/Eosina/Alcian Blue. Aumentos: n 40x; n' 200x; n" 400x.
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ultimo grupo. Interessantemente, observou-se que a
estrutura do biomaterial esta preservada e circundada por
matriz de cartilagem neoformada (corada em azul). Nos
outros grupos, onde as ASCs foram associados no
biomaterial durante 4 semanas (G2 ¢ G3) e 6 semanas (G4 ¢
G5), a estrutura do biomaterial foi mais conservada. Nessas
regides, ha auséncia de vasculariza¢do e leve infiltrado
celular. Além disso, hd uma grande quantidade de mucinas
que foram produzidas.

4. Discussiao

Este trabalho foi realizado com o objetivo de
explorar o potencial condrogénico das ASCs murinas
associadas ao colageno Tipo I e I1I. O colageno do tipo I e 11
ja foi usado como scaffold na engenharia de tecidos da
cartilagem. Gigante et al. (2007) caracterizaram condrocitos
autologos associados em coldgeno porcino tipo I e III apenas
antes da implantagdo e observaram, por meio de
immunostaining, que as células expressam as proteinas S-
100, S-condroitina e colageno tipo II. Este padrio de
expressdo de proteinas indica que as células ndo
desdiferenciaram ou alteraram o seu estado fenotipico.

No presente trabalho, quando analisamos a resposta
celular ao biomaterial, através da adesdo e da atividade
celular, podemos ver que, em HD, as ASCs tiveram menor
taxa de adesdo no biomaterial quando hidratado, porém
maior taxa de atividade celular (podendo ser indicacdo de
maior namero celular) apos 72h. Quanto a MEV, podemos
observar a estrutura do scaffold com maior densidade
quando associada com ASCs e, curiosamente, nos grupos
tratados em meio condrogénico, houve a formagdo de
estruturas semelhantes a nodulos. Segundo Gigante et al.
(2007), condrocitos de morfologia esferdide foram
observados quando semeados em colageno tipo I e III.
Porém, como indicado pelos cortes histoldgicos em nosso
estudo, as ASCs induzidas a diferenciacdo condrogénica ndo
apresentaram morfologia esferdide.

A analise in vivo através de histologia mostrou que
as pecas foram claramente envolvidas por uma capsula
fibrosa, provavelmente, responsavel pelo aspecto rigido
observado macroscopicamente. Como esperado, G1 ¢ G6
mostraram intensa vasculariza¢do e infiltragdo celular,
possivelmente responsavel pela reabsorcdo do inserto. Ja
esta relatado na literatura que células sao recrutadas ao local
da lesdo e que MSCs podem secretar quimiocinas com o
mesmo objetivo (Lau e Wang, 2011; Strizetal.,2014.). Além
disso, observamos matriz rica em mucinas (corada em azul)
em grupos contendo ASCs, independentemente se as ASCs
foram induzidas a diferencia¢do condrogénica ou nio, in
vitro. Isto sugere que o scaffold composto de colageno tipo |
e III possua perfil condroindutor. Mais anélises devem ser
realizadas para esclarecer o papel da condroindugao deste
biomaterial.

Alguns estudos relatam que o tecido cartilaginoso
pode produzir fatores anti-angiogénicos, tais como
chondromodulina-I e troponina I (Cheung et al., 2001;
Fischer et al., 2006). Observamos que a indug¢éo
condrogénica in vitro pode prevenir a vasculariza¢do na
interface construto-hospedeiro e mantém a estrutura do
biomaterial preservada durante o periodo in vivo.
Observamos, também, que os construtos com matriz de
cartilagem neoformada tém a estrutura do biomaterial
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circundante preservada. A inibicdo da angiogénese ¢ uma
questdo importante na engenharia de tecidos de cartilagem.
Se construtos ndo sfo adequadamente induzidos ou
implantados in vivo, as células podem desviar o seu
comprometimento e produzir outros fatores que provocam a
ossificacdo (DeLise et al., 2000; Hattori et al., 2010; Henrotin
etal., 2014). Liu et al. (2008) observaram que a manutengao
do estado condrogénico in vivo é dependente do estado
completamente diferenciado conseguido por indugio
condrogénica a longo prazo in vitro. Eles sugerem que se
construtos ndo totalmente diferenciados condrogenicamente
in vitro forem implantados em uma regido diferente da de
origem, eles podem ossificar.

De acordo com nossos resultados, o biomaterial
composto de colageno tipo I e III tem potencial de uso na
engenharia de cartilagem. As células foram capazes de aderir
e proliferar; a analise histologica dos construtos implantados
indica que o biomaterial possa induzir a diferenciacio
condrogénica além de manter o estado condrogénico dos
insertos in vivo. Além disso, locais onde houve a producido de
possivel matriz cartilaginosa (corado em azul nas analises
histoldgicas), mesmo em regides pontuais, aparentemente
ndo exibem neovascularizagao.
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