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RESUMO

A Engenharia de Tecidos € uma ciéncia multidisciplinar cujo objetivo & combinar
celulas a uma matriz estrutural para formar um construto capaz de promover a
regeneracdo do tecido lesado. A espuma de vidro bioativo (BV) produzida pelo
processo sol-gel € um material osteoindutor que fornece uma rede de macroporos
interconectados necessaria a colonizacdo celular. O emprego das células-tronco do
tecido adiposo humano (hASC) apresenta vantagens como facilidade de coleta, grande
namero de células obtidas e répida expansdo in vitro, capazes de se diferenciar em
osteoblastos. O uso de biorreatores (BR) para o cultivo celular tridimensional em
matriz permite uma maior eficiéncia de nutricdo das células e aplicacdo de forcas
mecanicas, importantes moduladoras da fisiologia celular dssea. Neste contexto, o
objetivo do presente trabalho € avaliar a diferenciacdo osteogénica de hASC semeadas
em espuma de vidro bioativo através do cultivo tridimensional em biorreator de
perfusdo para a producdo de um construto funcional para a engenharia de tecido dssea.
Inicialmente foi realizada a sintese e caracterizacdo quimico-estrutural da espuma de
BV, que apresentou uma rede de poros de 100-500um interconectados e porosidade de
88%. A montagem do BR, assim como a verificacdo da degradagéo e bioatividade das
espumas de BV de maneira estatica e dinamica, mostraram que o cultivo dindmico com
taxa de fluxo de 0,AmL/min foi capaz de manter o pH da solu¢do de SBF e de permear a
amostra, através da deposicdo da camada de hidroxiapatita carbonatada no interior dos
poros do interior das amostras. Foram realizadas a obtencéo e caracterizacdo das hASC
e o desenvolvimento de protocolo para o cultivo das hASC em meio Leibovitz
independente de CO, (LEI) para uso no BR de perfusdo, que evidenciou uma melhor
adaptacdo de maneira gradual. Também foi realizada uma comparacdo entre hASC
cultivadas em meio padrdo DMEM e no meio LEI, as quais apresentaram semelhanca
morfoldgica e fenotipica e foram capazes de se diferenciar no fendtipo osteogénico
guando em meio LEI suplementado com os fatores osteogénicos (LEI O). Desta forma,
0s proximos ensaios foram realizados em meio LEI e LEI O. O cultivo estatico das
hASC semeadas na matriz de BV e em meio LEI e LEI O por 7, 14 e 21 dias mostrou
uma Otima adaptacdo das células & matriz e aos meios testados, um pico de atividade da
fosfatase alcalina (FA) aos 14 dias de cultivo em meio LEI, o que evidenciou a agéo

osteoindutora do material sobre as hASC, teste que foi confirmado pela



imunofluorescéncia. Finalmente, foi realizado o cultivo das hASC em matriz de BV no
biorreator de perfusdo, os quais demonstraram aumento significativo da viablilidade e
proliferacdo celular aos 7 dias de cultivo, pico de atividade da FA aos 14 dias de
cultivo, com uma producdo maior no grupo cultivado em meio LEI. Além disso, 0s
ensaios de imunofluorescéncia evidenciaram a expressdo de osteopontina (OP),
osteocalcina (OC) e colageno tipo | a partir de 7 dias e com maior evidéncia da
fluorescéncia aos 21 dias de cultivo para 0 meio LEI O e a evolugéo das células de um
formato fusiforme para o formato cuboidal. A imunofluorescéncia do grupo cultivado
em meio LEI aos 21 dias também evidenciou a expressdo das trés proteinas, mas de
maneira menos intensa e com menor alteracdo na morfologia celular. O ensaio de PCR
confirmou a expressao dos genes da OP, OC e FA, expressos pelas hASC em todos os
periodos de cultivo no biorreator de perfusdo com meio LEI O. Portanto, pode-se
concluir que as hASC cultivadas em BV e LEI O de maneira dindmica apresentaram
alteracdo fenotipica para células osteoblasticas, evidenciando se tratar de uma estratégia
de cultivo celular promissora para obtencdo de um construto funcional para a

engenharia de tecido 6sseo.

Palavras chave: Engenharia de Tecido, Espuma de Vidro Bioativo, Células-Tronco,

Biorreator de Perfuséo, Osso.



ABSTRACT

Tissue Engineering is a multidisciplinary science whose goal is to combine a structural
matrix and cells to form a construct able to promote regeneration of injured tissue.
Bioactive glass foam (BG) produced by sol-gel is an osteoinductive material that
provides a network of interconnected macropores necessary for cell colonization. The
use of human adipose stem cells (hASC) present advantages such as easy collecting,
large numbers of cells and rapid expansion in vitro, capable of differentiating into
osteoblasts. The use of bioreactors (BR) in three-dimensional cell culture enables
greater efficiency for cell nutrition and application of mechanical forces, important
modulators of bone cell physiology. In this context, the objective of this study is to
evaluate the osteogenic differentiation of hASC seeded on bioactive glass foam and
cultured in three-dimensional perfusion bioreactor for the production of a functional
construct for bone tissue engineering. The synthesis and characterization of BG was
initially performed, resulting in an interconnected network with pore size range 100-
500um and 88% porosity. Evaluation of static and dynamic degradation and bioactivity
of BG foam showed that 0.1 ml/min flow rate was able to maintain the pH of the SBF
solution and permeate the sample, and led to deposition of a carbonated hydroxyapatite
layer on the sample surface and inner pores. The extraction and characterization of
hASC were performed and a new protocol for hASC cultivation in Leibovitz CO,
independent medium (LEI) was developed for use in the perfusion BR. A comparison
between hASC grown in standard DMEM and LEI was also performed, showing similar
morphological and phenotypic caracteristics and ability to differentiate into osteogenic
phenotype when cultured in LEI supplemented with osteogenic factors (LEI O). The
static cultivation of hASC seeded on the BG foam in LEI for 7, 14 and 21 days showed
a great adaptation of cells to the matrix at 7 days, a peak of alkaline phosphatase activity
(ALP) at 14 days in LEI, evidencing the BG osteoinductive action on hASC, which was
confirmed by immunofluorescence. Finally, the hASC cultivation on BG in the BR
demonstrated a significant increase in cell proliferation and viability at 7 days of
culture, ALP activity peak at 14 days, with increased production in LEI group. In

addition, immunofluorescence assay revealed expression of osteopontin (OP),



osteocalcin (OC) and collagen type | from 7 to 21 days culture, being more evident and
strong at 21 days culture in LEI O . Moreover, the cells changed from a spindle form to
a cuboidal shape. Immunofluorescence of the group cultivated in LEI at 21 days also
showed the expression of these proteins, but with a less intense signal and lower change
in cell morphology. The PCR assay confirmed the expression of OP, OC and FA genes
expressed by hASC at all cultivation times in LElI O in the perfusion bioreactor.
Therefore it can be concluded that hASC seeded in BG and cultivated in BR presented
phenotypic change to osteoblastic cells, suggesting this is a promising strategy for cell

culture to obtain a functional construct for bone tissue engineering.

Keywords: Tissue Engineering, Bioactive Glass Foam, Stem Cells, Perfusion

Bioreactor, Bone.
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Introducéo

1. Introducéo

A engenharia de tecidos foi definida como um campo de pesquisa apenas no inicio dos
anos 80 e atualmente, 0 progresso neste campo esta relacionado ao desenvolvimento de
diversas abordagens de modelos de estudo. A engenharia de tecidos apdia sua base
cientifica em diversas &reas do conhecimento: biologia celular, bioquimica, biologia
molecular, ciéncia dos materiais, engenharia quimica e bioengenharia, que permitem a
aplicacdo racional dos principios da engenharia nos sistemas vivos. O desafio cientifico
da engenharia de tecidos envolve a compreensdo dos mecanismos celulares e a
fabricacdo de materiais para fornecer matrizes e modelos que guiem a regeneragdo
tecidual (VACANTI & VACANTI, 2007).

A reconstrucdo de grandes segmentos 0sseos continua a ser um problema clinico
importante no caso da extensa perda 6ssea devido a eventos patoldgicos, tais como
trauma, inflamacdo e tratamento cirdrgico de tumores. As abordagens terapéuticas
atuais incluem enxertia éssea ou implantes de diferentes biomateriais, mas nenhuma
delas revelou-se plenamente satisfatoria (CANCEDDA et al, 2007; REICHERT et al,
2009).

Portanto, uma mudanca torna-se necessaria: a substituicdo de tecidos pela regeneracao
de tecidos ao seu estado e funcdo original, pois todos os implantes existentes atualmente
possuem uma vida Gtil limitada e a expectativa de vida da populacdo tem aumentado
continuamente (JONES & HENCH, 2003).

O Nucleo de Desenvolvimento de Biomateriais da UFMG (NDBio-UFMG), um grupo
multidisciplinar criado em 1997 e cadastrado no CNPq, vem direcionando esfor¢os no
sentido de prover os alicerces para o desenvolvimento de uma nova geracdo de
Biomateriais e Engenharia de Tecidos. O grupo acumula uma experiéncia no

desenvolvimento, caracterizacao e avaliagdo a nivel celular e in vivo de biomateriais.

O tipo de tecido mais enfocado pelo grupo é o tecido 0sseo, pois inUmeros casos

clinicos na area ortopédica e odontoldgica justificam esforcos da pesquisa neste campo,
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incluindo a necessidade de melhores materiais de preenchimento para a reconstrugéo de

grandes defeitos 6sseos.

Dentre as possibilidades de matrizes especificas para o tecido 6sseo, o grupo NDBio-
UFMG tem trabalhado no desenvolvimento de espumas de vidro bioativo produzidas
pelo processo sol-gel e alguns estudos mostraram suas caracteristicas de bioatividade,
degradabilidade e estrutura de poros adequada em ensaios in vitro e in vivo (COELHO,
2003; PEREIRA et al, 2005b; VALERIO et al, 2005; DUTRA et al, 2006).

As células vivas sao requeridas para a fabricagdo de substitutos teciduais. Estas células
criam ou recriam estruturas funcionais usando informacbes e sinalizacbes pré-
programadas em seu cddigo genético. A aquisicdo de células para a producdo de
estruturas organicas € um grande desafio, pois para a fabricacdo de estruturas em larga
escala, hd a necessidade da obtencdo de grande quantidade de células que sejam
imunologicamente compativeis com o individuo receptor (VACANTI & VACANTI,
2007).

A medula 6ssea contém células-tronco mesenquimais (MSC), mas a coleta € um
procedimento invasivo. Portanto, é de relevante interesse avaliar a possibilidade de
obtencdo de células-tronco multipotentes de outras fontes teciduais, tais como peridsteo
ou tecido adiposo obtido por lipoaspiracdo (CANCEDDA et al, 2007).

A coleta, a quantidade de células e a rapida expansao in vitro sdo, portanto, vantagens
das células-tronco derivadas do tecido adiposo em relacdo as células-tronco derivadas
da medula dssea quando da contemplacédo de estratégias clinicas. As préprias células do
paciente podem ser coletadas, expandidas em cultura, semeadas em uma matriz para
posteriormente serem implantadas no local do defeito ésseo (COWAN et al, 2004). As
células-tronco mesenquimais adiposas sdo capazes de se diferenciar nas linhagens
condrogénica, adipogénica, miogénica e osteogénica, sugerindo sua aplicabilidade na
reconstituicéo de tecidos (ZUK et al, 2001).
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Para aplicacdo da engenharia de tecidos, grandes quantidades de células devem ser
mantidas vivas, tanto in vitro, quanto in vivo. O desenvolvimento de sistemas para
garantir esta sobrevivéncia celular inclui sistemas de biorreatores, uma estratégia para
suprir as limitagOes de transferéncia de massa que 0s tecidos vivos necessitam para
adequada nutricdo e eliminacdo de residuos celulares, além de proporcionarem
estimulos mecanicos especificos para o desenvolvimento tecidual através da pressdo
hidrodinamica e tens6es de cisalhamento (VACANTI & VACANTI, 2007).

Dentro desse contexto, o presente trabalho envolveu uma metodologia multidisciplinar
entre os Departamentos de Engenharia de Materiais e de Bioquimica e Imunologia da
UFMG. Este estudo teve como objetivo principal a analise da diferenciacdo osteogénica
de células-tronco do tecido adiposo humano semeadas em uma matriz de espuma de
vidro bioativo e cultivadas em biorreator de perfuséo para a produgdo de um construto
para a engenharia de tecido 6sseo. Inicialmente foi realizada a sintese e a caracterizacéo
microestrutural das espumas de vidro bioativo, a montagem do biorreator de perfusao e

a realizacdo do teste de degradacdo e bioatividade das matrizes.

O passo seguinte foi a obtencdo de células-tronco a partir do tecido adiposo humano, a
adaptacdo dessas células ao meio de cultura Leibovitz independente de CO, (LEI) para
sua utilizacdo no biorreator de perfusdo e comparagdo das células cultivadas no meio
LEI com o meio padrdo DMEM através da Imunofenotipagem e Microscopia Otica. Em
seguida, as hASC foram semeadas sobre o vidro bioativo e cultivadas em cultura
estatica e em biorreator de perfusdo utilizando meio LEI basal e osteogénico, para

avaliar a melhor alternativa para a diferenciacdo osteogénica.

Para avaliar a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, diferentes técnicas de
caracterizagdo citoquimica foram utilizadas como Viabilidade e Proliferacdo Celular por
MTT, Atividade da Fosfatase Alcalina, Dosagem de Colageno, Imunofluorescéncia,

Reacdo em Cadeia da Polimerase e Microscopia Eletronica de Varredura.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliacdo da diferenciacdo osteogénica de células-tronco do tecido adiposo humano

semeadas em matriz de espuma de vidro bioativo através do cultivo tridimensional em

biorreator de perfusdo para a produgdo de um construto funcional para a engenharia de

tecido 6sseo.

2.2 Objetivos Especificos

Obtencéo e caracterizacdo da espuma de vidro bioativo;

Montagem do biorreator de perfuséo;

Verificacdo da degradacdo e bioatividade das espumas de vidro bioativo de

maneira estatica e no biorreator de perfusao;

Obtencdo e caracterizacdo de células-tronco do tecido adiposo humano (hASC);

Desenvolvimento de protocolo para o cultivo de hASC em meio independente de

CO;, (LEI) para uso no biorreator de perfuséo;

Comparacdo morfoldgica e fenotipica das hASC cultivadas em meio LEI e
DMEM,;

Cultivo estatico e em biorreator de perfusdo das hASC semeadas na matriz de

vidro bioativo em meio LEI basal e osteogénico;

Verificacdo da diferenciagdo osteogénica das hASC testadas.
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Engenharia de Tecidos Convencional

A Medicina Regenerativa engloba a terapia celular e a engenharia de tecidos. Alguns
autores classificam como sindbnimo medicina regenerativa e engenharia de tecidos, mas
outros acham que o diferencial é o uso das células—tronco (LANGER & VACANTI,
1993, PUPPI et al, 2010). Ha uma busca pela capacidade natural de regeneracdo de
tecidos pelo préprio organismo, assim o processo de regeneracdo pode reparar, quando
necessario, os tecidos lesados por trauma, doenga ou senescéncia. Duas estratégias
diferentes podem ser empregadas: i) alteracdo in vivo de crescimento e funcdo celular
(regeneracdo de tecidos) e ii) construcdo in vitro de tecidos a partir de células do

paciente (engenharia de tecidos).

A abordagem geral da engenharia de tecidos convencional pode ser assim descrita: para
criar um tecido substituto vivo, um nimero pequeno de células pode idealmente ser
colhido do paciente usando uma técnica de bidpsia e entdo cultivado em laboratério
para um nimero apropriado. Estas células podem entdo ser expandidas em uma matriz
tridimensional, natural ou sintética, na presenca de fatores de crescimento e de
diferenciacdo. Se providas as condi¢des e sinais adequados, as células irdo secretar
varios componentes da matriz extracelular (MEC) para criar de fato um tecido vivo que
pode ser usado como tecido substituto para ser reimplantado no sitio lesado no paciente
(Figura 3.1) (OHGUSHI & CAPLAN, 1999; TAKEZAWA, 2003; VACANTI &
VACANTI, 2007). A matriz tridimensional deve se degradar no organismo em produtos
de degradacdo atoxicos e na mesma taxa em que as células produzem sua propria MEC
(JONES & HENCH, 2003). Se células do paciente forem usadas, ndo havera resposta de

rejeicdo imune ao tecido implantado.

A abordagem da engenharia de tecidos convencional para a regeneracdo 6ssea envolve,
portanto, o isolamento de células do corpo para serem semeadas em matrizes estruturais

e o0 construto formado deve entdo ser implantado na regido lesada do organismo.
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Figura 3. 1: Abordagem geral da Engenharia de Tecidos Convencional.

Comparativamente, 0 0sso € um compésito natural formado por colageno tipo I, que
fornece a estrutura e a parte mineral do 0sso, que fornece a resisténcia. A organizagédo
hierarquica do osso varia de acordo com diferentes locais no esqueleto, portanto as
propriedades biomecanicas variam consideravelmente (GOLDSTEIN et al, 2005;
FRESHNEY et al, 2007). Os dois tipos de 0ssos mais importantes sao o cortical e o
trabecular. O osso cortical € uma estrutura densa com elevada resisténcia mecénica,
também conhecido como 0sso compacto. O 0sso trabecular € uma estrutura porosa
interna de suporte presente no final dos 0ssos longos como o fémur ou dentro do 0sso
cortical em 0ssos curtos. Este 0sso € uma rede que contém macroporos com 55 a 70%
de porosidade interconectada (JONES & HENCH, 2003).

Os componentes celulares 6sseos sao: i) osteoblastos, células cuboidais uninucleadas
que sintetizam os componentes da MEC e sdo responsaveis por sua mineralizagdo; ii)
ostedcitos, osteoblastos aprisionados pela matriz Gssea e que ocupam um espago
denominado de lacuna osteocitica; iii) osteoclastos, células multinucleadas de origem

monocitica envolvidas na degradacdo da MEC d&ssea; e iv) células mesenquimais

6
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indiferenciadas, também denominadas células osteogénicas que se diferenciam em
osteoblastos (SOMMERFELDT & RUBIN, 2001).

O microambiente 6sseo permite e promove fungdes celulares que levam a producédo de
matriz 0ssea e ossificacdo. A matriz € um sistema bioquimico ativo e dindmico que
transmite importantes fatores regulatorios para as células vizinhas, afeta a expresséo de
genes e mudancas nos niveis citoestruturais. Este ambiente bioquimico afeta a
migracao, adesdo, proliferacédo, diferenciacdo, transcricéo e translacéo celular (ALLORI
et al, 2008a). Os componentes da MEC regulam a nucleacdo e a mineralizagdo, assim
como armazenam os fatores de crescimento para uso futuro (ALLORI et al, 2008b).

Esses componentes estdo organizados em modo tridimensional formando as trabéculas
Osseas que conferem ao 0sso a estrutura necessaria para desempenhar as funcgdes de
suporte, protecdo de érgdos internos, locomocéo e de reservatdrio de minerais. Os 0ss0s
alojam a medula 6ssea, que é fonte de células hematopoiéticas. O 0sso € sistemicamente
controlado por fatores hormonais e localmente regulado por forcas mecanicas, fatores
de crescimento e citocinas (ALLORI et al, 2008c).

Apesar do tecido 6sseo apresentar grande capacidade de regeneracdo, em defeitos
0sseos extensos 0s processos naturais de reparo 6sseo ndo sdo suficientes para restaurar
a integridade Ossea, fazendo-se necessarias intervencBes cirdrgicas (KRAUS &
KIRKER-HEAD, 2006). Dentre as alternativas disponiveis para os procedimentos
cirurgicos ligados a reconstrucdo 0ssea, destacam-se 0s enxertos autologo, aloenxerto,
xenoenxerto e os aloplasticos. O enxerto autélogo ou autotransplante é o padrdo ouro da
enxertia, pois utiliza osso do proprio paciente, portanto ndo ha problemas de rejeicao,
entretanto apenas uma pequena quantidade de 0sso é conseguida, o0 que inviabiliza a
restauracdo de grandes perdas Osseas, além do problema da realizagdo de dois sitios
cirdrgicos no paciente, o que aumenta a morbidade. O aloenxerto utiliza 0sso de outros
individuos da mesma espécie, e como desvantagens ha o perigo de rejeicédo, transmisséo
de doencas e a escassez de o0sso disponivel para transplante. O xenoenxerto utiliza
enxerto de outra espécie, onde ha a possibilidade de rejeicdo e transmissdo de doencas

(LIU et al, 2007). Os enxertos alopasticos ou biomateriais sdo a alternativa mais versatil
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e passivel de desenvolvimento, pois apresentam possibilidades ilimitadas de
manipulacdo das estruturas e propriedades e suas interagdes com 0s sistemas vivos
oferecem grandes oportunidades de concretizacdo de varias metas associadas a
reconstrugdo de tecidos e orgdos afetados por patologias ou outros tipos de falhas
(OREFICE et al, 2006).

3.2 Biomateriais

O termo biomaterial compreende qualquer substancia ou combinacdo de substancias, de
origem natural ou sintética, idealizada para ser implantada ou incorporada por qualquer
periodo de tempo, com a finalidade de substituir matéria viva que deixou de ter a sua
funcdo, podendo ou ndo servir como veiculo, matriz, suporte ou estimulo para o
crescimento de novo tecido (WILLIAMS,1987).

