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"O valor de praticar com rigor, por algum tempo, uma ciéncia
rigorosa ndo estd propriamente em seus resultados: pois eles
sempre serdo uma gota infima, ante o mar das coisas dignas de
saber. Mas isso produz um aumento de energia, de capacidade
dedutiva, de tenacidade; aprende-se a alcancar um fim de modo
pertinente. Nesse sentido é valioso, em vista de tudo o que se
fara depois, ter sido homem de ciéncia." (Nietzsche, 1878)
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RESUMO

Os biomateriais s8o materiais biodegradaveis usados como implantes
induzindo a regeneracdo do tecido lesionado pela promoc¢do do aumento da
proliferacdo, diferenciacdo e atividades celulares. Com o incremento da
nanotecnologia os biomateriais puderam ser melhorados resultando em
materiais mais versateis para a terapéutica. Os nanotubos de carbono sao um
dos nanomateriais que aparecem nesse cenario e demonstram excelente
biocompatibilidade além de promocdo da espontanea neuro-diferenciacdo de
progenitores neurais. Com o emprego das células-tronco adultas para terapia
celular é possivel a complexacdo dos biomateriais implantaveis (scaffolds)
como abordagem mais eficaz na engenharia tecidual. Nesse trabalho, nos
desenvolvemos um nanocompdsito empregando um biomaterial de uso
clinico/comercial, policaprolactona, e nanotubos de carbono de paredes
multiplas para cultivo e neurodiferenciacéo de células-tronco adultas derivadas
do tecido adiposo. As propriedades intrinsecas dos nanotubos, como
dimensdes, eletrocondutividade e o substrato nanométrico formado por ele &
comprovadamente capaz de estimular a neuro-diferenciacédo de células-tronco.
Nossos resultados mostraram que o hanocompésito desenvolvido foi capaz de
sustentar o crescimento e proliferacdo celular mostrando-se biocompativel,
eletrocondutor e foi capaz de sustentar o inicio do processo de diferenciacéo

neuronal demonstrado pela expressao da proteina GFAP.

Palavras-chave: Nanotubos de carbono; Biomateriais; Células-tronco adultas;

Diferenciacdo neuronal.



ABSTRACT

Biomaterials are biodegradable materials used in implants which are able of
promote regeneration of injured tissue by stimulating proliferation, differentiation
and cell activity. With the development of nanotechnology, the biomaterials
have been improved resulting in more versatile materials for therapy. Carbon
nanotubes are one of nanomaterials that appear in this scenario and
demonstrate excellent biocompatibility besides promoting spontaneous
neuronal differentiation of neural progenitors. With the use of adult stem cells in
cell therapy allowsthe complexation of implantable biomaterials as scaffolds.
This is the most effective approach tissue engineering. In this work, we
developed a nanocomposite biomaterials using polycaprolactone and carbon
nanotubes multi-walled to growing and diferentiation of stem cells derived from
adipose tissue. The intrinsic properties of the nanotubes, such as dimensions,
electroconductivity and substrate formed show that nanotubes are to be able of
stimulating stem cells neuro differentiation. Our results showed that the
nanocomposite developed was able to support cell growth and proliferation
proving to be biocompatible, electro-conductive and efficient in start the process
of neuronal differentiation that was demonstrated by expression of GFAP

protein.

Keywords: Carbon nanotubes; Biomaterials; Adult stem cells; Neuronal

differentiation.

14



INTRODUCAO

15



CELULAS-TRONCO E TERAPIA CELULAR

Células-Tronco (CsT) (do inglés, Stem Cell, SC) é, talvez, a linha de
pesquisa atual mais intensa que tem trazido a luz do conhecimento o
desenvolvimento celular bem como perspectivas de tratamento para doencas e
problemas de saude diversos. Em um trabalho que data de 1961, Till J.E.
trouxe-nos 0s primeiros conceitos de CsT, que sdo: capacidade de auto-
renovacado (self-renewal), auto-geracdo, e que seja multipotente, a saber,

capacidade de se diferenciar em varias linhagens celulares (Till and Mc 1961).