Os biomateriais devem ser a matriz que auxilia ou melhora a prépria capacidade
regenerativa do corpo. A matriz para a engenharia de tecidos deve fornecer um modelo
e suporte para crescimento tecidual. Uma matriz ideal deve ser um material
macroporoso com duas importantes caracteristicas: uma rede interconectada com
macroporos (maiores que 100um) para permitir crescimento de tecido para o interior do
material e difusdo adequada de nutriente ao centro do tecido regenerado; e possuir poros
na faixa de microporos (100 um a 50nm) e mesoporos (50 a 2 nm) para promover
adesdo celular, adsorcdo de metabdlitos bioldgicos e reabsorcdo a taxas controladas
acompanhando o reparo do tecido (SEPULVEDA et al, 2002; JONES & HENCH,
2003).

As estruturas tridimensionais porosas devem funcionar como suporte mecanico, além de
permitir a penetracdo dos vasos sanguineos adjacentes, proporcionando a nutricdo das
células colonizadoras. Algumas caracteristicas intrinsecas sdo fundamentais ao se
considerar o emprego de um determinado biomaterial in vivo: biocompativel,
biofuncional, ndo citotoxico nem carcinogénico, estabilidade quimica, estabilidade
mecanica adequada, peso, densidade e formato adequados, passivel de ser esterilizado e

boa relacdo custo/beneficio. Ainda, deve ter o potencial de ser reprodutivel
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comercialmente através das aprovacdes da International Standards Organization (ISO)
ou Food and Drug Administration (FDA) (JONES & HENCH, 2003).

Algumas propriedades de matrizes biocompativeis que devem ser levadas em
consideragdo incluem transporte adequado de fluidos, degradagdo do material,
superficie quimica reconhecida pela célula, integridade mecénica e habilidade de
induzir sinais de transducdo nas células. Estas propriedades ditam a aderéncia celular, o
transporte de nutrientes e metabdlitos, diferenciacdo celular, sintese e organizacdo da
matriz (DAWSON, 2008).

O biomaterial deve apresentar as propriedades mecanicas apropriadas para substituir o
tecido danificado. A intensidade de estimulo mecanico suportada pelo biomaterial é
dependente da porosidade, tamanho e formato de poro e das propriedades do material
(LACROIX et al, 2006; JONES et al, 2009a).

As propriedades mecanicas intrinsecas de um biomaterial sdo de significante interesse
desde que influenciam as forcas exercidas pelas células sobre seu substrato. As MSC
sdo altamente sensiveis e respondem a estimulacdo mecanica in vitro. Especula-se que o
estimulo mecanico ative receptores da superficie celular e locais de adesdo focal, que
por sua vez desencadeiam cascatas sinalizadoras intracelulares. Essas reacdes levam a
ativacdo de genes especificos que modulam a secrecdo de matriz extracelular. A
diferenciacdo de MSC é influenciada tanto pelas propriedades fisicas do microambiente,
como estresse mecanico ciclico aplicado diretamente sobre as células, quanto pelas
propriedades inerentes do biomaterial, como integridade, cristalinidade, micro e
macroporosidade (ALTMAN et al, 2002; ENGLER et al, 2006; DAWSON et al, 2008).

Dentre as classes de biomateriais existentes: metais, ceramicas e polimeros, 0os dois
ultimos tém sido mais utilizados para a confec¢do de matrizes para a engenharia de

tecido 0sseo.

Os polimeros sintéticos e naturais tém sido usados e testados em uma série de

aplicacdes ligadas a engenharia de tecidos. Os aspectos que tém incentivado o uso
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desses materiais sdo: processo de biodegradagéo conhecido, capacidade de producéo de
porosidade especifica e extensa, flexibilidade de enxertia de grupamentos quimicos
especificos ou macromoléculas de origem bioldgica (OREFICE et al, 2006). Dentre 0s
materiais poliméricos sintéticos utilizados em aplicacbes biomédicas, alguns apresentam
desvantagens como pobre bioatividade do poli(etileno glicol) (PEG), sub-produtos
acidos do poli(acido latico) (PLA) e poli(acido latico glicolico) (PLGA) (DAWSON,
2008).

Recentemente, matrizes de polimeros reabsorviveis foram desenvolvidas com estrutura
de poros similar ao 0sso trabecular, entretanto polimeros ndo podem se ligar ao 0sso e
ndo estimulam genes das células 6sseas. Também possuem um modulo de elasticidade
muito menor que o do 0sso e ndo podem ser usados diretamente em aplicacdes de
carregamento mecanico (JONES & HENCH, 2003).

Os materiais ceramicos sao considerados uma boa alternativa como matrizes para
engenharia de tecido 6sseo. Dentre as bioceramicas, a hidroxiapatita sintética (HA) e o
fosfato tricélcio (TCP) tém sido bastante utilizados como materiais de preenchimento
para enxerto 6sseo em aplicacfes ortopédicas e maxilofaciais. Ambos sdo classificados
como materiais bioativos Classe B, sdo osteocondutores e se ligam ao tecido dsseo,
entretanto ndo sdo osteoprodutores e também ndo se ligam aos tecidos moles conectivos
(JONES & HENCH, 2003), além de reabsorverem lentamente (OONISHI, 1997).

Vidro Bioativo

Os vidros bioativos, devido as suas interessantes propriedades do ponto de vista
biolégico, tém sido amplamente pesquisados e relacionados com a cultura de
osteoblastos (XYNOS et al, 2000; JELL et al, 2008). Um aspecto que 0s torna
diferentes de outras bioceramicas é a possibilidade de se controlar suas propriedades
quimicas e suas ligagdes com os tecidos, sendo possivel obter vidros com propriedades

especificas para uma aplicacédo particular.

10
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Os componentes basicos da maioria dos vidros bioativos sdo SiO,, Na,O, CaO e P,0s
(HENCH, 1988) e existem dois tipos de vidro bioativo: um produzido pela rota

tradicional de fusdo dos precursores do vidro e outro produzido pela rota sol-gel.

O processo sol-gel consiste em um método fisico-quimico de sintese de oxidos
ceramicos em que ocorre a evolugdo de um sol (disperséo liquida de particulas coloidais
que sdo particulas solidas de diametro inferior a 100nm) para um material poroso, onde
particulas maiores interconectam-se para formar uma rede sélida semelhante a uma
esponja. Esse processo diferencia-se em relacdo aos demais pela possibilidade de
preparacdo de géis com o mesmo grau de homogeneidade da solucdo inicial. Outra
vantagem que contribui para o crescente interesse do método sol-gel é a facilidade de
modelar os géis, permitindo a obtencao de corpos ceramicos com formato pré-definido
(PEREIRA et al, 1994; PEREIRA et al, 2005).

Os vidros produzidos pelo processo sol-gel apresentam elevada bioatividade quando
comparados ao método tradicional de preparo (LI, 1991; SARAVANAPAVAN et al,
2003). Essa elevada bioatividade esta relacionada com a alta area superficial especifica
e grande concentracdo de grupos silanol sobre a superficie do material microporoso, o
que aumenta a nucleacdo e cristalizacdo heterogénea de hidroxiapatita carbonatada
(HCA) sobre o material (PEREIRA, 1994). Além disso, a estrutura de poros obtida pelo
método sol-gel é similar ao osso trabecular humano, com o didmetro de macroporos na
faixa de 300-600pm e poros interconectados com didmetros maiores que 100pm
(JONES et al, 2007).

Os vidros bioativos sdo materiais baseados em silica amorfa e apresentam
caracteristicas de um material Classe A em bioatividade: osteoindutores,
osteocondutores, apresentam rapida ligacdo ao tecido 6sseo e também se ligam aos
tecidos moles conectivos através da adesdo do colageno a superficie do vidro
(HENCH,1997). As propriedades osteogénicas dos vidros tém sido atribuidas a
liberacdo de silica soltvel e de ions célcio durante a dissolugédo (YUE, 2011).

11
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Os vidros bioativos possuem boa aplicagdo como matriz para engenharia de tecidos, em
especial para engenharia de tecidos mineralizados. Quando implantados no corpo,
suscitam uma resposta biologica especifica na interface do material, que resulta na
formacgédo de uma ligacgdo entre o tecido e o material (OONISHI et al, 2000). Essa unido
com o tecido 6sseo se d& a partir da formacdo de uma camada de HCA na superficie do
vidro em contato com fluidos corporeos. A HCA formada é equivalente quimicamente e
estruturalmente a fase mineral do 0sso, o que acarreta uma forte unido entre ambos
(PEREIRA et al, 2005). As reacfes que ocorrem até a formacdo da camada de HCA
podem ser resumidas em:
1. Lixiviacdo e formacéo de grupos silanol (Si-OH);

2. Perda de silica solavel (Si(OH)4) e formacéo de silanol;

3. Policondensacao de silanois para formar um gel de silica hidratada;
4. Formacédo de uma camada de fosfato de célcio amorfa;
5. Cristalizagdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada.

E importante que uma camada de silica-gel se forme na superficie para que ocorra a
nucleacdo e cristalizacdo da hidroxiapatita (PEREIRA, 1996). Esses cinco estagios de
reacao que ocorrem na interface implante-tecido podem ser testados in vitro na presenca

de SBF ou meio de cultura de células.

Além dessas reacdes, outros eventos celulares acontecem apos a formacédo da camada de
HCA (HENCH, 1993):

6. Adsorcéo de fatores de crescimento na camada de HCA formada;

7. Acdo de macrofagos;

8. Adeséo das células-tronco;

9. Diferenciacédo de células-tronco;

10. Geragéo da matriz 0ssea;

11. Cristalizagéo da matriz;

12. Proliferacdo e crescimento do 0sso.

Outra importante caracteristica dos vidros bioativos é que quando em contato com

fluidos corporeos ou em solucdes fisiologicas, eles rapidamente liberam silica, devido a

12
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trocas ionicas com H+ e H; O+, causando alcalinizagdo do meio. A alteracdo na
concentracdo de H+ pode influenciar profundamente o metabolismo celular, pois ocorre
um aumento do pH do meio, 0 que no caso dos osteoblastos parece ser favoravel, pois
recentes pesquisas demonstraram aumento da proliferacdo celular (HENCH, 1998). E
sabido que a producdo de colégeno tipo | € aumentada em meios alcalinos. Outros
estudos demonstraram que produtos i6nicos provenientes da dissolucdo de vidro
bioativo com a composicao de 60%SiO,-36%Ca0-4% P,0s aumentaram a proliferacao

e a secrecdo de colageno em osteoblastos (REFFITT et al, 2003).

Além disso, outra importante descoberta para o desenvolvimento da medicina
regenerativa € que os produtos de dissolucdo dos vidros bioativos exercem um controle
genético sobre o ciclo celular de osteoblastos e rapida expressao de genes que regulam a
osteogénese e a producdo de fatores de crescimento (XYNOS et al, 2000a; XYNOS et
al, 2000b; PATEL et al, 2002). Foi descoberto que o silicio € o maior colaborador na
mineralizacdo do 0sso e na ativacdo de genes. Resultados in vivo mostraram que o
crescimento 6sseo para o interior da matriz de HA com silicio é maior que da HA pura
(XYNOS et al, 2000c).

Experimentos realizados com vidro bioativo produzido pelo processo tradicional e pelo
processo sol-gel induziram um controle sobre os genes que codificam a transcricdo de
proteinas que controlam o ciclo celular, proliferacdo e a diferenciacdo das células para
expressar o fendtipo de células osteoblasticas maduras mesmo sem a presenca de
qualquer adicdo de proteinas para o crescimento 6sseo, como a dexametasona ou BMP
(proteina morfogenética do 0sso). As alteracGes no ciclo celular dessas células foram
observadas inicialmente antes de 6 horas de experimento, com a eliminagdo (por
apoptose) de células incapazes de diferenciacdo e as células remanescentes exibiam
capacidade melhorada para sintese e mitose. A analise de uma variedade de genes apds
48 horas de experimento mostrou precoce ativacdo de sete familias dos genes que

favorecem a proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos maduros (HENCH, 2008).

A matriz porosa de vidro bioativo é uma op¢do na substituicdo 0ssea, pois possui

caracteristicas que favorecem a regenera¢do. Como um material osteocondutor, fornece

13
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uma matriz tridimensional que permite a agregacdo, multiplicacdo e diferenciacdo de
células dsseas. Ainda possui redes de macroporos interconectados com didmetro maior
que 200um, permitindo assim a penetracdo de células, o crescimento celular interno, a
vascularizagéo e a nutricdo do tecido (JONES & HENCH, 2004; PEREIRA, 2005). O
vidro bioativo adere ao tecido hospedeiro sem a formacdo de cicatriz e é reabsorvido
concomitantemente a formacdo do tecido Osseo, além disso, seus produtos de
degradacéo sao atoxicos (JONES & HENCH, 2003).

Alguns estudos com o vidro bioativo no NDBio-UFMG foram realizados associando o
vidro bioativo ao plasma rico em plaquetas, cujos resultados mostraram reparo 6sseo
adequado e precoce (DUTRA, 2006) e ensaios biomecanicos e in vitro com culturas de
osteoblastos, cujos resultados foram boa capacidade osteogénica, processo acelerado de
crescimento Gsseo e auséncia de citotoxicidade (VALERIO et al, 2004; PEREIRA et al,
2005; VALERIO et al, 2005; OLIVEIRA, 2007).

Quando as células Gsseas se aderem a um substrato solido, o seu comportamento e
funcdo dependem das propriedades do biomaterial. As caracteristicas superficiais e
topografia, a superficie quimica e tratamento, bem como as caracteristicas de
degradacdo do biomaterial afetam a viabilidade celular, adesdo e expansdo, e também
influenciam a adsorcdo de moléculas bioldgicas secretadas pelas células 6sseas capazes
de formar uma matriz extracelular, que por sua vez, ativam receptores da superficie
celular e proteinas intracelulares envolvidas na transducdo de sinais. Outro aspecto
importante € a capacidade do biomaterial para adsorver biomoléculas secretadas pelas
células dsseas ou sofrer modificacdo de forma que estas biomoléculas fardo parte da
superficie do biomaterial (SIKAVITSAS et al, 2001).

A engenharia de tecidos é uma area de pesquisa cujo objetivo é combinar células e
moléculas bioativas a uma matriz estrutural de modo a formar um construto capaz de
promover a regeneracdo de tecidos (LANGER & VACANTI, 1999). As propriedades
intrinsecas dos biomateriais sdo associadas as propriedades das células-tronco
mesenquimais, propiciando uma reconstituicdo 6ssea mais adequada (CANCEDDA et
al, 2003).

14



Revisdo Bibliografica

3.3 Células-Tronco para Engenharia de Tecido Osseo

As células-tronco possuem capacidade de auto-renovacgdo, viabilidade duradoura e
potencial multilinhagem, ou seja, se diferenciam em qualquer tipo celular especializado.
Estas células encontram-se presentes em uma variedade de tecidos e podem ser
classificadas em trés grandes grupos: totipotentes, pluripotentes e multipotentes. As
células totipotentes sdo capazes de gerar um organismo completo, como exemplo o
ovocito fecundado e as células do blastémero. As pluripotentes sdo derivadas do interior
da massa celular de um blastocito e podem se diferenciar nos trés folhetos embrionérios.
E as multipotentes diferenciam-se em um dos trés folhetos embrionarios (CAPLAN &
BUDER, 2001).

O corpo humano armazena varios tipos de células progenitoras. Estas células estdo
presentes em uma variedade de tecidos durante o seu desenvolvimento e podem ser
divididas em trés grandes grupos: células-tronco embrionarias, hematopoiéticas e
mesenquimais. A obtencdo, cultivo e manipulacdo de células-tronco embrionarias
humanas geram questionamentos éticos (CAPLAN & BUDER, 2001), além de
apresentarem ilimitado potencial de diferenciagdo, o que poderia gerar diferenciacéo
espontanea no organismo ap6s implantacdo e o desenvolvimento de um tipo de tumor
chamado teratoma (DAWSON et al, 2008). As de origem hematopoiéticas (HSC) sdo
responsaveis pela renovacdo do sangue e do sistema imune, podem ser isoladas da
medula dssea, do sangue ou do corddo umbilical. As células-tronco mesenquimais
(MSC) estdo presentes em uma variedade de tecidos durante o desenvolvimento e, em
adultos, elas prevalecem na medula dssea. Estas células podem ser facilmente isoladas,
expandidas em cultura e estimuladas para se diferenciarem em o0sso, cartilagem,
musculo, tenddes, gordura e uma variedade de outros tecidos conectivos (Figura 3.2)
(CAPLAN & BUDER, 2001; DAWSON, 2008), além de células ndo mesenquimais
representadas pelas células neurais e epiteliais (TAE, 2006). As células de tecidos
adultos mantém a capacidade de sofrer diferenciacdo ao longo de percursos diferentes
daqueles que elas foram determinadas a seguir (CANCEDDA et al, 2003).
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Figura 3. 2: As transi¢des celulares da célula-tronco mesenquimal em alguns fenétipos
altamente diferenciados (adaptada de CAPLAN & BUDER, 2001; CAPLAN, 2009).

De acordo com o Comité da Sociedade Internacional para Terapia Celular, os quatro
critérios minimos para definir a célula-tronco mesengquimal humana séo:

1. Aderéncia ao plastico quando mantida sob condi¢cdes padrdes de cultura;

2. Capacidade para diferenciacdo osteogénica, adipogénica e condrogénica;

3. Expressar marcadores de superficie CD73, CD90 e CD105;

4. Nao expressar marcadores da linhagem hematopoiética c-kit, CD14, CD11b, CD34,
CD45, CD19, CD79a e antigeno leucocitario humano (HLA)-DR (SCHAFFLER,
2007).

Para 0 sucesso na reparacdo de um grande defeito 0sseo através da engenharia de
tecidos, é fundamental alcancar uma grande quantidade de células funcionais a serem
semeadas em uma matriz. Devido a limitacdo da quantidade de células autologas da
medula dssea, extensiva cultura in vitro é rotineiramente necessaria para alcangar uma
dose terapéutica de células. O longo prazo de cultivo in vitro ndo é bom para manter a

estabilidade genémica das células, portanto, é de grande interesse encontrar uma fonte
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alternativa de células que seja abundante e de facil acesso, facil de expandir em cultura

e possua potencial para diferenciacdo osteogénica (SHI et al, 2005; CUI et al, 2007).

O tecido adiposo tem uma notavel capacidade de sofrer alteracGes consideraveis em
termos de volume durante a vida de um individuo, mediadas através da geracdo de
novos adipdcitos, acompanhada por expansdo coordenada e remodelamento da
vasculatura adiposa (FRASER, 2006). Estas mudancas sdao mediadas por uma
populacdo de células-tronco e progenitoras dentro do tecido adiposo. Esse contém uma
populacdo de células multipotentes com propriedades semelhantes, embora néo
idénticas, as células tronco mesenquimais da medula 6ssea (ZUK et al, 2002;
RODRIGUEZ et al, 2005a; RODRIGUEZ et al, 2005b)

Células-Tronco Mesenquimais do Tecido Adiposo

Esta populacdo de células-tronco no tecido adiposo é referida como células-tronco do
tecido adiposo (ASC) de acordo com a Sociedade Internacional de Tecnologia Adiposa
Aplicada, que identifica essa populagdo celular como multipotente e aderente ao
plastico (GIMBLE et al, 2007).

A facilidade de coleta, o grande nimero de células e a rapida expansdo in vitro sdo,
portanto, vantagens bastante atrativas das ASC sobre as MSC quando da contemplacao
de estratégias clinicas. As préprias células do paciente poderiam ser coletadas com o
minimo de desconforto, expandidas em cultura, semeadas dentro de uma matriz a ser
implantada no local do defeito désseo (COWAN et al, 2004; FRASER, 2006;
SCHAFFLER, 2007; GIMBLE et al, 2007).

A frequéncia e o rendimento estimado de MSC da medula dssea esta entre 1 em 50.000
e 1 em 100.000 que corresponde a poucas centenas de MSC por mililitro de medula. Em
contrapartida, o tecido adiposo produz uma populacdo celular da ordem de 1 em 100 -
cerca de 500 vezes mais do que a encontrada na medula (FRASER, 2006; MITCHELL
et al, 2006). Isto se reflete na obtengdo de uma cultura que atinge confluéncia dentro de
5a 7 dias (FRASER, 2006).
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Além disso, em cultura, ambas as populacfes celulares expressam marcadores de
superficie semelhantes, incluindo CD105, SH3, STRO-1, CD90 e CD44, e ndo
expressam 0 marcador hematopoético CD45, nem a marcador endotelial CD31
(RODRIGUEZ et al, 2005a; PUISSANT et al, 2005; MITCHELL et al, 2006;
LINDROOS et al., 2011).

Resultados de caracterizagdo molecular e bioguimica mostraram que células do
lipoaspirado processado e linhagens osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas
derivadas de células- tronco do tecido adiposo humano (hASC) expressam varios genes,
cuja expressdo € observada em linhagens especificas do mesoderma, como osteogénica
e condrogénica, e proteinas similares aquelas observadas em MSC (HALVORSEN et
al, 2001; ZUK et al, 2002; GIMBLE & GUILAK, 2003; STREM et al, 2005).

Em relacdo as propriedades imunoldgicas, tanto as ASC quanto as MSC possuem a
habilidade de suprimir uma reacdo de linfécitos mistos de uma maneira dose e tempo-
dependente (PUISSANT et al, 2005), além disso as ASC sdo imunoprivilegiadas tanto
in vitro, quanto in vivo (RODRIGUEZ et al, 2005).

Quando cultivadas em meios apropriados, as ASC sdo capazes de se diferenciar in vitro
em osteoblastos, adipdcitos, células endoteliais (Figura 3.3) (PUISSANT et al, 2005;
ZONARI, 2010; PAULA, 2011) e também apresentam potencial para diferenciacdo em
cartilagem, tenddo e musculo esquelético sob condigdes especificas (SCHAFFLER,
2007).

O potencial osteogénico das hASC foi demonstrado em culturas de monocamadas
(HALVORSEN et al, 2001; ZUK et al, 2001; LINDROOS et al., 2011), e sobre vérias
matrizes tridimensionais incluindo colageno (KAKUDO et al, 2008), poli(acido latico-
glicolico) (LEE et al, 2008), beta fosfato tricalcio (HATTORI et al, 2006), matrizes
reabsorviveis cobertas com apatita (COWAN et al, 2004), hidroxiapatita/fosfato
tricalcico (HICOK et al, 2004); matriz de coral (CUI et al, 2007). E estudos em animais

demonstraram formacéo 6ssea pelas hASC implantadas subcutaneamente (HATTORI et

18



Revisdo Bibliogréfica

al, 2006), em defeitos na calvaria (DUDAS et al,2006) e defeitos mandibulares
(ABUKAWA et al,2004).

., i o = ! e
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Figura 3. 3: Morfologia e diferenciacdo em multilinhagem das ASC. (A) ASC
primérias exibem morfologia como fibroblasto; (B) diferenciacéo adipogénica; (C)
diferenciacdo condrogénica; (D) diferenciacdo osteogénica pela ensaio de fosfatase
alcalina e (E) deposicdo de matriz celular pelo método von Kossa (CUI et al, 2007).

Em um estudo, foi observado que pré-adipécitos cresceram sobre matrizes de coral sem
qualquer adicdo de indutores da morfogénese Ossea e se diferenciaram em células
formadoras de o0sso. Os resultados sugerem que a topologia tridimensional ou 0s
parametros de superficie da matriz podem facilitar a transdiferenciacdo de pré-
adipdcitos ao fenotipo osteogénico (BIRK et al, 2006).

Outro estudo relatou uma forte influéncia da rigidez do microambiente sobre a
diferenciacdo de células-tronco. As MSC se adaptaram em relacdo a morfologia e
linhagem as matrizes com diferentes mddulos de elasticidade. Os resultados mostraram
producdo muito baixa de colageno | em matrizes com baixa rigidez, enquanto que em
matrizes rigidas, as MSC secretaram maior quantidade de colageno. Dessa forma, 0s
resultados sugerem a necessidade de otimizar a elasticidade da matriz para promover a
regeneracdo, pois 0 microambiente se mostrou importante na diferenciacdo das células-
tronco (Figura 3.4) (ENGLER et al, 2006).
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Figura 3. 4: A relacéo entre a elasticidade de tecidos e diferenciagdo de MSC. (A)
tecidos solidos apresentam uma gama de rigidez, medida através do médulo de
elasticidade E. (B) as MSC desenvolvem formas ramificada, de fusos, ou poligonais
cultivadas respectivamente em matrizes no intervalo tipicos do Ecgrebro, Emascuto OU
matrizes rigidas de colageno (adaptada de ENGLER et al, 2006).

Um aspecto fundamental do desenvolvimento da engenharia de tecidos diz respeito ao
desenvolvimento de novos modelos bioldgicos, imprescindiveis para a geracdo de
tecidos. O entendimento do papel regulatério de parametros fisico-quimicos especificos
de cultivo no desenvolvimento do tecido € um dos obstaculos para a geracao de tecidos
funcionais e seu uso clinico. Possibilitando mudancas e controle reprodutiveis dos

fatores ambientais especificos, sistemas de biorreatores provéem os meios tecnologicos
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para entendimento dos mecanismos fundamentais de funcdo celular num ambiente
tridimensional, e o potencial para melhorar a qualidade dos tecidos obtidos pela

engenharia de tecidos convencional.

Portanto, com o intuito de estabelecer a funcionalidade do construto antes da
implantacdo, a engenharia de tecido funcional visa o crescimento de um tecido
tridimensional completo in vitro e sua implantacdo apds alcancar a maturidade. Os
ingredientes para a Engenharia de Tecido Funcional sdo: i) as células capazes de se
diferenciarem nas linhagens adequadas, ii) uma matriz que forneca o modelo estrutural
para o desenvolvimento do tecido, e iii) o biorreator que guia a diferenciagéo celular e o
desenvolvimento do tecido pelo fornecimento de sinais regulatérios quimicos e fisicos
apropriados (FREED & VUNJAK-NOVAKOVIC, 2000; ALTMAN et al, 2002).

E nesse contexto, a obtencdo de construtos Gsseos Vvidveis para 0 uso em humanos
requer os seguintes componentes: fontes humanas de células osteogénicas, matrizes
tridimensionais adequadas, sistemas de cultura em biorreator e integracdo funcional do

construto gerado com o receptor (FROLICH et al, 2010).

3.4 Biorreator para Cultivo Celular Tridimensional

A abordagem mais fundamental da engenharia de tecidos € orientar a organizacao de
células metabolicamente ativas em matrizes tridimensionais e estabelecer as condi¢des
microambientais de tal ordem que as células sejam induzidas a reconstruir tecidos
funcionais. Os biorreatores sdo as principais ferramentas para mimetizar 0s
microambientes celulares e fornecer construtos celulares com estimulos
fisiologicamente relevantes que direcionem a conversdo de um "conjunto de células" em
um determinado tecido (FRESHNEY et al, 2007).

O conceito de biorreator pode ser definido como um dispositivo dentro do qual
processos bioldgicos e bioquimicos se desenvolvem sob um ambiente controlado e
monitorado e condi¢Oes operacionais fisiolégicas como pH, temperatura, pressao,

suprimento nutricional e remog&o de residuos (MARTIN et al, 2005).
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Além de permitir uma maior eficiéncia de semeadura e nutricdo das celulas, o uso de
biorreatores adequadamente projetados pode permitir a aplicacdo de forcas mecanicas,
reconhecidamente importantes como moduladoras da fisiologia celular e reduzir os
riscos associados com o0 manuseio e transferéncia dos construtos. Estes fatores
associados podem melhorar a proliferagéo, diferenciacdo celular e a deposicéo de matriz
extracelular (MARTIN et al, 2005).

Os requisitos para um biorreator ideal sdo, além de modular o transporte de massa - que
é absolutamente essencial tanto para o fornecimento de nutrientes, quanto para a
eliminacdo de residuos - permitir o desenvolvimento de estratégias confidveis e
eficientes de semeadura de células para uma distribuicdo celular uniforme no interior de
grandes matrizes, condicionamento mecanico para as células e culturas de tecido
automatizadas e controladas, necessarias para a fabricacdo reprodutivel e confiavel de
construtos para a engenharia de tecidos, cumprindo com os requisitos de préaticas
adequadas de manufatura (MARTIN et al, 2005).

Vaérios sistemas de biorreatores tém sido desenvolvidos e testados para obtencdo de
diferentes tipos de tecidos, variando em complexidade, nivel e tipo de forcas aplicadas,
aumento da eficiéncia de transporte de massa e automatizacao. Dentre 0s sistemas mais
comumente utilizados estdo o frasco com agitacdo (spinner-flask), o vaso de parede
giratoria (rotating wall vessel) e os de perfusdo direta (flow perfusion) (MARTIN,
2004).

O biorreator mais simples é o frasco com agitacdo, onde as matrizes sdo suspensas na
tampa de um frasco e uma barra de agitagdo induz correntes de convec¢do no meio que
envolve a matriz. O biorreator de parede giratoria produz resultados similares através da
queda constante da matriz dentro de uma camara em rotacao preenchida com meio de
cultura. Finalmente, o biorreator de perfusdo direta bombeia fluido através da matriz
porosa, permitindo assim a disponibilidade de meio de cultura fresco ao interior da
matriz e remocdo de residuos celulares do interior da matriz (Figura 3.5) (ALLORI et
al, 2008).
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Figura 3. 5: Tipos de biorreatores. (A) Biorreator frasco com agitacao; (B) reator
simples de parede giratoria, (C) biorreator de perfuséo direta (MARTIN et al, 2004).

A semeadura de grandes densidades de células dentro da matriz de uma maneira
eficiente e uniforme € outro importante aspecto que dita o desenvolvimento de
biorreatores para aplicagdes na engenharia de tecidos, especialmente no caso de grandes
construtos (MARTIN et al, 2005; JANSSEN et al, 2006).

Biorreator de Perfusdo Direta

Os sistemas de perfusdo direta permitem integrar o processo de semeadura e de cultivo
celular, leva a uma maior eficiéncia de semeadura e maior homogeneidade de
distribuicdo de células. Estudos demonstraram que biorreatores de perfusdo direta
aumentaram significativamente a diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos, super-
regulacao de fatores angiogénicos e osteogénicos e producdo de matriz mineralizada por
células oOsseas (MARTIN et al, 2004; WENDT et al, 2003; WANG et al, 2003;
BANCROFT et al, 2002).

Embora o sistema de perfusdo tenha sido inicialmente concebido para melhorar o
transporte quimico aos construtos tridimensionais, o movimento do fluxo ainda
transmite uma forca de cisalhamento do fluido sobre as células alojadas na matriz, um
processo muito semelhante ao fluxo de fluidos fisiologico observado no 0sso nativo
(ALLORI et al, 2008).
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Através da investigacdo dos efeitos de conveccdo no crescimento 0sseo dentro de
matrizes de biomateriais, supondo que a convec¢do do meio pudesse superar as
limitacBes difusionais encontradas durante a cultura estatica de grandes matrizes e
fornecer estimulo mecénico capaz de aumentar a formacgdo 6ssea (GOLDSTEIN et al,
2001; BANCROFT et al, 2003), sistemas de perfusdo de fluxo demonstraram ser o mais
apropriado método para alcancar esses efeitos e foram projetados especificamente para

aplicacdes na engenharia de tecido 6sseo (BANCROFT et al, 2003).

As MSC cultivadas em matrizes tridimensionais sob perfuséo de fluxo demonstraram:
(i) acelerada proliferacdo ao final da primeira semana de cultura, (ii) aumento na
deposicdo mineral ao final do periodo de 16 dias de cultura e (iii) melhor distribuicédo
espacial da MEC depositada. Comparados com os resultados da cultura estatica, o
biorreator acelerou os estagios iniciais do crescimento celular e diferenciacdo do
fendtipo osteoblastico (SIKAVITSAS et al, 2005).

Acredita-se que o cisalhamento hidrodindmico induzido pelo biorreator simula o
fluxo intersticial nos espacos canaliculares durante a formagdo 6ssea natural associada a
carga de compressdo. Os biorreatores 6sseos atuais sdo projetados para direcionar o
fluxo do meio de cultura através dos construtos, a fim de expor todas as células ao
cisalhamento (BANCROFT et al, 2002; SIKAVITSAS et al, 2003; BRACCINI et al,
2005; HOLTOREF et al, 2005; FRESHNEY et al, 2007, FROLICH et al, 2010).

Resultados de um estudo com ASC em cultura 2D e 3D mostraram que 5 dias em
sistema de perfusdo de cultura foram suficientes para alcancar propriedades
osteogénicas reprodutiveis. Este resultado sugere a possibilidade de um especifico
comprometimento osteogénico transmitido pela exposicdo ao cisalhamento induzido
pelo fluido, pelo estabelecimento de interacBes 3D célula-célula ou pela combinacgdo
desses fatores (SCHERBERICH et al, 2007).

As células in vivo sdo submetidas constantemente ao estresse de cisalhamento por fluido
e deformacgdo mecénica, o que influencia as interacGes e respostas celulares (DAWSON

et al, 2008). As forcas mecénicas sdo parte integral da fisiologia 6ssea que regula a
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homeostase, remodelagem e reparo ésseo. Poucos estudos aplicam deformacao
mecanica para explorar seu papel na promoc¢do do crescimento celular e organizacao
tecidual (ALLORI et al, 2008). O carregamento dinamico é necessario para simular o
correto microambiente para determinados tipos celulares (FRESHNEY et al, 2007).
Além disso, o fluxo deve ser tal que ndo acelere a degradacdo da matriz e nem remova

células viaveis e matriz extracelular depositada (MARTIN et al, 2004).

A presenca da tensdo de cisalhamento do fluido no biorreator de perfusdo de fluxo foi
considerada suficiente para induzir diferenciacdo de células do estroma da medula em
osteoblasto, na auséncia de dexametasona (HOLTORF et al, 2005). Embora a
dexametasona e a tensdo de cisalhamento em conjunto tenham um efeito sinergético
sobre a diferenciacdo celular, uma série de estudos tentou determinar a utilidade da
cultura dentro do biorreator de perfusdo de fluxo no sentido de diferenciar as células na
auséncia de suplementos de meio osteogénico (KRETLOW & MIKQOS, 2007). Alguns
resultados demonstraram que a mecanoestimulacdo de células-tronco da medula,
mesmo na auséncia de estimulo bioldgico, pode ser suficiente para induzir algumas
caracteristicas de um fendtipo diferenciado. Além disso, os resultados enfatizam que os
estimulos mecénicos trabalham sinergicamente com sinais bioldgicos para melhorar a
expressao do fenotipo osteoblastico e melhorar a funcionalidade de construtos 6sseos
para a engenharia de tecidos (HOLTORF et al, 2005).

Entretanto, é importante destacar um estudo semelhante ao realizado neste trabalho que
investigou a capacidade das hASC em formarem enxertos 0sseos quando cultivadas em
matriz 6ssea descelularizada, com perfusdo de meio de cultura basal e suplementado
com fatores osteogénicos. Os resultados mostraram que as hASC dos construtos
cultivados em meio osteogénico exibiram a presenca de colageno e osteopontina apés 2
semanas de cultura, ja os construtos cultivados em meio basal de maneira estatica ou
dindmica ndo exibiram a presenca de proteinas dsseas, mostrando que o fluxo do
biorreator ndo foi suficiente para induzir a diferenciagdo de hASC cultivadas por 5
semanas (FROLICH et al, 2010).
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4. Metodologia

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biomateriais da Escola de
Engenharia e no Laboratorio de Imunologia Celular e Molecular do Instituto de
Ciéncias Biologicas através de uma interagdo multidisciplinar entre essas duas unidades
académicas da UFMG. Os principais tépicos abordados foram representados no

Esquema 4.1.

Sintese das Espumas de Vidro Bioativo Isolamento das hASC

v |

Processamento e Caracterizagao

Adaptacdoaomeio LEI

v

Montagemdo Biorreator

Teste Comparativo entre DMEM e LEI

Teste de Degradacgao
Preliminarcom SBF hASC em meio LEI

t

Esquema 4. 1: Principais topicos da Metodologia.

4.1 Processamento e Caracterizagdo das Espumas de Vidro Bioativo

A primeira etapa do estudo foi o processamento do biomaterial escolhido para a
pesquisa, no caso a espuma de vidro bioativo e sua caracterizacdo, para que fossem
verificadas as suas caracteristicas quimicas e estruturais.

4.1.1 Sintese de Espumas de Vidro Bioativo
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As sinteses das espumas de vidro bioativo seguiram o método sol-gel, rota alcoxido. Os
reagentes utilizados foram: agua deionizada; acido nitrico 2N — Synth; alcoxido tetraetil
ortosilicato (TEOS) - Aldrich, 98% de pureza, Si(OC,Hs)4, precursor de  SiOy;
trietilfosfato (TEP) - Aldrich, precursor de POy; nitrato de calcio (Ca(NOs3),.4H,0) -
Synth, como precursor de CaO; solucdo 5% v/v &cido fluoridrico (HF) - Merck,

catalisador da gelificacdo; surfactante lauril éter sulfato de sddio (LESS).

A metodologia de obtencdo de espumas de vidro bioativo usada foi desenvolvida
anteriormente por Coelho (Coelho, 2003). A sintese de 1 mol de vidro bioativo (Figura
4.1) ocorreu pela hidrélise de 133,8 mL de TEOS e 13,6 mL de TEP na presenga de
97,9 mL de agua deionizada e 16,3 mL acido nitrico 2N, por uma hora sob agitacdo (1),
e subsequente adicdo de 85,01 g de nitrato de célcio, deixando solubilizar por uma hora
(2). Foi entdo adicionada a uma aliquota de 41,5 mL de sol, 1,5 mL de surfactante sob
suave agitacdo durante 5 minutos e 3,0 mL da solugédo de HF (3). O sol foi misturado
sob vigorosa agitacdo (4) de modo a se obter uma espuma e, por fim, a porosidade
desejada. A espuma foi vertida em moldes (Figura 4.2) (5), onde a gelificacdo se
completou. O gel formado foi envelhecido por 72 horas em estufa a 60°C (6) e a
secagem ocorreu com uma temperatura inicial de 70°C e acréscimo de 10°C por dia
durante sete dias (7). Para finalizar, um tratamento térmico de estabilizacdo foi realizado
(8) em forno do tipo mufla com um aquecimento até 700°C com taxa de aquecimento de
1°C por minuto, manutencdo desta temperatura por 4 horas e depois diminui¢do da
temperatura até 40°C (taxa de 1°C por minuto).

4.1.2 Esterelizagdo das Espumas de Vidro Bioativo

Para a realizacdo de todos os testes in vitro com células-tronco, as espumas de vidro
bioativo foram esterelizadas por irradiagéo a 15 kGy por 30 minutos. A irradiacdo foi
realizada no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear da UFMG
(CDTN/UFMG).
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Figura 4. 1: llustracdo do esquema da sintese do vidro bioativo.

Figura 4. 2: Vazamento da espuma de vidro bioativo (A) e recipiente de Teflon
projetado para tornar mais eficiente a vazdo da espuma (B).

4.1.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) permite a obtengdo de informagdes
estruturais das amostras. Quando um feixe colimado de elétrons de alta energia incide

na superficie da amostra, parte dele é refletido e coletado por um detector que converte
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o sinal em uma imagem. A interacdo com a amostra emite elétrons produzindo uma

imagem de elétrons secundarios ou elétrons retroespalhados.

Amostras da espuma de vidro bioativo foram cobertas com ouro (Sputter Coater — SPI
Supplies) por 90 segundos, 13mA. As imagens foram adquiridas através da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) no equipamento Quanta 200 - FEG - FEI — 2006 do
Centro de Microscopia da UFMG, para avaliacdo qualitativa da presenca e faixas de

tamanhos de poros.

4.1.4 Espectroscopia de Raios X por Dispersédo de Energia

A espectroscopia dispersiva de energia, realizada em conjunto com o MEV, foi utilizada
para analisar a composicdo quimica qualitativa das espumas de vidro bioativo
produzidas.

4.1.5 Picnometria de Hélio

A densidade verdadeira (pver) foi obtida pelo método de Picnometria de Hélio com o

auxilio do Multipycometer.

A amostra em forma de p6 foi colocada em um porta amostra e sua massa foi obtida seis
vezes para melhorar a precisdo das medidas. O aparelho foi entdo ligado e as medidas
realizadas. O equipamento fornece dados de medidas P1 e P2 e que devem ser

calculados de acordo com a férmula abaixo:

Vp=Vc — VR ((Pl/PZ) — 1)

Equacéo 4. 1: Célculo do Volume Aparente da Amostra.

Onde V¢ = 12,3532 e Vg = 6,84216176

O célculo da densidade volumétrica foi obtido a partir da seguinte formula:
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pvo| = m/V

Equacao 4. 2: Célculo da Densidade VVolumétrica da Amostra.

O célculo da Porosidade Total das amostras € obtido a partir da seguinte formula:

POrOSIdade TOta| (%) = (pver = pv0|)/ pver
Equacao 4. 3: Calculo da Porosidade Total.

4.1.6 Difracdo de Raios X

A avaliacdo das fases cristalinas presentes na matriz de vidro bioativo foi realizada

1
utilizando-se a difraco de raios X (pé fino, radiagio Cu Ka, A=1,54A, passo=0,02°s ,
PW1710, Philips).

4.1.7 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A técnica de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (Nicolet Nexus 470, da

marca Centaurus) foi utilizada para a verificacdo de bandas caracteristicas das espumas

-1 -1
de vidro bioativo, com espectro entre os nimeros de onda 4000cm e 400cm .
4.2 Projeto e Montagem do Biorreator de Perfuséo

O biorreator de perfusdo desenvolvido para este trabalho é um sistema fechado, passivo
de sofrer esterilizacdo, onde o meio de cultura celular é constantemente bombeado a
uma taxa de fluxo constante por uma bomba peristaltica através de mangueiras de
conexdo que conduzem este fluxo através de um construto adequadamente adaptado ao
interior de uma camara de perfusdo e retorna atraves das mangueiras de conexdo ao

reservatorio de meio de cultura, conforme esquematizado na Figura 4.3.
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Figura 4. 3: llustracdo do esquema de organizacdo do biorreator: camara de perfusao,
bomba peristéltica e tubos de conexao dentro da estufa de CO,.

A camara de perfusdo foi projetada com uma entrada e uma saida para permitir a
perfusdo do meio de cultivo por todo o seu interior, onde o construto (biomaterial e
células semeadas) deve estar adequadamente adaptado. As camaras de perfusdo,
projetadas para encapsular matrizes com 6 mm de diametro e 10 mm de comprimento,
foram usinadas na oficina mecénica do Departamento de Engenharia MetallUrgica da
UFMG. O material escolhido para a confec¢do das camaras foi o polipropileno, uma
resina de baixa densidade que oferece um bom equilibrio de propriedades térmicas e
elétricas e moderada resisténcia. O polipropileno de escolha permitiu facil usinagem,

autoclavagem e € atdxico.

Os tubos escolhidos para conectar o sistema do biorreator sdo tubos peristalticos
calibrados de silicone com 2,6 mm de diametro interno. Estes tubos foram escolhidos
por serem autoclavaveis, translicidos e apresentarem biocompatibilidade e elevada

permeabilidade a gases.

O reservatdrio para os meios de cultura de escolha foram garrafas de estoque de meio de
cultura, que sdo garrafas de vidro da marca Sarsdest. Na tampas das garrafas, foram

confeccionados trés furos, dois deles para a adaptagdo das mangueiras de conexao — um
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para entrada e outro para saida do meio de cultura - e um deles para a adaptagdo de um
filtro de respiro da marca Millipore, com o intuito de evitar a formacdo de vacuo no
interior das garrafas durante os testes e possibilidade de ser mais uma via de troca de

gases.