Desde o isolamento da primeira célula-tronco derivada de embrido de
camundongo em 1981 (Evans and Kaufman 1981) a pesquisa com as CsT tem
sofrido consideravel expansdo. O primeiro trabalho com CsT derivada de

embrido humano data de 1998 (Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 1998).

Seguido os conflitos éticos que o tema tocava, a pesquisa com CsT
ganhou outra dimenséo apos a descoberta das CsT adultas (Pelacho, Mazo et
al. 2011). Em 1999, Mark F. Pittenger e colaboradores demostraram o potencial
de células-tronco mesenquimais adultas humanas derivadas da medula 6ssea
(do inglés, Bone Marrow Mesenchymal Stem cell, BM-MSC) de se
diferenciarem em linhagens diversas, in vitro, constatando o potencial

multipotente das CsT adultas (Pittenger, Mackay et al. 1999).

As células-tronco mesenquimais (Mesenchymal Stem Cells, MSCSs)
adultas s&o encontradas virtualmente em todos os tecidos (Tuan, Boland et al.
2003) e tém um importante papel na manutencdo da homeostasia em caso de

injaria ou doenca e na renovacao do repertdrio celular.

N&o por menos, as MSCs sédo hoje a promessa para a medicina
regenerativa, pela sua facilidade de cultivo in vitro, alta taxa de proliferacdo e
sua versatilidade em se diferenciar em varios tipos celulares, desde os mais
bem estabelecidos como osteoblastos, condrécitos e adipdcitos (Pittenger,
Mackay et al. 1999) até hepatdcitos (Lee, Kuo et al. 2004), neurbnios (Black
and Woodbury 2001, Tropel, Platet et al. 2006, Resende, Adhikarid et al. 2010,
Resende, da Costa et al. 2010) e glia (Tohill, Mantovani et al. 2004) (Figura 1).
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FIGURA 1. Desenho esquemético das potencialidades de diferenciacdo das células-tronco.
Adaptado do California Surgical Institute.

A terapia com MSCs é uma abordagem que tem se mostrado promissora
para o tratamento de doencas neurodegenerativas, reparacao tecidual e alguns

tipos de canceres (Clarke, Dick et al. 2006, Sousa, Parreira et al. 2014).

DAS FONTES DE CELULAS-TRONCO ADULTAS

Células-tronco Hematopoéticas (Hematopoeitic Stem Cells, HSCs)

Ha& mais de 50 anos sabe-se que a medula 6ssea é fonte de Células-
Tronco Hematopoiéticas (HSCs) responsaveis pela geracdo e manutencdo de
células sanguineas (Becker, Mc et al. 1963). Till, J.E. e McCullough em 1961
depletaram o sistema hematopoiético de camundongos apés submeté-los a
altas doses de irradiacdo. Apdés 0 que, 0s animais receberam células da
medula Ossea e tiveram seu sistema hematopoiético reconstituido,
demonstrando dessa forma que as células presentes na medula 6ssea sdo
responsaveis pela produgcdo de células sanguineas (Till and Mc 1961). As
HSCs encontram-se no sangue circulante e na medula 0ssea e apresentam
altas taxas de renovacgéo. Sao produzidas bilhdes de novas células sanguineas
por dia (Ogawa 1993). Acredita-se que uma em cada 10.000 a 25.000 células

da medula 0ssea seja célula-tronco, enquanto no sangue, esse numero muda
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de uma para cada 100.000 (Department of Health and Human Services. June
2001). Pesquisas mostram que as HSCs residem na regido endoéstea (Calvi,
Adams et al. 2003, Zhang, Niu et al. 2003) e proximo aos vasos sanguineos na
medula (Kiel, Yilmaz et al. 2005). Essa regido € formada por osteoblastos (Xie,
Yin et al. 2009), células reticulares (Sugiyama, Kohara et al. 2006), células-
tronco expressando marcador de células nervosas (Mendez-Ferrer, Michurina
et al. 2010), células de Schwann (Yamazaki, Ema et al. 2011), e células

perivasculares (Ding, Saunders et al. 2012).