A bomba peristaltica de escolha foi a Bomba Miniplus 3, que produz um fluxo suave e
livre de pulsos, possui 8 canais, ou seja, permite o trabalho de até 8 cAmaras de perfusédo
ao mesmo tempo alimentadas por um fluxo constante de meio de cultura. Esta bomba

atende uma ampla faixa de fluxo: desde 0,05mL/min até 40mL/min por canal.

O método escolhido para esterilizacdo dos acessorios do biorreator foi a autoclavagem.

Em relacdo a troca de meio no biorreator durante o cultivo celular, foi realizada uma
troca parcial, para ndo eliminar os novos componentes produzidos pelas células, como
os fatores de crescimento, hormonios e enzimas, que sao importantes na regulacdo dos
préprios mecanismos celulares (GOLDSTEIN et al, 2001; MARTIN et al, 2005).

Portanto, metade do meio de cultura foi trocado a cada sete dias.

O sistema do biorreator de perfusdo foi adaptado para o uso dentro de um banho-maria,
dessa forma, mantendo uma temperatura de 37°C. Para garantir a manutencdo do pH das
culturas celulares, foi testado um meio de cultura que ndo dependesse do CO,, chamado
Meio Leibovitz Independente de CO, (Gibco), que é capaz de manter a estabilidade do
pH a longo prazo sob CO, atmosférico. Dessa forma, alguns testes preliminares com as
células-tronco do tecido adiposo foram realizados, visto que a estabilidade do pH da

cultura depende do tipo celular utilizado. Esses testes serdo descritos posteriormente.

Algumas condicdes fisiologicas do biorreator puderam ser controladas como a
temperatura de 37°C, garantida pela manutengdo das mangueiras e reservatorios de meio
de cultura em banho e monitorada diariamente com o auxilio de um termémetro e o pH,

monitorado a cada troca de meio de cultura com o auxilio de um pHmetro.
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4.3 Avaliacéo da Degradacéo e Bioatividade das Espumas de Vidro Bioativo

Apdbs a montagem do biorreator, os primeiros testes realizados foram a avaliacdo da
degradacéo e bioatividade das espumas de vidro bioativo, os quais visam a avaliagcdo da
formacdo de uma camada superficial de hidroxiapatita carbonatada quando o material é

embebido em solucdo que simula o plasma humano.

Para a realizacdo dos testes de degradacdo e bioatividade, foram realizadas medidas
iniciais das amostras, incluindo peso, altura e didmetro. Para as medidas foram
utilizadas uma balanca analitica e o Paquimetro Mitutoyo Digimac Caliper e os valores
foram obtidos a partir da média de trés medidas de cada amostra. A partir desses dados,

foram calculados os valores médios das amostras e o desvio padrao.
Com esses dados, também foi calculada a area do cilindro da amostra e assim estimado

o volume de Simulated Body Fluid (SBF) a ser utilizado no teste estético.

S, = 2nrh = 27r?

Equacao 4. 4: Célculo da Area da Amostra.

V=S5,/10

Equacéo 4. 5: Volume da Solugéo para a Amostra.

A relacdo do volume de SBF e a area da amostra tém sido usadas em estudos de
bioatividade na literatura (KOKUBO & TAKADAMA, 2006; ISO/FDIS 23317, 2007).

Os testes estaticos foram realizados em triplicata, em banho-maria a 37°C. Cada

amostra foi colocada em um recipiente com tampa e mantida durante 1, 7, 14 e 21 dias.

A taxa de fluxo de 0,1mL/min foi escolhida a partir de estudos semelhantes que

utilizaram biorreatores de perfusdo e células-tronco ou células do estroma da medula
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0ssea (WANG et al, 2003; SIKAVITSAS et al, 2005; PORTER et al, 2007; BJERRE et
al, 2008; ZHAO et al, 2009).

Para se estimar a quantidade de SBF a ser utilizada no ensaio dindmico, levando-se em
consideracdo que a taxa de fluxo seria 0,1mL/min, para 1 dia de experimento seriam
necessarios 144mL de SBF por amostra. Para conseguir essa taxa de fluxo, apds as
amostras serem colocadas dentro dos biorreatores e todos os dispositivos serem
conectados, mediu-se de cada conjunto o fluxo no periodo de 10 minutos para se
estimar a rotagcdo da bomba peristaltica, dessa forma, estimou-se 0,45rpm. Essa rotacao
foi reavaliada a cada dois dias para verificar a necessidade de um possivel aumento ou

diminuicdo do fluxo.

O pH foi medido antes da imersdo da amostra e foi escolhida uma amostra para a
medida diaria do pH por grupo. O pHmetro utilizado da marca Micronal B474 foi
calibrado diariamente. No final do teste de cada periodo, foi medido o pH do SBF a
37°C de todas as amostras. Ao serem retiradas do SBF, as amostras foram lavadas
suavemente com acetona e mantidas em estufa a 60°C por 24 horas para a secagem e
posterior caracterizagao.

As medidas finais foram realizadas medindo-se primeiro o peso e depois as medidas de
altura e diametro. A superficie do material e se¢fes transversais evidenciando o interior
das amostras foram analisadas por MEV, EDS, FTIR e DRX.

4.4 Isolamento e Cultivo das Células-Tronco a Partir do Tecido Adiposo Humano

Quando se planeja realizar testes in vitro com células, o primeiro passo é a escolha de
um meio de cultura adequado para o tipo celular a ser estudado. O meio de cultura
amplamente utilizado pela comunidade cientifica para os estudos em células-tronco
mesenquimais é o meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - DMEM (Sigma-
Aldrich) suplementado com 5 mM de bicarbonato de sddio (Cinética Quimica Ltda),
10% de SFB (Cripion), 1000 unidades/mL de penicilina, 1 mg/mL de estreptomicina e
2,5 pg/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich) e 60 mg/L de gentamicina (Schering-
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Plough). O pH do meio foi ajustado para 7,2 e filtrado com membrana de difluoreto de

polivinilideno de 0,22 um (Millipore).

Para induzir osteogénese, adiciona-se a0 meio DMEM suplementado 50 pug/mL de acido
ascorbico (Ecibra), 10 mM de B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich) ¢ 0,1 uM dexametasona
(Aché). O pH do meio também deve ser ajustado para 7,2 e 0 meio filtrado como

descrito acima.

O isolamento e cultivo das células-tronco a partir do tecido adiposo humano (hASC)
foram realizados conforme descrito por Zuk (Zuk et al., 2001). As hASC foram obtidas
do lipoaspirado resultante de pacientes do sexo feminino, entre 20 e 40 anos,
submetidas a cirurgia de lipoaspiracdo realizada no Nucleo de Cirurgia Plastica,
coordenado pelo Dr. Luis Alberto Lamana dos Santos, de acordo com as normas
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Parecer n° ETIC -
0107.0.203.000-10).

O lipoaspirado de diferentes partes do corpo, flancos direito e esquerdo e regides infra e
supra umbilical, foi acondicionado em seringas estéreis e encaminhado ao Laboratério
de Imunologia Celular e Molecular localizado no Instituto de Ciéncias Biologicas —
UFMG.

Em capela de fluxo laminar vertical, o contelido das seringas foi transferido para tubos
de polietileno de 50 mL (Sarstedt) para lavagens com mesmo volume de tampéo fosfato
salina 0,15 M, pH 7,2 (PBS), seguido de centrifugacdo a 252 g, 20 °C, por 6 minutos.
Apos a centrifugacdo, o produto de lipoaspiracdo formou uma solucdo bifésica, cuja
fase inferior continha a solucdo de PBS e células sanguineas e a fase superior, o tecido

adiposo.
A fase superior foi transferida para novo tubo de polietileno (50 mL) e tratada com

solucéo de colagenase tipo | (Gibco) 0,10% em PBS 0,15 M, pH 7,4, na proporg¢éo de

1:1, por 2 horas, em estufa a 37 °C, atmosfera Umida e 5% CO,, para digestdo da matriz
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extracelular. Durante este periodo, a cada 15 minutos, os tubos foram agitados
vigorosamente.

Ao término das duas horas de incubacdo, os tubos foram centrifugados a 252 g, 20°C,
por 10 minutos para obter a fragdo vascular estromal, que foi ressuspendida em 5 mL de
meio de cultura basal suplementado com SFB e transferidas para garrafas de cultura

celular T-25 (Sarstedt) e mantidas em estufa a 37°C, atmosfera imida e 5% CO,.

Apos dois dias de cultivo, o conteido das garrafas de cultura foi transferido para tubos
de polietileno (50 mL) e centrifugado a 252 g, 20°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado formado foi ressuspendido em 5 mL do respectivo meio de

cultura basal e acondicionados em novas garrafas de cultura celular T-75 (Figura 4.4).

==
1) PB\ 0,15 M; L:i: 2) Colagenase 0,10%, 2h, 37 °C g
| — = \
1400 rpm, 6 . 1400 rpm, 10’ . & /
L v -
Coleta do lipoaspirado Cultivo celular

Figura 4. 4: Obtencéo de células-tronco a partir do tecido adiposo humano.

A cada dois dias, o meio de cultura foi removido e as células lavadas com 10 mL de
PBS 0,15 M, pH 7,2, para remocdo de células sanguineas residuais e ndo aderentes, e
em seguida foi adicionado novo meio de cultura basal. Quando as células atingiram 70-
80% de confluéncia, o meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com 10 mL
de PBS 0,15 M e tratadas com 1 mL de tripsina 0,05% EDTA (Invitrogen), por 5
minutos em estufa a 37°C. Apds a acdo da tripsina, esta foi inativada com meio de
cultura basal (9 mL), a suspensdo formada foi dividida em duas novas garrafas de
cultura celular T-75 e acrescentado mais meio de cultura basal (Figura 4.5). As células
foram expandidas dessa maneira até a 4% passagem para serem utilizadas nos

experimentos.
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s 1

Figura 4. 5: llustracdo de garrafas de 75cm2 contendo o meio basal e as células-tronco
que inicialmente irdo se aderir ao fundo da garrafa e, com a proliferacéo, irdo alcancar a
confluéncia (FRESHNEY et al, 2007).

A partir da extracdo das hASC, alguns testes estaticos (Esquema 4.2) foram delineados
para adaptar o cultivo ao meio independente de CO, e, em seguida, avaliar se esse meio
seria capaz de manter as caracteristicas fenotipicas, morfoldgicas, de proliferacédo e
diferenciacédo celular com a mesma qualidade que o meio padronizado pela comunidade

cientifica.

4.5 Determinacdo de Metodologia de Cultivo das hASC em Meio Independente de
CO,

Como a montagem do biorreator foi feita em banho-maria para controle e manutengéo
da temperatura e ndo se utilizou o cultivo convencional em estufa de CO,, houve a
necessidade de utilizar um meio de cultura que ndo necessitasse de CO, para garantir a
manutengéo do pH da cultura celular. Com poucas exceg¢des, como o meio Leibovitz's e
a solucdo salina equilibrada de Hanks, a maioria dos meios necessita do uso de 5% CO,
com bicarbonato de s6dio ou outros tamp&es para manter o pH adequado (LENNON et
al, 2001). Dessa forma, foi testado o meio de cultura Leibovitz Independente de CO,
(Gibco) (ANEXO 1), que é capaz de manter a estabilidade do pH a longo prazo sob CO,
atmosférico. Este meio tem sido usado para cultivo ou manutencdo de células Vero —
linhagem de células de rim de macaco e MDCK - células da linhagem epitelial
(BARNGROVER et al, 1985), tumorais diversas (VISTICA et al, 1990), embrionarias
(PERIN et al, 2007), tronco isoladas do tecido cerebral (WESTERLUND et al, 2003),
HepG2 — linhagem de células de cancer de figado (TALENS-VISCONTI et al, 2006),
Caco-2 — linhagem celular de adenocarcinoma epitelial coloretal - para estudo de
farmacos (LIND et al, 2007). Nao foram encontrados na literatura testes relacionado
com o meio LEI e hASC.
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Determinagdo de Metodologia com

Meio LEI Compara¢do DMEM e LEI

| Voo

] J o
Meio LEl e LEI O €«

Esquema 4. 2: Cultivo Estatico para Avaliacdo do meio LEI.

Alguns testes preliminares com as hASC foram realizados, visto que a estabilidade do
pH da cultura depende do tipo celular utilizado e ndo ha& na literatura estudos
envolvendo o cultivo de hASC em meio Leibovitz (LEI). Assim como o DMEM, o
meio LEI também foi suplementado com 10% de SFB, 1000 unidades/mL de penicilina,
1 mg/mL de estreptomicina e 2,5 pg/mL de anfotericina B e 60 mg/L de gentamicina. O
pH do meio foi ajustado para 7,4 (de acordo com as especifica¢Oes do fabricante) e, em
seguida, o meio foi filtrado com membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 pum.
Inicialmente, foi tentado o isolamento das hASC diretamente com o meio LEI, mas sem
sucesso. A alternativa foi desenvolver uma nova metodologia de adaptacdo de hASC ao
meio LEI, mantendo o isolamento com o meio tradicional DMEM e a partir da primeira
passagem, adaptar as células ao novo meio de cultura. Portanto, foram realizados os
testes de Viabilidade e Proliferacdo Celular e Producgdo de Fosfatase Alcalina durante a
adaptacdo das células a trés grupos quando comparadas as células cultivadas em meio
DMEM: (G1) adaptacdo lenta a partir da adicdo de 10% de meio LEI na primeira
passagem, 25% na segunda, 50% na terceira, 75% na quarta e finalmente 100% de LEI
na quinta passagem; (G2) adaptacdo mais rapida com 25% de meio LEI na primeira
passagem, seguido de 50 e 75% na segunda e terceira passagem e 100% na quarta
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passagem e, por fim, (G3) adaptacdo rapida com 50% de LEI na primeira passagem,

75% na segunda passagem e 100% na terceira passagem.

4.5.1 Viabilidade e Proliferacao Celular

A viabilidade e proliferagdo das hASC foi mensurada pelo ensaio de MTT, baseado em
um método colorimétrico que avalia a capacidade de enzimas desidrogenases, presentes
em celulas vidveis em converter o sal de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium, solivel em &gua, em cristais de formazan, produto insoltvel em agua
(MOSMANN, 1983). Os cristais de formazan sdo solubilizados e a densidade otica
pode ser determinada pelo espectrofotdmetro a 595 nm. O nimero de células viaveis é

diretamente proporcional a quantidade de cristais de formazan produzidos.

As hASC cultivadas em meio de cultura DMEM e nos trés grupos de adaptacéo ao meio
LEI foram semeadas em placas de 24 pocos (NUNC) na densidade de 5x10°
células/pogo contendo 1 mL do respectivo meio de cultura. As células foram incubadas
a 37 °C, atmosfera imida e 5% CO, por 7, 14 e 21 dias.

Ao término de cada periodo de incubagdo, 0 meio de cultura foi retirado e descartado e
210 pL/pogo do respectivo meio de cultura foram adicionados. Em seguida, foi
acrescentado 170 pL/poco de solucdo de MTT (Invitrogen) (5 mg/mL) e a placa
incubada em estufa a 37 °C, atmosfera Umida e 5% CO,, por 2 horas. As hASC foram
observadas ao microscopio 6tico (M.O.) para visualizacdo dos cristais de formazan. E
estes foram solubilizados através da adi¢do de 210 pL/poco de uma solugdo de SDS
10%-HCI (&cido cloridrico 0,01 M - 10% de sulfato de s6dio dodecil em agua) seguido
de incubacdo em estufa a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,, por 18 horas. Transferiu-se
100 uL de cada pogo para uma placa de 96 pogos (fundo reto), em triplicata, e a
densidade 6tica foi mensurada no espectrofotdometro a 595 nm. Durante o experimento,
todos os passos envolvendo o reagente MTT foram executados em condi¢gdes minimas
de luminosidade. Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido

pelo teste de Bonferroni e expressos como média £ EMP (erro médio padréo).
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4.5.2 Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada através do ensaio de BCIP-NBT (Gibco).
Este ensaio é baseado na reacdo cromogénica decorrente da clivagem de um
grupamento fosfato do BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina) pela
fosfatase alcalina produzida pela célula. Essa reacdo produz um préton que reduz o
NBT (nitroblue tetrazolio cloridrico), formando um precipitado insoltvel de cor purpura
(SMEJKAL & KAUL, 2001).

As hASC cultivadas em meio de cultura DMEM e nos trés grupos de adaptacéo ao meio
LEI foram semeadas em placas de 24 pocos (NUNC) na densidade de 5x10°
células/poco contendo 1 mL do respectivo meio de cultura. Em seguida, foram

incubadas a 37 °C, atmosfera Umida e 5% CO,, por 7, 14 e 21 dias.

Ao término de cada periodo de incubacao, o meio de cultura foi retirado e descartado, as
células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 e incubadas com 200 uL/poco da
solucdo de BCIP-NBT (preparada de acordo com as instrucGes do fabricante) a 37 °C,
atmosfera imida e 5% CO,, por 2 horas.

Apbs o periodo de incubacdo, observou-se a formacdo dos precipitados purpura, em
M.O., em seguida, foram adicionados 210 ulL/pogo de SDS 10%-HCIl para a
solubilizacdo dos precipitados purpura. E as placas foram incubadas em estufa a 37 °C,
atmosfera Umida e 5% CO,, por 18 horas. Transferiu-se 100 puL de cada pogo, em
triplicata, para uma placa de 96 pocos (fundo reto) e a densidade 6tica foi medida no
espectrofotbmetro a 595 nm. Durante 0 experimento, todos 0s passos envolvendo os
reagentes foram executados em condi¢cBes de minima luminosidade. Os resultados
obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni e

expressos como média + EMP.

4.5.3 Novo Meio de Cultura Basal e para Inducéo da Osteogénese no Biorreator
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A partir dos testes da metodologia desenvolvida neste trabalho, o meio de cultura basal
das hASC passou a ser 0 meio LEI com adaptacdo mais gradual (Grupo 1). E para
induzir osteogénese, foram adicionados ao meio LEI: 50 ug/mL de acido ascérbico, 10
mM de R-glicerofosfato e 0,1 uM dexametasona. O ajuste do pH do meio e a filtracdo se
seguiram da mesma forma para 0 meio osteogénico (LEI O).

4.6 Estudos Basicos Comparativos em Culturas de hASC

Alguns ensaios basicos comparativos entre as hASC cultivadas em meio DMEM e meio
LEI foram realizados como forma de avaliar se as células cultivadas em meio LEI
apresentariam as mesmas caracteristicas morfologicas e funcionais das células

cultivadas em meio convencional DMEM.

4.6.1 Caracterizacao do Imunofenétipo das hASC

As hASC cultivadas em meio DMEM e LEI foram caracterizadas na quinta passagem
por citometria de fluxo através da analise da expressdo das moléculas de superficie
celular CD29, CD44 e CD73, que sdo marcadores expressos em MSC. Para verificar a
existéncia de contaminacGes da cultura de MSC com células-tronco hematopoiéticas
(HSC), também foi analisada a presenca das moléculas de superficie celular CD34 e
CD45, que sdo marcadores expressos em HSC. As células foram também caracterizadas
em relacdo a expressdo do complexo de histocompatibilidade principal de classe | e II:
HLA-ABC e HLA-DR, respectivamente (DOMINICI et al. 2006; MITCHEL et al.
2006; LINDROOS et al., 2011).

Marcagao celular com anticorpos primario e secundario

As hASC cultivadas em meio DMEM e LEI suplementados com SFB plagueadas na
densidade de 5x10° células/pogo em placa de 96 pocos (fundo em U) foram incubadas
com 0,4 pg de anticorpos primarios (Tabela 4.1) a 4°C, por 30 minutos. Apos a
incubagdo, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 e incubadas com

anticorpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-camundongo 1gG 2 mg/mL
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(Invitrogen), na diluicdo de 1:500, a 4°C, por 30 minutos. Os anticorpos que ja
possuiam ligacdo com algum fluorocromo ndo foram incubados com anticorpo
secundario. Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4
e depois fixadas em formaldeido a 2%. Como controle negativo de fluorescéncia, foi
adicionado o anticorpo secundario as células ndo marcadas com o anticorpo primario. E
células sem qualquer tipo de marcacao foram fixadas e utilizadas para gerar o grafico de
tamanho versus granulosidade com a finalidade de estabelecer a populacdo a ser

analisada.

Tabela 4. 1: Anticorpos utilizados na marcagdo celular para imunofenotipagem por
citometria de fluxo. Os conjugados PE e FITC se referem respectivamente aos
fluorocromos Ficoeritrina e Isotiocianato de fluoresceina.

Antigeno Tipo Espécie Conjugado Fornecedor Diluicdo
CD29 Monoclonal | Camundongo - Santa Cruz 1:25
CD34 Monoclonal | Camundongo - Abcam 1:16
CD44 Monoclonal | Camundongo - Santa Cruz 1:16
CD45 Monoclonal | Camundongo - BD Biosciences 1:25
CD73 Monoclonal | Camundongo PE BD Biosciences 1:10

HLA-ABC | Monoclonal | Camundongo FITC Abcam 1:10

HLA-DR | Monoclonal | Camundongo FITC Abcam 1:10

Leitura no citdbmetro de fluxo

A obtencdo dos dados foi realizada através do citdmetro de fluxo FACScan (Becton
Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA) utilizando-se o programa
CELLQuest. Foram adquiridos 20000 eventos e os dados obtidos foram analisados no
programa WinMDI 2.8.

Primeiramente, a populacdo de células de cada cultura a ser avaliada foi delimitada a
partir do grafico de tamanho versus granulosidade (Figura 4.6). Posteriormente, um
gréfico de histograma foi criado para determinar a regido do controle negativo de
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fluorescéncia, referente as células incubadas apenas com o anticorpo secundério.
Definidos estes parametros, as analises das células marcadas, com anticorpos primario e

secundario, foram realizadas.

1023
1023
(o8]

SSC-Height
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o
1023 0 1023
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Figura 4. 6: Grafico de tamanho versus granulosidade. R1 é a populacédo escolhida para
analise dos marcadores nas culturas em meio (A) DMEM e (B) LEI.

Os resultados obtidos (% de células fluorescentes para cada marcador) foram analisados
por ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni e expressos como média +

EMP.

4.6.2 Cultivo das hASC em meios DMEM e LEI

Viabilidade e Proliferacdo Celular
As hASC cultivadas em meios de cultura DMEM e LEI foram semeadas em placas de
24 pocos na densidade de 5x10° celulas/pogo contendo 1 mL do respectivo meio de

cultura. As células foram incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO, por 7, 14 e 21
dias e a viabilidade foi avaliada pelo ensaio de MTT conforme descrito no item 4.5.1.

Atividade da Fosfatase Alcalina

43



Metodologia

As hASC cultivadas em meios de cultura DMEM e LEI foram semeadas em placas de
24 pocos na densidade de 5x10° células/poco contendo 1 mL do respectivo meio de
cultura. Em seguida, foram incubadas a 37 °C, atmosfera Umida e 5% CO,, por 7, 14 e

21 dias e a atividade da fosfatase alcalina foi avaliada conforme descrito no item 4.5.2.
Avaliacao da Sintese de Colageno

Para avaliar a sintese de coladgeno pelas hASC cultivadas em meio DMEM e LEI
durante a inducdo da diferenciacdo osteogénica, foi realizado o ensaio colorimétrico
baseado no Sirius Red (TULLBERG-REINERT & JUNDT, 1999).

As hASC cultivadas em meios de cultura DMEM e LEI foram semeadas na densidade
de 5x10° células/poco em placas de 24 pocos contendo 1 mL do respectivo meio
osteogénico e incubadas a 37 °C, atmosfera Umida e 5% CO,. As hASC foram induzidas
por 7, 14 e 21 dias. Como controle, as hASC também foram cultivadas em seus

respectivos meios de cultura basal, nas mesmas condi¢oes.

Ao término de cada periodo de inducéo, as células de todos os grupos foram lavadas
com PBS 0,15 M, pH 7,4. Em seguida, foram adicionados 1 mL/po¢o da solucdo de
Bouin (solucdo aquosa de &cido picrico saturada/formol 37%/acido acético) e incubadas
a 37 °C, sob agitacdo por 1 hora para fixacdo das células. Apés a fixacdo, as células
foram lavadas em &gua corrente por 15 minutos e, em seguida, com agua destilada para
posterior coloracdo pelo reagente Sirius Red a 37 °C, sob agitacdo por 30 minutos. O
excesso do corante foi removido e os pocgos foram lavados com HCI 0,01 N.
Posteriormente foram adicionados 300 pL de NaOH 0,5 M, por 30 minutos sob
agitacdo. Transferiu-se 100 pL da solugcdo para uma placa de 96 pocos (fundo reto) e a

densidade otica foi mensurada no espectrofotdmetro a 540 nm.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido pelo teste de

Bonferroni e expressos como média = EMP.

Avaliacéo da expressdo de marcadores de células da linhagem osteogénica
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A diferenciacdo das hASC em células da linhagem osteogénica foi avaliada pela
expressao de proteinas especificas produzidas por osteoblastos utilizando a técnica de

imunofluorescéncia.

As hASC foram cultivadas sobre laminulas (22x22 mm) estéreis, em placa de 6 pocos,
contendo 2 mL de meios LEI e LEI O a 37 °C, atmosfera imida e 5% CO,, por 7, 14 e
21 dias.

Ao término de cada intervalo de inducéo, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH
7,4 e fixadas em p-formaldeido a 4% em PBS 0,15 M, pH 7,4, por 15 minutos, a
temperatura ambiente. As células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 e foi feita a
permeabilizacdo da membrana plasmatica utilizando-se Triton-100x a 0,1% em PBS
0,15 M, pH 7,4, por 10 minutos. Ap6s a permeabilizacdo, as células foram lavadas
novamente com PBS 0,15 M, pH 7,4 (3 vezes por 5 minutos). E em seguida, foi feito o
blogqueio da reacdo, incubando as células com 1% de BSA (albumina de soro bovino) e
5% de soro de cabra em PBS 0,15 M, pH 7,4, por 1 hora, a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram incubadas com o anticorpo primério diluido em
solucdo de BSA a 1% em PBS 0,15 M, pH 7,4 (Tabela 4.2), por 2 horas, a temperatura

ambiente e em camara Umida.

Tabela 4. 2: Anticorpos primérios utilizados na marcacdo das células para
imunofluorescéncia.

Antigeno Tipo Espécie Conjugado | Fornecedor | Diluicdo
Osteopontina | Policlonal Coelho - abcam® 1: 200
Osteocalcina | Monoclonal | Camundongo - abcam® 1: 100

Colageno I | Monoclonal | Camundongo - abcam® 1: 200

Ap0s incubagdo com anticorpo primario, as células foram novamente lavadas com PBS
0,15 M, pH 7,4 (3 vezes por 5 minutos) e, em seguida, foram incubadas com os
respectivos anticorpos secundarios (Tabela 4.3) diluidos em solugéo de 1% de BSA em

PBS 0,15 M, pH 7,4, na proporg¢do de 1:500, por 1 hora em camara Umida, na auséncia
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de luminosidade e a temperatura ambiente. Os controles negativos foram feitos

utilizando-se apenas o respectivo anticorpo secundario.

Tabela 4. 3: Anticorpos secundarios utilizados na marcacdo das células para
imunofluorescéncia.

Tipo Fornecedor | Diluicéo

Alexa Fluor 488 goat anti-coelho 19G invitrogen 1: 500

Alexa Fluor 488 goat anti-camundongo 1gG | invitrogen 1: 500

Posteriormente, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 e incubadas com a
sonda Hoechst (1 pg/mL) (Molecular Probes), por 30 minutos para marcagao do nucleo.
Em seguida, foram feitas novas lavagens com PBS 0,15 M, pH 7,4 (3 vezes por 10

minutos) e as laminulas foram montadas com Hydromount sobre laminas.

As laminas montadas foram visualizadas e analisadas atraveés do Microscépio Confocal
(Zeiss LSM 510 Meta) do Centro de Microscopia (CEMEL) do Departamento de
Morfologia do ICB/UFMG, utilizando-se o programa Carl Zeiss Laser Scanning
Microscope LSM 5100.

4.7 Cultivo Estatico das hASC Semedas nas Espumas de Vidro Bioativo

Apds os ensaios comparativos entre os meios DMEM e LEI no cultivo das hASC, foram
realizados alguns ensaios estaticos das hASC semeadas sobre matrizes de vidro bioativo

e cultivadas em meio LEI e LEI O, representados no Esquema 4.3.
Sobre as espumas de vidro bioativo de 6mm de diametro e 3 mm de comprimento,

foram semeadas 1x10° células/matriz e cultivadas em placas de 24 pogos. As placas

foram incubadas a 37°C, atmosfera tmida e 5% CO., por 1 hora, para a adeséo celular a
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matriz. Apoés a incubag&o, foi adicionado 1 mL/pogo de meio LEI ou LEI O e as células

foram cultivadas a 37 °C, atmosfera Umida e 5% CO.,.

Cultivo Estatico

Cultivodas hASC Semeadas nas Espumas de Vidro Bioativo

LEI ou LEI O

| | l 1
I N N =N

Esquema 4. 3: Cultivo Estético das Espumas de Vidro Bioativo semeadas com hASC.

4.7.1 Avaliacéo da Colonizagéo e Adesao Celular

Anélises por MEV foram realizadas para confirmar a presencga e adesdo das hASC a
superficie das espumas de vidro bioativo colonizadas.

Apos 7, 14 e 21 dias da colonizagdo das espumas, estas foram preparadas para andlise
por MEV.

A primeira etapa do processamento consistiu na fixacdo das células, assim o meio de
cultura foi delicadamente removido e as amostras lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 (3
vezes). Em seguida, as amostras foram fixadas com glutaraldeido a 2,5 % em tampéo
fosfato 0,1 M, em volume suficiente para cobrir as matrizes, por um periodo de no

minimo 2 horas a temperatura ambiente.
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Apobs a fixacdo, as amostras foram lavadas com tampédo fosfato 0,1 M, pH 7,4 (3 vezes,
por 10 minutos) e seguida pela adicao de tetroxido de 6smio a 1% em tampédo fosfato
0,1 M, pH 7,4, a 4 °C, por 1 hora e protegido de luminosidade. As amostras foram
novamente lavadas com tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4 (3 vezes, por 10 minutos) e
adicionada solucéo de &cido tanico 1% em agua destilada, por 20 minutos, seguida de
lavagens com tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4 (3 vezes por 10 minutos) e adicionada nova
solucéo de tetroxido de 6smio a 1% em agua destilada, a 4 °C, por 1 hora, protegido da

luz.

Ao término desta etapa, as amostras foram lavadas com agua destilada (3 vezes, por 10
minutos), iniciando-se a etapa de desidratacdo das amostras, através da imersdo das
mesmas em gradiente de &lcool etilico sucessivamente nas concentracdes - 30%, 50%,
70%, 90% - (2 vezes, por 10 minutos cada) e por fim, em alcool absoluto, por 30

minutos.

Finalizada a desidratacdo, as amostras permaneceram em alcool absoluto até a secagem
em ponto critico de CO,, realizado no aparelho de ponto critico (Balzers modelo CPD-
020), do CEMEL, processo pelo qual o alcool é substituido por CO,, evitando dano as

células, causado pela tensdo superficial durante o processo de evaporacao natural.

As amostras secas da espuma de vidro bioativo foram cobertas com ouro (Sputter
Coater — SPI Supplies) por 90 segundos, 13mA e as imagens foram adquiridas através
da microscopia eletrénica de varredura (MEV) no equipamento Quanta 200 - FEG - FEI
— 2006 do Centro de Microscopia da UFMG.

4.7.2. Viabilidade e Proliferacdo Celular

A proliferacdo e viabilidade das hASC cultivadas nas espumas de vidro bioativo em
meio LEI e LEI O foram avaliadas pelo ensaio de MTT. As matrizes colonizadas foram
mantidas por 7, 14 e 21 dias de cultivo. Apos cada periodo de cultivo, o ensaio de MTT
foi realizado conforme descrito no item 4.5.1.
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Para evitar a possivel interferéncia da matriz no processo de colorimetria, foi realizado
ensaio com as matrizes sem células e a média dos valores da densidade ética obtida nos

diferentes tempos foi subtraida o valor da média obtido somente com as matrizes.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA one-way seguido pelo teste de

Bonferroni e expressos como média = EMP.

4.7.3 Avaliacdo da Atividade da Fosfatase Alcalina

As espumas de vidro bioativo colonizadas por hASC e cultivadas em meios LEI e LEI
O foram avaliadas, ap0s cada intervalo de cultivo, em relacdo a atividade da fosfatase
alcalina das hASC pelo ensaio de BCIP/NBT.

Para evitar a possivel interferéncia da matriz tridimensional no processo de
colorimetria, também foi realizado o ensaio somente com as matrizes sem células e a
média dos valores da densidade otica obtidos foi subtraido o valor da média obtido

somente com as matrizes.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido pelo teste de

Bonferroni e expressos como média + EMP.

4.7.4 Avaliacdo da Expressdo de Marcadores de Células da Linhagem Osteogénica

A diferenciacdo das hASC em células da linhagem osteogénica, quando cultivadas em
matrizes de vidro bioativo em meio LEI, foi avaliada pela expressdo de osteopontina e
colageno tipo I, proteinas especificas produzidas por osteoblastos. As células cultivadas
nas matrizes foram tripsinizadas, cultivadas em laminulas estéreis em placas de 6 pocos
até completa adesdo e em seguida foram processadas pela técnica de

imunofluorescéncia descrita anteriormente.
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4.8 Efeito do Cultivo Dindmico em Biorreator de Perfusdo Sobre a Diferenciacéo
Osteogénica das hASC

Apo6s os ensaios de cultivo celular estaticos nas amostras de vidro bioativo semeadas

com hASC em meio LEI, foram realizados 0s ensaios nas matrizes de vidro bioativo

semeadas com hASC e cultivadas no biorreator de perfusdo, conforme o Esquema 4.4.

Cultivo Dindmico

Cultivo das hASC Semeadas nas Espumas de Vidro Bioativo

LElou LEI O

Esquema 4. 4: Cultivo Dinamico das hASC Semeadas nas Espumas de Vidro Bioativo.

Sobre as amostras de espumas de vidro bioativo com didmetro de 6mm e comprimento
de 10mm, foram semeadas 3x10° células/matriz. O nimero de células utilizado neste
ensaio foi trés vezes maior que o nimero de células dos ensaios estaticos, devido a
diferenca no comprimento das amostras, que corresponde a uma area proporcionalmente
trés vezes maior. As amostras foram mantidas em atmosfera itmida com 5% CO, por 4
horas para a adesdo celular. Foram entdo colocadas em cadmaras individuais de perfusdo
e cultivadas por 7, 14 e 21 dias em banho-maria a 37°C. A taxa de perfusdo utilizada
para todos os testes foi de 0,mL/min. Cada camara de perfusdo foi conectada a um
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reservatorio individual contendo 150mL de meio LEI ou LEI O, onde metade do

volume do meio foi trocado a cada 7 dias (Figura 4.7).

Figura 4. 7: (A) Espuma de vidro bioativo recém semeada com hASC; (B) construto
sendo colocado dentro da caAmara de perfusdo do biorreator; (C) viséo superior da
montagem do biorreator de perfusdo evidenciando (a) mangueiras, (b) camara de

perfusdo, (c) reservatério do meio de cultura com filtro de respiro acoplado na tampa,

(d) termbmetro, (e) bomba peristéltica e (f) banho.

Como as amostras utilizadas nos testes estaticos apresentavam 3mm de comprimento e
as amostras cultivadas no biorreator de perfusdo apresentavam 10mm, todas as amostras
foram cortadas em trés partes e submetidas as analises bioldgicas subseqlientes, para

possibilitar a comparacdo dos resultados do cultivo estatico e dindmico.

4.8.1 Avaliagéo da Colonizagdo e Adeséo Celular

As analises por MEV foram realizadas para confirmar a presenca e adesdo das hASC a
superficie e interior das espumas colonizadas cultivadas no biorreator de perfusdo. Apos
7, 14 e 21 dias, as matrizes colonizadas foram preparadas para analise por MEV cujo

processamento foi descrito no item 4.7.1.

4.8.2. Viabilidade e Proliferagdo Celular
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A proliferagdo e viabilidade das hASC semeadas nas espumas de vidro bioativo e
cultivadas no biorreator de perfusdo com os meios LEI e LEI O foram avaliadas pelo

ensaio de MTT descrito no item 4.5.1.

4.8.3 Avaliacdo da Atividade da Fosfatase Alcalina

As espumas de vidro bioativo colonizadas por hASC e cultivadas no biorreator de
perfusdo com meio LEI e LEI O foram avaliadas, ap0s cada intervalo de cultivo, em
relacdo a atividade da fosfatase alcalina das hASC pelo ensaio de BCIP/NBT realizado

conforme descrito no item 4.5.2.

4.8.4 Avaliacdo da Expressdo de Marcadores de Células da Linhagem Osteogénica

A diferenciacdo das hASC em células da linhagem osteogénica quando cultivadas em
matrizes de vidro bioativo e em biorreator de perfusao foi avaliada pela expressao de
proteinas especificas produzidas por osteoblastos utilizando a técnica de

imunofluorescéncia descrita anteriormente.

4.8.5. Comprovacdo da Diferenciacdo Osteogénica Atraves de PCR

O ensaio utilizado para a verificacdo de expressao dos genes relacionados a osteogénese
foi a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), cuja metodologia se baseia na
amplificacdo exponencial seletiva de uma quantidade reduzida de DNA. O DNA molde
sofre uma amplificacdo controlada por enzimas, obtendo-se milhes de copias do
fragmento de DNA de interesse (SLAVKIN, 1989). Foi considerado o gene constitutivo
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como controle de amplificacdo das

reacoes.

As hASC semeadas no vidro bioativo foram cultivadas no biorreator em meio LEI O

por 7, 14 e 21 dias e, apds cada periodo, foi realizada a extracdo do RNA.

Extracdo de RNA
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Né&o foi encontrado na literatura um protocolo detalhado de extracdo de RNA de células
cultivadas em amostras semelhantes ao vidro bioativo. Portanto, houve a necessidade de
adaptar a extracdo de RNA de células cultivadas nesse tipo de amostra porosa e
inorganica. Inicialmente foi tentada a extragdo de RNA das hASC através da aplicacéo
de 1mL de Trizol (Gibco) sobre as matrizes de vidro bioativo, incubacéo por 5 minutos
em temperatura ambiente. A solucdo formada foi processada seguindo os passos da
extracdo do RNA usualmente utilizados para celulas cultivadas em garrafas de cultivo,
mas quando realizada a leitura da absorbancia a 260/280nm, os resultados foram

préximos a zero.

Apdbs outras tentativas sem sucesso, a nova metodologia pode ser assim descrita: as
amostras de vidro bioativo semeadas com hASC retiradas do biorreator foram cortadas
em trés partes e cada uma em quatro partes e tripsinizadas por 5 minutos em estufa de
CO;, para que as células pudessem ser removidas do interior do biomaterial. Durante a
tripsinizacdo, as amostras foram agitadas suavemente a cada 2 minutos. Apés a
tripsinizagdo, o biomaterial foi lavado trés vezes com meio LEI e a solucéo total foi
centrifugada por 5 minutos a 252 g. O pellet formado foi resuspendido em 1mL de
Trizol e mantido em incubacgdo por 5 minutos para a lise e homogenizacao das células a
temperatura ambiente para completa dissociacdo dos complexos nucleoprotéicos. A
solugéo formada foi transferida para um microtubo de 1,5mL entdo centrifugada por 15
minutos a 4°C e 12.000 g para separar a solucdo dos pequenos fragmentos da matriz de
vidro bioativo que se soltaram durante a tripsinizacdo. A fase superior foi coletada e
transferida para um novo microtubo de 1,5mL onde foram adicionados 0,2 mL de
cloroférmio, seguido de homogeneizacdo, dois minutos de incubacdo a temperatura
ambiente e centrifugagdo a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, para separacao em trés fases
onde a fase incolor superficial continha 0 RNA. A fase incolor foi transferida para um
novo microtubo e o RNA foi precipitado com 0,5mL de alcool isopropilico (Merck) por
10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi feita uma nova centrifugagéo a 4°C
e 12.000 g por 10 minutos e lavagem com 1 mL de etanol 75% (Merck), seguida de

centrifugacdo de 10 minutos a 4°C e 7.500 g. O RNA foi solubilizado em agua destilada
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DNAse e RNAse free (Gibco) e imediatamente estocado a -80°C. A concentragdo do

RNA foi determinada pela leitura da absorbancia a 260/280nm em Nanodrop.

Foram realizadas diversas tentativas de extracdo de RNA das amostras cultivadas de
maneira estatica, entretanto as leituras de absorbancia eram sempre baixas, o que
impossibilitou a execucdo desse teste como forma de comparacdo das duas formas de
cultivo. E em relagdo ao teste dindmico com meio LEI, o ultimo teste realizado, uma
inesperada contaminacéo levou a perda de todas as amostras cultivadas. Infelizmente, ja
ndo haviam mais amostras disponiveis devido aos diversos testes de adaptacdo para essa

técnica e o prazo para finalizar os experimentos j& havia chegado ao fim.

Sintese de cDNA

Os cDNAs foram sintetizados a partir dos RNAs totais, utilizando-se o RevertAid TM
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Dois microgramas de cada amostra de RNA total foram
incubados com 0,5 pg de oligo(dT)18, a 65°C por 5 minutos e, em seguida, as amostras
foram incubadas no gelo. Logo apds, foi adicionado as amostras: 5X reaction buffer, 20
unidades Ribolock TM Ribonuclease inhibitor, 10mM dNTP mix, e foram incubadas a
37°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionadas 200 unidades da enzima RevertAid
TM H Minus M-MuLV RT (Fermentas) e as amostras foram incubadas por 60 minutos

a 42°C. A reacéo foi interrompida pelo aquecimento a 70°C por 10 minutos.

Os cDNAs resultantes foram utilizados nas reacGes de PCR descritas a seguir.

PCR

A quantificacdo relativa da expressédo de colageno tipo I, osteocalcina, fosfatase alcalina
e osteopontina foram avaliadas pela técnica de PCR. Como controle positivo da reacédo

foi amplificado o segmento génico que codifica a gliceraldeido fosfato desidrogenase

(GAPDH), enzima expressa constitutivamente por todas as células. Os
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oligonucleotideos utilizados estdo descritos na Tabela 4.4. As reacdes de amplificagdo

para cada primer foi:

GAPDH

8- Fim.

1- 94°C 4 minutos
2- 94°C 45 segundos
3- 60°C 45 segundos
4- 72°C 30 segundos
5- 30 Ciclos.

6- 72°C 5 minutos.
7- 4°C 2 horas.

Osteocalcina

1- 94°C 4 minutos
2- 94°C 45 segundos
3- 63°C 45 segundos
4- 72°C 30 segundos
5- 30 Ciclos.

6- 72°C 5 minutos.
7- 4°C 2 horas.

8- Fim.

8- Fim.

Osteopontina

1- 94°C 4 minutos
2- 94°C 45 segundos
3- 62°C 45 segundos
4-72°C 30 segundos
5- 30 Ciclos.

6- 72°C 5 minutos.
7- 4°C 2 horas.

Fosfatase Alcalina
1- 94°C 4 minutos
2- 94°C 45 segundos
3- 63°C 45 segundos
4- 72°C 30 segundos
5- 30 Ciclos.

6- 72°C 5 minutos.
7- 4°C 2 horas.

8- Fim.

realizadas em termociclador (PTC-100 MJ Research. Inc.). Os produtos da amplificacdo

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etidio para a sua

visualizacdo. As sequéncias de nucleotideos dos genes iniciadores para a PCR estdo

descritos na Tabela 4.4.

Tabela 4. 4: Genes e sequéncias de nucleotideos dos iniciadores para PCR.

Gene Iniciadores (sequéncias de nucleotideos 5’ a 3°)

pb
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GAPDH

Osteocalcina

Fosfatase
Alcalina

Osteopontina

foward: TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC 226
reverse: ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC

foward: CCCTCACACTCCTCGCCCTAT 248
reverse: GGCCTCCTGAAAGCCGATGTG

foward: TGGTGGAAGGAGGCAGAATTGAC 558
reverse: CAGGACGCTCAGGGGGTAGA

foward: GCCGAGGTGATAGTGTGGTTTATG 231
reverse: ACTGCTTGTGGCTGTGGGTTTC
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5. Resultados e Discussao
5.1. Processamento e Caracterizacédo das Espumas de Vidro Bioativo

5.1.1. Sintese das Espumas de Vidro Bioativo

A sintese de espumas de vidro bioativo contendo 60%-SiO,-36%Ca0-4%P,0s pelo
método sol-gel - rota alcodxido - levou & obtencdo de matrizes tridimensionais com
aspecto macroscopico esponjoso, de cor branca e medindo 12 mm de diametro e
aproximadamente 20 mm de comprimento no molde grande e 6 mm de didmetro e 20

mm de comprimento no molde pequeno (Figura 5.1).

(A) (B)

Figura 5. 1: Imagem da espuma de vidro bioativo (A) 6mm e (B) 12 mm.

5.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura

A estrutura das espumas de vidro bioativo foi avaliada, preliminarmente, através de
MEV e observou-se que estas apresentavam elevada porosidade, com poros esféricos,
tamanhos médios de poros variando entre 100 e 500um e uma rede interconectada de

poros (Figura 5.2).
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Figura 5. 2: Imagem obtida por MEV da espuma de vidro bioativo.

5.1.3. Espectroscopia de Raios X por Dispersao de Energia

A espectroscopia de raios X por dispersdo de energia, realizada em conjunto com a
MEYV, foi utilizada para analisar a composi¢do quimica qualitativa das espumas de vidro
bioativo produzidas. A anélise realizada em diversas areas das espumas de vidro
bioativo detectou a presenca dos elementos quimicos silicio (Si), célcio (Ca), fésforo
(P) e ouro (Au), sendo este ultimo, devido ao processo de metalizacdo das matrizes

(Figura 5.3).

kV:30.0Tilt:0.0 Take-off:34.6 Det Type:SUTW+ Res:131 Bmp.T:51.2

Fs : 6107 Lsec : 119 30-Jun-2010 10:15:28

Counts SiFKa

Az
CaFa

1.00 2.00 2.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 keV

Figura 5. 3: Espectro de EDS evidenciando 0os componentes presentes na espuma de
vidro bioativo.
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5.1.4. Picnometria de Hélio

O valor de densidade verdadeira obtida para o vidro bioativo através do método de
Picnometria de Hélio foi 2,7 g/lcm®, valor préximo ao encontrado na literatura de 2,518
glem® (VARSHNEYA, 1994), 2,56 g/cm® (COELHO, 2003) e 2,55 g/cm® (OLIVEIRA,
2006). O valor da densidade volumétrica foi de aproximadamente 0,324 g/cm® e com
ambos os resultados de densidade verdadeira e densidade volumétrica, foi possivel
calcular a porosidade total das amostras de 88%. Aproximadamente 80% de porosidade
é¢ o ponto de equilibrio entre propriedades mecénicas e interconectividade ideais
(KARAGEORGIOU & KAPLAN, 2005).

5.1.5. Difracéo de Raios X

A Figura 5.4 mostra o difratograma de raios X da amostra de espuma de vidro bioativo
60S. Observa-se nessa figura que o padrdo do material é caracteristico de material

amorfo.

Counts

AM10178
Amostra: Biovidro

100

d [__JHMIlM‘IMH !
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LT Lm& ld ﬂha] ‘h
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Position [°2Theta]

Figura 5. 4: Difratograma de raios X da espuma de vidro bioativo.
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5.1.6. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

O espectro de FTIR obtido das espumas de vidro bioativo 60S esta demonstrado na

Figura 5.5.
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Figura 5. 5: Espectro FTIR obtido da espuma de vidro bioativo.

A banda centrada em 3450 cm™ é relacionada com o estiramento SiO — H dos grupos
silanois superficiais que fazem Ligacdo de Hidrogénio com as moléculas de agua. Em
relacdo as vibracdes correspondentes ao estiramento dos grupos O — H, ha a banda em

1630 cm™ relacionada ao modo de deformacéo das moléculas de 4gua adsorvidas.

As bandas em 1200 e 1090 cm™ s&o associadas ao estiramento assimétrico das ligagoes
Si -0 - Si. A banda na faixa de 806 cm™, relacionada ao estiramento simétrico Si —O -
Si e a banda em 470 cm™ é relacionada ao modo de dobramento das ligagdes Si —O — Si
(OLIVEIRA, 2007).
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5.2. Avaliacdo da Degradacéo e Bioatividade das Espumas de Vidro Bioativo

Os vidros bioativos sdo materiais quimicamente reativos que sofrem dissolucdo antes da
deposicdo da camada de HCA na sua superficie (JONES et al, 2001). Além disso, 0
ambiente in vivo ndo é um ambiente fechado e a saturacdo de ions ndo é esperada (YUE
et al, 2011). Dessa forma, a avaliacdo da degradacdo e bioatividade desse material
devem ser realizadas de maneira a simular o ambiente in vivo. Durante os estudos de
degradacéo, foram avaliadas as variacGes do pH das solucbes de SBF usadas nos testes
estatico e dindmico, expressas na Figura 5.6A, e a perda de massa das amostras testadas
esta representada na Figura 5.6B.

A
) 9.0+ N
—o— Estatico

Dinamico
8.5

I
L 8.0-

7.5+

70 T T T T T

Tempo (dias)

" Hl Estatico
0.04 @ Dinamico

0.01- ’_'r_‘
0.00- == ==

Tempo (dias)

Figura 5. 6: Em (A) os valores do pH das soluc¢des usadas nos testes estatico e
dindmico (foi observada diferenca significativa entre os grupos avaliados) e em (B) a
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perda de massa das amostras nos testes de degradacéo (‘p<0,05e ~ p<0,001 estatico x
dindmico).

De acordo com o grafico A, o pH do SBF usado no teste estatico aumentou desde o
primeiro dia, partindo de 7,4 no tempo zero até 8,3 em 21 dias de experimento,
enquanto a solucdo usada no teste dinamico sofreu um pequeno aumento no primeiro

dia de teste e depois manteve o pH estavel até o final do experimento.

Em relacdo a perda de massa, observa-se que a partir do 7° dia de teste, houve uma
maior perda de massa associada as amostras cultivadas de maneira estatica. Essa perda

se manteve maior até o 21° dia de teste.

A superficie externa de cada amostra e as se¢Oes transversais, obtidas através do corte
na metade de cada amostra, foram analisadas por MEV, EDS, FTIR e DRX.

Na Figura 5.7, observa-se nas imagens (A) e (C) a formacéo de uma camada de material
cobrindo a superficie das amostras, com estruturas maiores e mais alongadas nas
amostras cultivadas no biorreator. Além de regifes com aspecto mais rugoso (setas),

devido provavelmente a dissolucédo parcial da matriz (YUE et al, 2011).

Associando-se o resultado da perda de massa as imagens de MEV, sugere-se que no
teste dindmico, a perda de massa foi compensada pela deposicdo de material nas
superficies externa e interna das amostras, evidenciando inclusive a obliteracdo
completa de algumas interconexdes dos poros em 21 dias de experimento (Figura 5.8).
Essa diminuicdo de tamanho dos poros de interconexdo também foi observada na
literatura (RAMILA & VALLET-REGI, 2001; YUE et al, 2011).
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51 mm CEN

HFW
) 4.55 mm

Figura 5. 7: Micrografia da superficie externa da amostra de 14 dias do teste estatico
(A) e dindmico (C). E em (B), superficie interna da mesma amostra do teste estatico e
em (D) do teste dindmico.

N

Figu 5. 8: Micgra prfi intrna (A)e externa (B) da amostra de vidro
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bioativo apos 21 dias de teste dindmico. Os circulos vermelhos evidenciam a deposicao
da camada de HA no interior dos poros do interior das amostras.

Além do MEV, foi realizado EDS na camada de material que recobria a superficie das

amostras (Figura 5.9) e o resultado, apesar de qualitativo, evidenciou um espectro

diferente do realizado para a amostra de vidro bioativo antes da imersdo em SBF

(Figura 5.9), onde os picos de célcio e fosforo apareceram mais evidentes que o de

silicio.

kVv:30.0 Tilt:0.0 Take-off:35.9 Det Type:SUTW+ Res:131 Amp.T:51.2

Fs : 9119 Lsec : 119 30-Jun-2010 09:34:21

Counts ChEa

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 g.00 keV

Figura 5. 9: Espectro de EDS representativo dos testes estatico e dindmico
evidenciando os componentes presentes na camada que recobre a espuma de vidro
bioativo apds a imersdo em SBF.

De acordo com a literatura, os cristais de HA aparecem nas micrografias eletronicas sob a
forma de agulhas ou tabletes alongados (COELHO, 2003). Portanto, a camada de material
formada sobre as superficies das amostras de vidro bioativo quando imersas em SBF pode

ser considerada uma camada de fosfato de célcio.

Os testes de DRX e FTIR foram realizados para confirmar se as estruturas formadas
realmente se tratavam da camada de HCA. A Figura 5.10 representa o difratograma da
amostra de espuma de vidro bioativo apos a imersdo em SFB. Diferente do difratograma

da espuma de vidro seca (Figura 5.10) que se apresentou amorfo, este apresentou picos
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caracteristicos de fase cristalina. Os picos 002, 216, 211, 112, 310 e 213, que foram
representados na figura, estdo de acordo com o0s picos caracteristicos da hidroxiapatita
(OREFICE et al, 2006).
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Figura 5. 10: Espectro de DRX evidenciando os picos cristalinos da camada de HCA
sobre a superficie da espuma de vidro bioativo apds a imersdo em SBFem 1,7, 14 e 21
dias e do material sem imersdo (BV).

A evolucdo dos resultados de FTIR em ambos os testes estatico e dindmico apontam para a
formacdo de uma camada de HCA (Figura 5.11), pois novas bandas aparecem apés a
imersdo do vidro bioativo em SBF e suas intensidades aumentam com o tempo. As
novas bandas formadas podem ser relacionadas ao grupamento fosfato a 1043, 963, 603,
566 e 469 cm™ e ao grupo carbonato a 874 cm™. O espectro de FTIR da superficie do
vidro bioativo neste teste é similar ao espectro da HCA encontrado na literatura
(RAMILA & VALLET-REGI, 2001).
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Figura 5. 11: Espectro de FTIR representativo dos testes estatico e dindmico obtido da
superficie da espuma de vidro bioativo ap6s a imersao em SBF.

Portanto, de acordo com os resultados dos testes MEV, EDS, DRX e FTIR associados,
pdde-se concluir que a camada formada sobre a superficie e poros da espuma de vidro
bioativo apds a imersdao em SBF, de caracteristica cristalina, composta principalmente

por calcio e fésforo, se trata da camada de HCA.

Um aspecto importante é que a camada de HCA depositada tende a reduzir a area
superficial do vidro gque estd em contato com o SBF. Os vidros bioativos se degradam in
vivo, dessa forma, uma degradacdo a longo prazo deve ser devido & acdo de
osteoclastos, o que é preferivel a degradacdo continua pela dissolugdo aquosa que pode
ser muito rapida para permitir que a remodelagdo 6ssea ocorra, que pode levar semanas

ou meses, dependendo do local a ser tratado (YUE et al, 2011).

O teste de degradacéo e bioatividade realizado avaliou o comportamento das amostras
quando imersas em SBF de maneira estatica e dindmica. Comparativamente, o teste
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dindmico apresentou resultados mais interessantes quando se idealiza o uso do
biorreator de perfusdo para o cultivo de células. Resultado observado pela manutencao
do pH da solucéo, visto que ha uma grande preocupacdo quando do preparo dos meios

de cultura usuais para as células-tronco, onde o pH ideal deve variar entre 7,2 e 7,4.

Outra questédo a ser analisada foi a perda de massa, menor e mais uniforme nas amostras
cultivadas de maneira dindmica, provavelmente devido a maior deposicdo da camada de
HCA na superficie externa e de poros. Esta deposicdo pode ainda acarretar em uma
reducdo da degradacdo do biomaterial. Portanto, estes resultados associados aos
resultados de MEV, EDS, DRX e FTIR, demonstraram que o fluxo da solugdo de SBF
do biorreator foi capaz de permear as amostras de maneira a depositar a camada de
HCA no interior e nas interconexdes dos poros. Essa capacidade do fluxo de permear a
amostra é o grande objetivo do uso de um biorreator no cultivo de células semeadas
sobre matrizes tridimensionais, onde a difusdo, tanto de nutrientes para as células,
quanto de produtos de excrecdo celular, é deficiente no interior das matrizes e pode
levar ao ndo povoamento dessa regido ou a morte celular. A realizacdo desse teste foi
crucial para averiguar se o fluxo produzido pelo biorreator desenvolvido neste trabalho
seria capaz de cumprir seu papel de permear as amostras e dessa forma, poderia ser

usado para suprir as necessidades nutricionais das células no interior das matrizes.

Ap0s a realizacdo dos testes de degradacao e bioatividade, os proximos passos foram os
testes com as células escolhidas para este trabalho. Portanto, a proxima etapa foi a

obtencdo de uma quantidade adequada de células-tronco do tecido adiposo humano.

5.3. Isolamento e Cultivo das Células-Tronco a Partir do Tecido Adiposo Humano

As culturas primarias obtidas apds o processamento enzimatico do lipoaspirado eram
compostas por uma populacdo heterogénea de células, apresentando células aderentes a
superficie plastica das garrafas de cultura, de formato fusiforme, e células ndo aderentes

de formato arredondado.
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Ao longo do cultivo, com a expanséo celular e com a troca do meio de cultura basal, o
numero de células ndo aderentes diminuiu, predominando a populacdo de células
aderentes de formato fusiforme, com potencial de auto-renovacdo e formacéo de

coldnias (Figura 5.12).

Figura 5. 12: Aspectos da morfologia das células extraidas do tecido adiposo humano.
Em (A) populacdo heterogénea de hASC na 12 passagem com células ndo aderentes
(seta); em (B) hACS na 22 passagem com uma pequena populagdo de células ndo
aderentes (seta); e em (C) hASC na 42 passagem, auséncia de células ndo aderentes,
populacdo homogénea de células aderentes, fusiformes e capazes de formar col6nias
(seta).

Portanto, as hASC isoladas a partir da fracdo vascular estromal resultante do
processamento dos lipoaspirados demonstrou resultados satisfatorios, apresentando
células com formato tipo fibroblastoide e aderentes a superficie plastica, corroborando
com os dados de Zuk (ZUK et al, 2001).

5.4. Determinacéo de Metodologia de Cultivo das hASC em Meio Independente de
CO,

Devido as condi¢bes impostas pela montagem do biorretor, tornou-se necessaria a
adaptacdo das hASC a um meio de cultura que ndo necessitasse de CO, para a

manutencdo do pH do meio.

5.4.1. Viabilidade e Proliferacéo Celular

De acordo com o teste de viabilidade e proliferacdo celular, quando comparado ao

grupo controle - hASC na quarta passagem em meio DMEM - o0 grupo que apresentou o
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melhor resultado foi o G1 de adaptagdo mais lenta e gradual ao meio LEI quando
comparado aos grupos de adaptacbes mais rapidas (Figura 5.13). Quando o meio
continha 100% de LEI nos trés grupos testados, o resultado de absorbancia do G1 foi o

gue mais se aproximou a absorbancia das hASC cultivadas em meio DMEM.
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Figura 5. 13: MTT comparativo entre as hASC cultivadas em meio DMEM e 0s grupos
G1, G2 e G3 de adaptacdo gradativa das hASC ao meio LEI, no qual a adaptagdo mais
lenta - G1 - apresentou o melhor resultado.

5.4.2. Atividade da Fosfatase Alcalina

O teste de avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina também foi utilizado para
comparar o desempenho de producgéo dessa enzima pelas hASC nos diferentes grupos
de adaptacdo ao meio LEI quando comparadas ao meio controle DMEM. Assim como
no teste de viabilidade e proliferacdo celular, o grupo que apresentou o resultado mais
semelhante ao controle foi 0 G 1, ou seja, 0 grupo de adaptacdo mais lenta das hASC do
meio DMEM ao meio LEI (Figura 5.14).
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Figura 5. 14: Teste da FA comparativo entre as hASC cultivadas em meio DMEM e os
grupos G1, G2 e G3 de adaptacdo gradativa das hASC ao meio LEI, no qual a
adaptacdo mais lenta do G1 apresentou o melhor resultado.

De acordo com os resultados acima, nos quais ficou demonstrado que as hASC
necessitam de um periodo de adaptacdo mais gradual a um meio de cultura ndo usual,
houve a necessidade de realizar alguns testes basicos comparativos entre as hASC
cultivadas em meio DMEM e meio LEI, como forma de avaliar se as células cultivadas
em meio LEI apresentariam as mesmas caracteristicas morfoldgicas e funcionais das

células cultivadas em meio convencional DMEM.

5.5. Estudos Béasicos Comparativos em Culturas de hASC

O primeiro teste comparativo entre as hASC em meio DMEM e LEI foi realizado por
microscopia 6tica (MO). Quando comparadas desde a segunda passagem, hASC
cultivadas em meio DMEM e em adaptacdo ao meio LEI apresentaram aspectos
bastante semelhantes como aderéncia ao plastico, formacdo de colbnia e perfil de

crescimento (Figura 5.15).

Observa-se ainda que, na quarta passagem, hd uma densidade de populagdo celular
maior em meio LEI quando comparadas ao meio DMEM, o que sugere uma excelente

adaptacdo ao novo meio proposto.
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Figura 5. 15: Imagens obtidas por MO das hASC cultivadas em meio DMEM e em
adaptacao ao meio LEI da 22 & 42 passagem.

Além da caracterizacdo morfoldgica, foi estabelecida uma caracterizacdo fenotipica para
identificar a populagdo de células-tronco através da combinacdo da expressdo de

marcadores de superficie em ambas as culturas de hASC.

5.5.1. Caracterizagdo do Imunofendtipo das hASC

Como uma populacdo celular pode ser definida pelos tipos de antigenos expressos na
membrana plasmatica de suas células, na 5% passagem foi feita a analise fenotipica das

células cultivadas em meio DMEM e LEI. As células foram incubadas com anticorpos
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especificos para os seguintes marcadores: CD29, CD34, CD44, CD45, CD73, HLA-
ABC e HLA-DR.

A populagdo escolhida para a anélise dos marcadores de superficie foi determinada a
partir de um gréafico de tamanho versus granulosidade obtido de células sem nenhum
tipo de marcacdo. A analise dos histogramas demonstrou que aproximadamente 96%
das celulas cultivadas em meio LEI expressam CD 29, 96% expressam CD 44, 96%
expressam CD 73 e 96% expressam HLA-ABC. O CD 34 foi expresso em 5%, o CD 45
em 2% e o HLA-DR em menos de 1% das células (Figura 5.16).
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Figura 5. 16: Analise fenotipica através de citometria de fluxo das hASC cultivadas em
meio (A) LEI e (B) DMEM. Os histogramas apresentam o nimero de eventos versus
intensidade de fluorescéncia. A curva vermelha é o controle negativo da fluorescéncia, a
linha preta apresenta a populacdo de células avaliada para um marcador especifico e 0
seu deslocamento para direita indica a existéncia da marcagéo.

As hASC cultivadas tanto em meio DMEM quanto em meio LEI constituiram, in vitro,
uma populacdo homogénea de células que expressaram os marcadores de superficie
caracteristicos de MSC: CD29, CD44, CD73 e o HLA-ABC e ndo expressaram 0S
marcadores de linhagens hematopoiéticas: CD34 e CD45 e o HLA-DR, nao havendo
interferéncia do tipo de meio de cultura utilizado na expressdo dos marcadores.
Fenotipicamente, as hASC isoladas estdo de acordo com o perfil proposto por Zuk et
al., 2001 e Wagner et al., 2005 e aceito pela Sociedade Internacional de Terapia

Celular.
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A caracterizacdo do imunofendtipo das células é fundamental para informar o grau de
pureza da cultura. Dessa forma, tendo em vista a boa adaptacdo das hASC ao meio LEI
e os resultados positivos em relacdo as analises morfologica e fenotipica quando
comparadas as hASC cultivadas em meio DMEM, tornou-se imprescindivel avaliar o
cultivo destas células nos tempos usualmente testados para avaliar a diferenciacdo

osteogénica.

5.5.2. Cultivo Comparativo das hASC em Meios DMEM e LEI

As hASC foram induzidas a diferenciacdo osteogénica através da adicdo de meio de
diferenciacdo, que contém &cido ascorbico, B-glicerolfosfato e dexametasona. Para
verificar se ocorreu diferenciacdo das hASC, foram realizados os ensaios de viabilidade
e proliferacdo celular, producdo da fosfatase alcalina, dosagem de colageno e
imunofluorescéncia utilizando anticorpos para moléculas especificas de ceélulas
osteogénicas. Esses ensaios foram realizados tanto com células cultivadas no meio de
cultura basal como com ceélulas cultivadas em meio de diferenciagdo apds 7, 14 e 21
dias de inducéo.

Viabilidade e Proliferacdo Celular

A viabilidade e proliferacdo celular das hASC cultivadas em ambos os meios DMEM e
LEI foram avaliadas pelo ensaio de MTT, que consiste na metabolizacdo do reagente
MTT por enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias de células viaveis,
levando a formacdo de cristais de formazan. Esses cristais foram observados durante o

ensaio das hASC cultivadas em ambos 0s meios de cultura (Figura 5.17).

Ap0s a solubilizagéo dos cristais com SDS-HCI 10%, foi feita a leitura de absorbancia a
595nm. Na Figura 5.18, é possivel observar que houve uma maior proliferacdo das
hASC ap6s 14 dias de cultivo em ambos os meios suplementados com fatores

osteogénicos quando comparados aos meios basais.
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Figura 5. 17: Visualizagdo por MO dos cristais de formazan no ensaio de MTT.hASC
cutivadas em (A) DMEM e (B) LEI. Aumento: 100x.
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Figura 5. 18: Representacéo grafica da proliferacéo celular das hASC cultivadas em
meio DMEM e DMEM O ( p<0,05***p<0,01 e p<0,001 DMEM x DMEM O em cada
tempo) (A) e LEl e LEI O (" p<0,001 LEI x LEI O em cada tempo) (B).
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As células cultivadas em todos os meios testados foram capazes de metabolizar o MTT
e produzir cristais de formazan. Inicialmente, as células em ambos os meios basais
apresentaram crescimento um pouco maior que aquelas cultivadas em meios
ostegénicos. Pode-se sugerir uma menor proliferacdo celular gragas a uma mudanca de
composicdo dos meios, que foram suplementados com fatores osteogénicos. Em
seguida, 0 aumento da absorbancia a partir do 14° dia nas hASC cultivadas nos meios
osteogénicos indicam que o suplemento utilizado favoreceu a proliferacdo dessas
células até o 21° dia de teste. Nota-se também que as células cultivadas em meio LEI
seguiram um perfil de crescimento semelhante ao observado nas células cultivadas em
meio DMEM.

Atividade da Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina € uma enzima presente em células indiferenciadas, por isso é
utilizada como um marcador de células-tronco, entretanto, essa enzima é produzida em
altos niveis na fase inicial da diferenciacdo osteogénica, sendo considerada um
marcador precoce da diferenciacdo (BRUDER et al, 1998). Sendo assim, o0 ensaio de
producdo de fosfatase alcalina foi realizado para verificar se as células cultivadas em
meio LEIl mantinham niveis semelhantes de producdo quando cultivadas em meio
DMEM.

No ensaio de producdo da fosfatase alcalina, o precipitado na cor pdrpura é formado
quando a enzima cliva o grupamento fosfato presente no BCIP, produzindo um préton
que reduz o NBT. Através da MO, foi possivel observar o precipitado purpura nas
hASC cultivadas em meio DMEM O e LEI O. (Figura 5.19).

A Figura 5.20 mostra que os niveis de producdo da fosfatase alcalina aumentaram ao
longo do tempo de cultivo das hASC em meio DMEM, especialmente quando
cultivadas em meio DMEM O, enquanto que nas celulas cultivadas em meio LEI, os
niveis de producdo da fosfatase alcalina aumentaram significativamente em todos os

tempos estudados quando em meio osteogénico.
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Figura 5. 19: Visualizagdo por MO do precipitado purpura no ensaio de producdo da
fosfatase alcalina. hASC cutivadas em (A) DMEM O e (B) em LEI O. Aumento: 100X.
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Figura 5. 20: Representacdo grafica da deteccdo da atividade da fosfatase alcalina em
hASC cultivadas em (A) DMEM e DMEM O ( p<0,001 DMEM x DMEM O) e em

Kkk

(B) LEl e LEI O (' p<0,001 LEI x LEI O em cada tempo).
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Quando comparados os graficos da atividade da fosfatase alcalina, levando-se em
consideracdo os graficos do ensaio de MTT, observa-se que os niveis da absorbancia
foram superiores no 14° dia para as células cultivadas em meio LEI O com manutencgéo
dessa producdo até o 21° dia, enquanto que no meio DMEM O, os niveis de absorbancia

foram significativamente superiores no 21° dia de cultivo.

Nota-se um pico de atividade da enzima fosfatase alcalina em 14 dias de cultivo em
meio LEI O, o que esta de acordo com a literatura (BRUDER et al,1998; PAYUSHINA
et al, 2006).

Avaliacdo da Sintese de Colageno

A quantificacdo da sintese de colageno pelas células durante a inducédo da diferenciacéo

osteogénica foi realizada através do ensaio colorimétrico baseado no Sirius Red.

Pbde-se observar na Figura 5.21 um aumento significativo da sintese de colageno a
partir do 21° dia nas células cultivadas em meio DMEM O, enquanto que nas hASC
cultivadas em meio LEI O, o aumento na sintese de colageno ocorreu a partir do 7° dia

de cultivo, tendo seu pico no 14° dia.
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Figura 5. 21: Representacgdo gréfica da sintese de colageno por hASC cultivadas em

Fkk

(A) DMEM e DMEM O ("p<0,001 DMEM x DMEM O) e em (B) LEl ¢ LEI O
("p<0,01 LEI X LEI O).

Embora a dosagem ndo tenha sido especifica para o colageno tipo I, sabe-se que este
tipo de colageno é um dos marcadores de osteoblastos mais rapidamente expressos em
células comprometidas com a linhagem, sendo sua deposicdo como matriz extracelular
um evento relativamente inicial na via de diferenciacao de osteoblastos (AUBIN, 2001).
Dessa forma, os niveis da absorbancia produzidos pela sintese de colageno pelas hASC
cultivadas em meio LEI O sugerem ja haver um comprometimento com o fendtipo

osteogénico a partir do 7° dia de cultivo.

Uma observacdo experimental que merece ser destacada: em todos os graficos de MTT,
fosfatase alcalina e dosagem de colageno, as absorbancias das hASC cultivadas em
meio DMEM séo cerca de 1 ordem de grandeza maior que as cultivadas em meio LEI.
Pode-ser atribuir essa diferenca as condicdes de cultivo, ja que ao microscopio 6tico foi
possivel detectar que as hASC cultivadas em meio LEI em garrafas T75 totalmente
vedadas proliferavam significativamente mais que as cultivadas em placas de cultivo,
mesmo quando vedadas com parafilme ou fita-crepe. As Figuras 5.13 e 5.14 mostram
que, quando cultivadas em garrafas T75 totalmente vedadas, as absorbancias do meio
LEI sdo comparaveis as do meio DMEM. Pode-se sugerir dessa forma que o meio LEI

seja mais eficaz em um ambiente totalmente livre de CO,.

79



Resultados e Discussao

Avaliacdo da Expressao de Marcadores de Células da Linhagem Osteogénica

Para determinar se durante o processo de inducédo da diferenciacdo as hASC passaram a
expressar marcadores de células osteogénicas, foi realizado o ensaio de
imunofluorescéncia utilizando-se anticorpos especificos para osteocalcina, osteopontina
e colageno tipo I. Esse ensaio foi realizado com ceélulas cultivadas em meios LEI e LEI

O apds 7, 14 e 21 dias de inducéo.

Verificou-se, em microscépio confocal, a expressdo das proteinas especificas. As
imagens obtidas foram aqui representadas em painéis, dispostas na primeira coluna as
imagens adquiridas pela fluorescéncia do microscopio (luz UV) que representam 0s
nacleos celulares pela marcagdo em azul. Na segunda coluna, as imagens adquiridas
utilizando o laser 488 representam a marcacdo das proteinas especificas (anticorpo
especifico) pela fluorescéncia verde. Na terceira coluna, as imagens representam uma

sobreposicao das imagens adquiridas em diferentes comprimentos de onda.

Dessa forma, observou-se que as células cultivadas em meio de cultura basal ndo
apresentaram marcacao para as trés proteinas testadas. Ja as células cultivadas em meio
de diferenciacdo passaram a expressar as trés proteinas em pequena quantidade a partir
do sétimo dia de inducdo. A expressdo desses marcadores permaneceu e se intensificou

apos 14 e 21 dias de indugdo osteogénica (Figuras 5.22, 5.23 e 5.24).

A osteopontina pode ser expressa em diversos tecidos, inclusive no o0sso onde é
produzida por osteoblastos em diferentes estagios de maturacdo. Durante a formacao
Ossea in vitro, ocorre uma producdo inicial de osteopontina e esta se encontra em niveis
altos de expressdo mesmo apOs a mineralizacdo. A expressdao de osteopontina
intracelular em células osteogénicas, ainda em proliferacdo, parece estar relacionada a
migracdo celular. Enquanto a osteopontina extracelular parece regular o processo de
mineralizacdo (SODEK et al., 2000).
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NUCLEO OSTEOPONTINA SOBREPOSICAO
w
-
8
©
N~
o
w
-
3
3
<t
—
o
)
L
-
3
8
—
N
o
w
-

Figura 5. 22: Anélise de imunofluorescéncia para a proteina osteopontina. (A) hASC
cultivadas em meio LEI de cultura basal. hASC cultivadas em meio de diferenciagéo
osteogénica ap06s(B) 7, (C) 14 e (D) 21 dias.
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Figura 5. 23: Anélise de imunofluorescéncia para a proteina osteocalcina. (A) hASC
cultivadas em meio LEI de cultura basal. hASC cultivadas em meio de diferenciacéo
osteogénica apos (B) 7, (C) 14 e (D) 21 dias.
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Figura 5. 24: Analise de imunofluorescéncia para a proteina colageno tipo I. (A) hASC
cultivadas em meio LEI de cultura basal. hASC cultivadas em meio de diferenciagédo
osteogénica apos (B) 7, (C) 14 e (D) 21 dias.

A osteocalcina, por sua vez, apresenta maior expressdo somente na fase apds a

proliferacdo, concomitante com a mineralizacdo da matriz extracelular. Portanto, sua
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expressdo é tardia no desenvolvimento de osteoblastos e contribui para a regulacéo da
fase mineral do o0sso (LIAN & STEIN, 1992). Recentemente, foi demonstrado que antes
da sua deposicdo na matriz extracelular, a osteocalcina pode ser secretada e, assim
quantificada no meio de cultura antes do estagio de mineralizacdo, representando um
bom marcador para predizer o potencial osteogénico das células (NAKAMURA et al.,
2009).

As células em diferenciacdo 6ssea passam por trés fases fenotipicas distintas, iniciando
com uma proliferativa (na qual ja existe sintese de colageno tipo 1), em seguida,
formagdo da matriz extracelular (elevada atividade da fosfatase alcalina) e por fim,
mineralizacdo da matriz (maior expressdo de osteopontina, osteocalcina e deposi¢édo de
minerais) (LIAN & STEIN, 1992). Diante disso, os resultados obtidos nos testes de
atividade da fosfatase alcalina, dosagem de colageno e imunofluorescéncia demonstram
que houve um comprometimento das hASC na diferenciacdo osteogénica quando

cultivadas em meio LEI osteogénico.

As células-tronco podem se diferenciar em osteoblastos dependendo apenas das
condi¢des do meio de cultivo, dessa forma, a dexametasona, o acido ascérbico e o -
glicerofosfato sdo fatores indispensaveis para a diferenciacdo (BRUDER et al, 1998).
A dexametasona induz o estagio inicial de diferenciacdo, que é acompanhado pelo
aumento da expressdo da fosfatase alcalina. Ja o acido ascorbico e o B-glicerofosfato
sdo essenciais para as células atingirem os estagios tardios da diferenciagdo, nos quais
ocorrem a formacao e a mineralizacdo da MEC (PAYUSHINA et al, 2006).

A adaptacdo das hASC ao meio Leibovitz independente de CO, é uma metodologia
nova e foi desenvolvida neste trabalho para o uso desse meio no biorreator de perfusao
adaptado ao banho-maria. Analisando os resultados dos testes comparativos entre 0s
meios DMEM e LEI, p6de-se concluir que as células cultivadas em meio LEI
apresentam similaridades morfologicas e fenotipicas com as cultivadas em meio
DMEM e resultados adequados quando avaliadas a viabilidade e proliferacdo celular,
atividade da fosfatase alcalina, dosagem de coladgeno e expressdao de marcadores da

diferenciacdo osteogénica em meio LEI e LEI O.
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A partir desses resultados, o meio de cultura de escolha para todos os testes
comparativos estaticos e dindmicos passou a ser o0 meio LEI suplementado com 10% de
SBF como meio basal e suplementado com os fatores de indugdo osteogénica como

meio de indugdo da osteogénese.

Apesar da cultura celular classica em 2D ter fornecido a maior parte do conhecimento
da biologia moderna, as células residem, proliferam e se diferenciam dentro do corpo
em microambientes complexos em 3D. A estrutura 3D fornece uma plataforma ideal
para a comunicacgdo célula-célula e célula material e as propriedades do material podem
ser variadas para promover diferenciagdo de células em linhagens especificas
(DAWSON, 2008).

Portanto, o préximo passo apos os testes de indugdo da diferenciacdo das hASC através
do meio de cultura foi a colonizacgéo in vitro das espumas de vidro bioativo e avaliagdo

da adesdo, proliferacdo e diferenciacao celular.

5.6. Cultivo Estatico das hASC Semedas nas Espumas de Vidro Bioativo

5.6.1. Avaliacdo da Colonizacéo e Adeséo Celular

Realizou-se a analise por Microscopia Eletrénica de Varredura para verificar se as
células estavam realmente aderidas a matriz de vidro bioativo. Apds os periodos de
incubacdo de 7, 14 e 21 dias, as amostras foram cuidadosamente processadas para

obtencdo das imagens (Figura 5.25).
As imagens obtidas revelaram células com aspecto morfoldégico homogéneo, formato

achatado e com formacéo de prolongamentos citoplasmaticos com diversos pontos de

adesdo a matriz.
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(A)

(B)

Figura 5. 25: Imagens por MEV evidenciando as hASC aderidas a matriz de vidro
bioativo através de prolongamentos citoplasmaticos (A) 7 dias (setas) e (B) 21 dias.
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Os resultados de MEV revelaram que as hASC foram capazes de aderir a superficie do
material e proliferar. Portanto o tamanho dos poros e a interconectividade foram

adequados, permitindo a colonizacdo das matrizes.

5.6.2. Avaliagéo da Viabilidade e Proliferacdo Celular

A viabilidade e proliferacdo celular das hASC cultivadas em matrizes de vidro bioativo

em meio LEI e LEI O foram avaliadas pelo ensaio de MTT.

Na figura 5.26, é possivel observar que inicialmente houve uma proliferacdo maior nas
células cultivadas em meio LEI, entretanto houve uma proliferacao significativamente
maior das hASC cultivadas em meio LEI O a partir do 14° dia de cultivo quando
comparadas as células cultivadas em meio basal. Sugere-se que as células levaram

alguns dias para se adaptarem a suplementacédo dos fatores de crescimento no meio LEI.
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Figura 5. 26: Representacdo grafica da viabilidade e proliferacao celular das hASC
semeadas na matriz de vidro bioativo e cultivadas em meio LEI e LEI O (' p<0,01 e
p<0,001 BV LEI x BV LEIO).

5.6.3. Avaliacdo da Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina durante a diferenciacdo osteogénica foi avaliada pelo

ensaio de BCIP-NBT. Pdde-se observar na Figura 5.27 uma atividade crescente da
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fosfatase alcalina ao longo dos tempos avaliados nas células cultivadas

tridimensionalmente em meio LEI O.
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Figura 5. 27: Representagdo gréfica da atividade de fosfatase alcalina das hASC
semeadas na matriz de vidro bioativo e cultivadas em meio LEl e LEI O (*p<0,05 e
***p<0,001 BV LEI x BV LEI O).

Entretanto, analisando o grafico da atividade da fosfatase alcalina (Figura 5.27) junto
com o grafico de MTT (Figura 5.26), o grupo gue mais produziu fosfatase alcalina foi o
das hASC semeadas na matriz de vidro bioativo em meio basal ao 14° dia de inducéo,
sendo que essa producdo se equiparou a produzida no tempo de 21 dias para 0s
construtos cultivados na matriz em meio basal e osteogénico, demonstrando a influéncia

positiva da matriz de vidro bioativo nas hASC.

Considerando o aumento da atividade da fosfatase alcalina, um marcador precoce das
células em diferenciacdo osteogénica, o pico da atividade dessa enzima no 14° dia de
cultivo na matriz de vidro bioativo sem a adi¢do dos fatores de inducédo evidencia a agdo
do biomaterial sobre as celulas e pode indicar o inicio da diferenciagdo em um fenotipo

osteogénico sem a adicao dos fatores de inducéo osteogénicos.
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5.6.4 Avaliacao da Expressdo de Marcadores de Células da Linhagem Osteogénica

As hASC cultivadas na matriz de vidro bioativo foram capazes de expressar
osteopontina e colageno tipo | a partir de 14 dias de cultivo, mesmo quando cultivadas

somente em meio basal (Figura 5.28).

Este resultado corrobora com os ensaios de viabilidade e proliferacdo celular e atividade
da fosfatase alcalina, onde a partir de 14 dias, as hASC semeadas sobre a matriz de
vidro bioativo e cultivadas em meio basal foram capazes de produzir uma maior
quantidade de fosfatase alcalina quando comparadas as células sob as mesmas

condicdes associadas ao meio de inducdo osteogénica.

NUCLEO PROTEINA SOBREPOSICAO

Figura 5. 28: Andlise de imunofluorescéncia para as proteinas (A) osteopontina e (B)
colageno tipo | de hASC semeadas sobre a matriz de vidro bioativo e cultivadas em
meio de cultura basal por 14 dias.

Quando as ASC foram cultivados em matrizes tridimensionais, a diferenciagdo

osteogénica pode ser determinada pela expressdo de fosfatase alcalina e secrecdo de
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osteocalcina (HATTORI et al, 2004). Essas células tém o potencial de diferenciar em
células mecanosensiveis como 0 0sso e dessa forma podem fornecer uma promissora
ferramenta para a engenharia de tecido 6sseo (KNIPPENBERG et al, 2005).

Frente aos resultados expostos, 0s quais sugeriram uma ac¢ao indutora da diferenciacao
osteogénica relacionada a matriz de vidro bioativo, o Gltimo passo do presente trabalho
foi avaliar o cultivo tridimensional das hASC semeadas sobre a matriz de vidro bioativo

no biorreator de perfuséo.

5.7 Efeito do Cultivo Dindmico em Biorreator de Perfusdo Sobre a Diferenciacdo
Osteogénica das hASC

Ao final de 7, 14 e 21 dias de cultivo no biorreator de perfuséo, as amostras foram

removidas de maneira estéril e preparadas para as seguintes analises que se seguem.

5.7.1 Avaliacéo da Colonizacéo e Adeséo Celular

Para avaliar se as hASC realmente aderiram ao vidro bioativo, realizou-se MEV, cujos
resultados demonstraram que as hASC foram capazes de aderir a matriz e estabelecerem
conexdes entre si e foi possivel observar a presenca de pequenas vesiculas nas
superficies das membranas celulares, que indicam atividade de sintese e secrecdo
proteica apds 14 (Figura 5.29A-D) e 21 dias (Figura 5.30A-D).

5.7.2. Viabilidade e Proliferacdo Celular

No ensaio da viabilidade e proliferacdo celular das hASC semeadas em matrizes de
vidro bioativo e cultivadas em meio LEI e LEI O no biorreator, representado na Figura
5.31, pbde-se observar que no tempo de 7 dias de cultivo no biorreator de perfusdo, as
hASC cultivadas em meio LEI apresentaram uma proliferacdo significativamente maior
que as células cultivadas em meio LEI O, entretanto, a partir do 14° dia, houve uma
inversdo desse resultado, no qual as células cultivadas em meio LEI O apresentaram

uma viabilidade significativamente maior até o 21° dia de cultivo em biorreator.
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Figura 5. 29: Imagens por MEV evidenciando (A) um corte em um poro da amostra de
vidro bioativo com varias células aderidas (setas), (B) maior aumento do poro
evidenciando melhor as células, (C) e (D) maior aumento das hASC aderidas ao
material e granulos de secre¢cdo na membrana plasmatica celular.
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Figura 5. 30: Imagens por MEV em 21 dias de cultivo no biorreator evidenciando (A) a
superficie da amotra de vidro bioativo com vérios aglomerados de células aderidas
(setas) (B) um poro da amostra com varias células aderidas, (C) maior aumento do poro
evidenciando melhor as células e a rugosidade do material, e (D) maior aumento das
hASC aderidas ao material e granulos de secrecdo na membrana plasmatica celular.
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Figura 5. 31: Representagdo gréfica da viabilidade e proliferacéo celular das hASC
semeadas na matriz de vidro bioativo e cultivadas em meio LEI e LEI O no biorreator
de perfusdo O ( p<0,01 e p<0,001 BR LEI x BR LEI O).

Quando se comparam os resultados obtidos com as hASC semeadas na matriz de vidro
bioativo e cultivadas em biorreator de perfusdo aos resultados do cultivo estatico sob as
mesmas condi¢cdes (Figura 5.32), pode-se observar uma semelhanca no perfil de
proliferacdo celular, onde inicialmente, as células cultivadas em meio LEI apresentaram
uma proliferacdo celular maior, sendo esta proliferacdo significativamente maior entre
as células cultivadas no biorreator de perfusdo, porém, a partir do 14° dia, a proliferacao
celular aumentou consideravelmente entre as células cultivadas em meio LEI O,

independente do cultivo ser estatico ou dindmico.

Os valores de absorbancia obtidos no ensaio de MTT foram superiores quando o cultivo
foi realizado no biorreator de perfusdo, demonstrando a viabilidade e proliferacéo
celular favorecidas e, quando este dispositivo foi conjugado aos fatores de inducéo
osteogénica, aumentou significativamente a proliferacdo celular. Esse resultado
demonstrou que o cultivo tridimensional em biorreator de perfuséo exerce um efeito

positivo na proliferacéo e viabilidade das hASC.
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Figura 5. 32: Gréfico representativo da viabilidade e proliferacéo celular das hASC
cultivadas em matrizes de vidro bioativo e meios LEI e LEI O de maneira estatica e
dindmica (todos os tempos entre estatico e dindmico e entre estatico O e dindmico O sdo
p<0,001).

E conhecido na literatura que as células-tronco possuem a capacidade intrinseca de
auto-renovacdo, com alto potencial proliferativo que diminui gradualmente a medida

que essas células se comprometem com uma linhagem celular (MOUNTFORD, 2008)

De fato, observou-se que as hASC semeadas sobre a matriz de vidro bioativo e
cultivadas em meio LEI no biorreator apresentaram uma proliferacdo inicial
significativa e uma redugdo a partir do 14° dia de inducdo, entretanto as hASC
cultivadas em meio de diferenciacdo osteogénica apresentaram uma proliferacdo

significativa até o 21° dia.

A avaliacdo da proliferacéo e viabilidade celular € uma ferramenta importantissima para
definir o material ou forma de cultivo adequado, entretanto, sozinha ndo permite que
conclusBes sejam tomadas. Uma técnica complementar, no caso da avaliacdo do
comprometimento celular com o fenétipo osteogénico, é a avaliacdo da atividade da

fosfatase alcalina apresentada a seguir.
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5.7.3 Avaliacéo da Atividade da Fosfatase Alcalina

No ensaio de BCIP-NBT das hASC cultivadas em meio LEI e LEI O em biorreator de
perfusdo, pode-se observar na Figura 5.33 uma atividade da fosfatase alcalina maior nas
celulas cultivadas em meio LEI em 7 e 14 dias e significativamente maior nas células

cultivadas em meio LEI O em 21 dias de cultivo quando comparada aos demais tempos

de cultivo.
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Figura 5. 33: Representagdo gréfica da atividade de fosfatase alcalina das hASC
semeadas na matriz de vidro bioativo e cultivadas em meio LEI e LEI O no biorreator
de perfusdo O ( p<0,05e p<0,001 BR LEI x BR LEI O).

E quando realizada a analise do grafico representativo da producédo de fosfatase alcalina
(Figura 5.33) junto com o gréfico da viabilidade e proliferacdo celular (Figura 5.31),
pdde-se observar que houve uma maior producdo da fosfatase alcalina pelas células
cultivadas em meio LEI entre 14 e 21 dias, quando comparadas as células cultivadas em
meio LEI O.

Considerando o aumento da atividade da fosfatase alcalina, um marcador precoce das
células em diferenciacdo osteogénica (JAISWAL et al., 1997; AUBIN, 2001), o pico da
atividade dessa enzima no 14° dia sem inducdo das hASC semeadas sobre a matriz

tridimensional e cultivadas no biorreator, corrobora com o ensaio de proliferagdo, onde
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evidencia a acgdo do fluxo sobre as células e indica o inicio da diferenciagdo em um

fenotipo osteogénico sem a adi¢do de fatores de inducdo.
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Figura 5. 34: Gréafico representativo da atividade da fosfatase alcalina das hASC
cultivadas em matrizes de vidro bioativo e meios LEI e LEI O de maneira estatica e
dindmica (todos os tempos entre estatico e dinamico e estatico O x dindmico O séo

***p<0.001).

A andlise do gréafico da atividade da fosfatase alcalina entre os grupos estético e
dindmico da Figura 5.34, levando em consideracdo o grafico de MTT da Figura 5.32,
permitiu a seguinte avaliacdo: em 7 dias de cultivo, as células cultivadas de maneira
estatica apresentaram maior producdo da enzima fosfatase alcalina, quando comparadas
ao ensaio dindmico. Ndo houve diferenca significativa entre os meios LEI e LEI O,
sugerindo ndo haver uma acdo complementar entre a atividade osteoindutora do vidro

bioativo e os fatores de diferenciacdo no meio LEI O.

A partir do 14° dia de cultivo, houve uma maior producdo da enzima quando as
amostras foram cultivadas em meio LEI, independente do cultivo ser estatico ou
dindmico, e, comparando ambos os cultivos, a producdo da fosfatase alcalina foi maior
no cultivo dinamico com meio LEI. Neste momento, o vidro bioativo exerceu uma agao
decisiva em relacdo a atividade da fosfatase alcalina e, somada a acéo do fluxo, conferiu

ao grupo dindmico LEI o melhor resultado.

No 21° dia de cultivo, houve uma diminuicdo dessa atividade nas células cultivadas em

meio LEI e manutencdo da atividade nas células cultivadas em meio LEI O. Esse
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resultado sugere que o vidro bioativo exerceu uma agéo osteoindutora representada pela
maior producdo da enzima no periodo de 14 dias e diminui¢do dessa producédo no 21°
dia, sugerindo um provavel comprometimento com o fendtipo osteogénico. E neste
caso, 0 fluxo teve uma acgdo sinérgica a do vidro bioativo, a qual demonstrou um

aumento da sintese de fosfatase alcalina nos construtos cultivados no biorreator.

Portanto, esses resultados sugerem que a acdo do fluxo do biorreator de perfusdo teve
um papel importante quando da proliferacdo celular aos 7 dias e aumento da atividade
da fosfatase alcalina aos 14 dias de cultivo na auséncia dos fatores de inducéo

osteogénica.

5.7.4 Avaliacao da expressao de marcadores de células da linhagem osteogénica

O ensaio de imunofluorescéncia foi realizado para verificar se as hASC semeadas em
espumas de vidro bioativo e cultivadas no biorreator de perfusdo passaram a expressar

marcadores de células osteogénicas.

Os anticorpos especificos utilizados foram osteocalcina, osteopontina e colageno tipo |
e inicialmente o teste foi realizado em células cultivadas em meio LEI apés 21 dias de

cultivo.

Pode-se observar nas imagens de microscopia confocal que as hASC apresentaram
marcacao para as trés proteinas testadas (Figuras 5.35). Este resultado corrobora com 0s
resultados do MTT e da atividade da fosfatase alcalina, nos quais, a partir do 14° dia,
houve uma diminuicdo da proliferacdo celular e um aumento na producdo da enzima
fosfatase alcalina, sugerindo um comprometimento das hASC com o fendtipo
osteogénico. Além disso, as imagens de microscopia confocal também mostram uma
diminuicdo no comprimento das hASC, sugerindo também uma alteracdo na morfologia

relacionada a alteracdo no fenétipo.
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LEI 21 dias

LEI 21 dias

LEI 21 dias

PROTEINA NUCLEO SOBREPOSICAO

Figura 5. 35: Analise de imunofluorescéncia para as proteinas (A) osteocalcina, (B)
osteopontina e (C) colageno tipo | de hASC semeadas em matriz de vidro bioativo e
cultivadas em meio de cultura basal em biorreator de perfusdo apés 21 dias.

Portanto, de acordo com os resultados expostos e em relacdo a hipétese da diferenciacao
osteogénica das hASC quando cultivadas em matriz de vidro bioativo e em meio LEI no
biorreator de perfusdo, pode-se sugerir que a partir do 14° dia de cultivo, as hASC
parecem ter se comprometido com o fenotipo osteogénico. Entretanto, serdo necessarios

mais ensaios em uma etapa futura para finalmente concluir essa hipotese.
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A avaliagdo dos marcadores de diferenciacdo osteocalcina, osteopontina e colageno tipo
| foi realizada em hASC cultivadas no vidro bioativo em meio LEI O por 7, 14 e 21 dias

no biorreator de perfuséo.

As seguintes imagens de microscopia confocal evidenciam uma evolugdo na marcagéo
das fluorescéncias a partir do 7° até o 21° dia para as trés proteinas testadas:
osteocalcina (Figura 5.36), osteopontina (Figura 5.37) e colageno tipo | (Figura 5.38);
além de uma evolugdo na morfologia, na qual, as células passam de um formato
fusiforme tipico de uma célula-tronco para o formato romboidal, caracteristico das
células osteoblasticas (Figura 5.39). Estes resultados, associados aos resultados de MTT
e da atividade da fosfatase alcalina indicam uma alteracdo do fenotipo osteogénico das
hASC.

De acordo com a literatura, no ensaio de imunofluorescéncia, as fluorescéncias indicam
a expressdo das proteinas secretadas por células comprometidas com a diferenciacédo
osteogénica, sendo descrita a maior expressao dessas proteinas em um estagio mais
tardio desse processo (LIAN & STEIN, 1992).

Portanto, pode-se sugerir que as hASC semeadas na matriz tridimensional de vidro

bioativo e cultivadas em meio LEI O no biorreator demonstraram um comprometimento

com o fendtipo osteogénico.
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LEIO O 14 dias LEI O 7 dias

LEI O 21 dias

NUCLEO PROTEINA SOBREPOSICAO

Figura 5. 36: Analise de imunofluorescéncia para a proteina osteocalcina de hASC
semeadas em matriz de vidro bioativo e cultivadas em meio de cultura osteogénico em
biorreator de perfusdo ap6s (A) 7, (B) 14 e (C) 21 dias.
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LEIO O 14 dias LEI O 7 dias

LEI O 21 dias

NUCLEO PROTEINA SOBREPOSICAO

Figura 5. 37: Andlise de imunofluorescéncia para a proteina osteopontina de hASC
semeadas em matriz de vidro bioativo e cultivadas em meio de cultura osteogénico em
biorreator de perfuséo apos (A) 7, (B) 14 e (C) 21 dias.

101



Resultados e Discussao

NUCLEO PROTEINA SOBREPOSICAO

LEIO O 14 dias LEI O 7 dias

LEI O 21 dias

Figura 5. 38: Analise de imunofluorescéncia para a proteina colageno tipo | de hASC
semeadas em matriz de vidro bioativo e cultivadas em meio de cultura osteogénico em
biorreator de perfuséo apos (A) 7, (B) 14 e (C) 21 dias.

Da mesma forma como foi observado nas imagens de imunofluorescéncia, pode-se
observar uma alteracdo progressiva da morfologia celular, especialmente nos estagios
mais tardios, nos quais além das celulas cultivadas em meio LEI O dindmico
apresentarem uma maior expressdo dos marcadores, ainda apresentaram uma
morfologia cuboidal, observada por MO (Figuras 5.41), morfologia tipica de

osteoblastos.
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Figura 5. 39: Imagens obtidas por microscopia 6tica de células extraidas de uma
amostra de vidro bioativo apds o cultivo em meio osteogénico por 21 dias no biorreator.
Em (A) e (C), aumento de 100X e em (B) e (D), aumento de 300X.

Durante a proliferacéo, as celulas tronco adquirem aparéncia semelhante a fibroblastos,
mas durante o processo de diferenciacdo, as células-tronco alteram completamente sua
morfologia, adquirindo morfologia e caracteristicas semelhantes as das células maduras,
com formato cuboidal ou poligonal (PAYUSHINA et al, 2006).

Finalmente, para comprovar a diferenciacdo osteogénica, utilizou-se a técnica da

Reacdo em Cadeia da Polimerase.
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5.7.5 Comprovagcéo da Diferenciacdo Osteogénica Através de PCR

As expressdes dos genes para osteocalcina, osteopontina e fosfatase alcalina foram
analisadas através da amplificacdo de segmentos génicos e observadas pelo resultado de
eletroforese em gel de agarose. Essa andlise foi feita em células cultivadas em meio LEI
O apods 7, 14 e 21 dias de inducéo.

Todos os genes avaliados foram detectados nas hASC e nas células de osteossarcoma
humano (SAQS) - usadas como controle positivo das amostras. Como controle positivo
da reacdo foi utilizado o gene GAPDH, enzima constitutivamente expressa por todas as

células, e como controle negativo, 0 mix de cada reacdo (Figura 5.40).

7d 14d 21d SAOS C-

I'F F T 1 osmeocacina

| I ‘-‘I { - FOSFATASE
k ALCALINA

Figura 5. 40: Detecgéo de osteocalcina, osteopontina e fosfatase alcalinaem 7, 14 e 21

dias em hASC cultivadas sobre a matriz de vidro bioativo, em meio LEI O e no
biorretor de perfusdo. SAOS como controle positivo e C- é o controle negativo.

As proteinas ndo colagenas 6sseas tém multiplas fungdes relacionadas com a formacao,
equilibrio e reparo de tecidos mineralizados. Evidéncias indicam que a osteocalcina é
expressa quase exclusivamente em tecidos mineralizados e apresenta a funcdo de
regular o crescimento dos cristais de hidroxiapatita. A atividade da fosfatase alcalina é
requerida para gerar fosfato inorganico a partir da hidrdlise de pirofosfato inorganico

extracelular que é necessario para a cristalizagdo da hidroxiapatita (CHUN et al, 2005).
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O ensaio estatico das hASC semeadas sobre a matriz de vidro bioativo ja havia
evidenciado, assim como outros estudos na literatura com MSC e osteoblastos (JONES
& HENCH, 2004; PEREIRA et al, 2005; BOSETTI et al, 2005; DUTRA et al, 2006;
HENCH, 2008), que a matriz de vidro bioativo, devido a sua propriedade osteoindutora,
exerceu uma acdo determinante na diferenciacdo das hASC em células que expressam

proteinas 0sseas.

Quando comparados o ensaio estatico ao dinamico, péde-se concluir que a proliferacdo
e viabilidade celular foi significativamente maior nas hASC cultivadas no biorreator de
perfusdo em 7 dias de cultivo. Em relacdo a atividade da fosfatase alcalina, que é um
marcador da diferenciacdo celular e seu pico esta relacionado ao 14° dia de cultivo, o
resultado foi mais expressivo nas hASC cultivadas em meio LEI e de maneira dindmica,
sugerindo novamente uma acgdo positiva do fluxo do biorreator de perfusdo na
diferenciagdo das hASC, como demonstrado em diversos estudos na literatura para
MSC (BANCROFT et al, 2002; SIKAVITSAS et al, 2005; BRACCINI et al, 2005;
HOLTOREF et al, 2005).

Os resultados da PCR corroboram com os resultados de imunofluorescéncia, atividade
da fosfatase alcalina e microscopia Otica, 0s quais em conjunto indicaram que as hASC
se diferenciaram no fendtipo osteogénico quando cultivadas sobre a matriz de vidro

bioativo, meio de cultura LEI O e no biorreator de perfusao.
Este trabalho também permite uma indicacdo preliminar da diferenciacdo das hASC

semeadas no vidro bioativo, meio LEI e no biorreator pelas metodologias que foram

possiveis até entdo, como a atividade da fosfatase alcalina e imunofluorescéncia.
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6. Conclusoes

A espuma de vidro bioativo sintetizada apresentou uma rede de poros de 100-500um
interconectados e porosidade de 88%. A verificacdo da degradacdo e bioatividade das
espumas de vidro bioativo demonstrou que o cultivo dinamico foi capaz de manter o pH
do SBF e o fluxo foi capaz de permear a amostra tridimensional, através da deposi¢éo
da camada de HCA no interior dos poros do interior das amostras. Foi desenvolvido
neste trabalho um protocolo para o cultivo das hASC em meio LEI de maneira gradual.
A comparacdo entre hASC cultivadas em DMEM e LEI demonstrou semelhanca
morfologica e fenotipica e diferenciacdo osteogénica em meio LEI O. O cultivo estatico
das hASC semeadas na matriz de vidro bioativo demonstrou 6tima adaptacdo a matriz e
aos meios testados, pico de atividade da fosfatase alcalina aos 14 dias de cultivo em
meio LEI e diferenciacdo celular confirmada por imunofluorescéncia. Finalmente, o
cultivo das hASC em matriz de BV no biorreator demonstrou aumento significativo da
viablilidade e proliferacdo celular aos 7 dias de cultivo, pico de atividade da fosfatase
alcalina aos 14 dias de cultivo em meio LEI; imunofluorescéncia positiva para
osteopontina, osteocalcina e colageno tipo | a partir de 7 dias e com aumento da
fluorescéncia até os 21 dias de cultivo para o0 meio LEI O, no qual as hASC evoluiram
de um formato fusiforme para o formato cuboidal. A PCR evidenciou a expressao dos
genes da OP, OC e FA pelas hASC em todos os tempos de cultivo no biorreator com
meio LEI O. A imunofluorescéncia do grupo cultivado em meio LEI aos 21 dias
também evidenciou a expressao das trés proteinas de maneira menos intensa e com
menor alteracdo na morfologia celular. Portanto, os resultados permitem uma indicagao
preliminar da diferenciacdo das hASC semeadas no vidro bioativo, meio LEI e no
biorreator e finalmente, pode-se concluir que houve diferenciacdo das hASC quando
cultivadas em matriz de BV, meio LElI O e cultivo em biorreator de perfuséo,

fornecendo dessa forma, um construto funcional para a engenharia de tecido 6ssea.
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Anexos

ANEXO |

Composicao do meio Leibovitz’s (Gibco)

O meio Leibovitz foi desenvolvido em 1963 por Albert Leibovitz e foi formulado para o
uso em atmosfera sem CO,.

Desenvolvido para o suporte do crescimento celular em ambientes ndo equilibrados pelo
CO,, as formulagdes foram desenvolvidas sem um sistema tampéo de bicarbonato de
sodio. O meio é tamponado pelo fosfato e aminoacidos de base livres (L-arginina
principalmente, mas também L-histidina e L-cisteina). A produgdo de metabolitos
acidos € reduzida através da substituicdo de glicose por galactose e piruvato de sodio.
Relatado para suportar o crescimento de células HEP-2, de rim de macaco e explantes
primarios tecidos humanos embrionarios e adultos.

Os componentes do meio Leibovitz’s Independente de CO; séo:

COMPONENTES Peso Molecular ConcentraCAO (mg/L) I

Aminoacidos

Glicina
L-Alanina
L-Arginina
L-Asparagina
L-Cisteina
L-Glutamina
L-Histidina
L-Isoleucina
L-Leucina
L-Lisina
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptofano
L-Tirosina
L-Valina

Vitaminas

75

89

174

132

121

146

155

131

131

146

149

165

105

119

204

181

117

200

225

500

250

120

300

250

250

125

75

75

125

200

300

20

300

100

125



Anexos

Cloreto de Colina 140 1
D-Calcio pantotenato 477 1
Acido Félico 441 1
Niacinamida 122 1
Cloridrato de Piridoxina 206 1
Riboflavina 5'-fosfato Na 478 0.1
Tiamina monofosfato 442 1
i-Inositol 180 2

Sais Inorgéanicos

Cloreto de Calcio (CaCl2) (anidro) 111 140
Cloreto de Magnésio (anidro) 95 93.7
Sulfato de Magnésio (MgSO4) (anidro) 120 97.67
Cloreto de Potassio (KCI) 75 400
Fosfato de Potassio monobpasico (KH2PO4) 136 60
Cloreto de Sodio (NaCl) 58 8000
Fosfato de Sodio dibasico (Na2HPO4) anidro 142 190

Outros Componentes

D+ Galactose 180 900
Vermelho de Fenol 398 10
Vermelho de Fenol 376.4 10
Piruvato de Sédio 110 550

Tabela IA: Componentes do meio Leibovitz’s Independente de CO..
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ANEXO II

Composigdo do meio DMEM (Gibco)

O meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) é amplamente utilizado como
meio basal de suporte para o crescimento dediferentes células mamaérias. As células
cultivadas com sucesso no meio DMEM incluem fibroblastos primarios, neuronais,
celulas da glia, HUVECs, e células do musculo liso, assim como ceélulas da linhagem
HeLa, 293, Cos-7 e PC-12.

Os componentes do meio DMEM sdo:

COMPONENTES Peso Molecular ConcentraCAO (mg/L) I

Glicina 75 30
L-Arginina 174 84
L-Cisteina 121 62,57
L-Glutamina 146 584
L-Histidina 155 42
L-Isoleucina 131 105
L-Leucina 131 105
L-Lisina 146 146
L-Metionina 149 30
L-Fenilalanina 165 66
L-Serina 105 42
L-Treonina 119 95
L-Triptofano 204 16
L-Tirosina 181 104,20
L-Valina 117 94
Cloreto de Colina 140 4
D-Calcio pantotenato 477 4
Acido Félico 441 4
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Niacinamida 122 4
Cloridrato de Piridoxina 206 4
Riboflavina 5'-fosfato Na 478 0.4
Tiamina monofosfato 442 4
i-Inositol 180 7,2

Sais Inorgéanicos

Cloreto de Calcio (CaCl2) (anidro) 111 265
Nitrato de Ferro Ill 404 0,10
Sulfato de Magnésio (MgSO4) (anidro) 120 200
Cloreto de Potassio (KCI) 75 400
Cloreto de Sodio (NaCl) 58 6400
Fosfato de Sodio dibasico (Na2HPO4) anidro 142 125

Outros Componentes

Glicose 180 1000
Vermelho de Fenol 398 15
Vermelho de Fenol 376.4 15
Piruvato de Sédio 110 110

Tabela IlA: Componentes do meio DMEM. Nota-se que 0s componentes presentes
apenas neste meio e ndo no meio LEI estdo sublinhados. E os espagos deixados em
branco sdo de componentes do meio LEI que ndo sdo encontrados no meio DMEM.
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