Células-Tronco da Medula Ossea

A medula 6ssea € fonte ndo somente de HSCs, mas também das
chamadas mesenchymal stem cell ou Bone Marrow Stem Cell (BM-MSC) ou
Bone marrow stromal cells (BMSCs) (Friedens.Aj, Piatetzk.li et al. 1966,
Friedenstein, Chailakhjan et al. 1970, Owen 1988, Dominici, Le Blanc et al.
2006). S&o nomes diferentes que denominam o mesmo tipo celular. Os
primeiros relatos de BM-MSCs foram de Friedenstein e colaboradores em
1966, isoladas a partir da medula 6ssea de camundongos (Friedens.Aj,
Piatetzk.li et al. 1966), onde se observou entdo a forma fibroblastica das BM-
MSCs (Friedenstein, Gorskaja et al. 1976). O trabalho de 1974 foi definitivo
para a constatacdo das BM-MSCs denominadas de “Células fibroblastoides”
(fibroblast-like cells) pela semelhanca com estas células (Friedenstein,
Chailakhyan et al. 1974, Dennis, Merriam et al. 1999). As células-tronco
mesenquimais humanas (hMSCs) foram isoladas por Pittenger e colegas em
1999, a partir da crista iliaca da pelve (Pittenger, Mackay et al. 1999). Murphy
et al.,, em 2002, e D’ Ippolito et al., também no mesmo ano, isolaram hMSCs da
tibia e da regido femoral, respectivamente (Digirolamo, Stokes et al. 1999,
D'lppolito, Schiller et al. 2002, Murphy, Dixon et al. 2002). Assim como as HSCs
gue corresponde a uma pequena fracdo de células aderentes, as BM-MSCs,
cultivadas in vitro, sao prioritariamente aderentes e, por definicdo, capazes de

se diferenciar em osteoblasto, condrdcito e adipécito (Phinney 2002).

Entretanto, diversos estudos tém mostrado a capacidade das BM-MSCs
de se diferenciarem ndo somente nos tipos celulares de origem mesodérmica,

mas também do folheto germinativo ectodérmico (Black and Woodbury 2001,
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Resende, Adhikarid et al. 2010, Resende, da Costa et al. 2010). Pesquisadores
ja obtiveram células da glia, células musculares e hepaticas a partir de BM-
MSCs (Azizi, Stokes et al. 1998, Ferrari, Cusella-De Angelis et al. 1998,

Petersen, Bowen et al. 1999).

Células-tronco derivadas de tecido adiposo (Adipose-derived Stem Cells,

ASCs)

O tecido adiposo € uma fonte abundante e acessivel de células-tronco.
Enquanto na medula 6ssea a proporcdo € de, aproximadamente, 1 célula-
tronco para cada 25.000 (Department of Health and Human Services. June
2001), no tecido adiposo as células-tronco correspondem a aproximadamente
2% do total de células residentes (Strem, Hicok et al. 2005).

A International Fat Applied Technology Society adotou o termo "células-
tronco derivadas de tecido adiposo” (ASCs, do inglés adipose-derived stem
cells) para identificar a populacédo de células isoladas deste. Esta populacéo é
caracterizada por células aderentes e multipotentes (Zuk, Zhu et al. 2001, Zuk,
Zhu et al. 2002, Konno, Hamabe et al. 2013). ASCs sdo células-tronco
mesenquimais, por conseguinte, sdo progenitores de tipos celulares derivados
da mesoderma, também chamadas de células estromais. Em passagens
tardias, culturas de ASCs sdo homogéneas e apresentam morfologia
fibroblastoide (Levi and Longaker 2011).

O tecido adiposo € composto, principalmente por células de gordura
organizadas em l6bulos, sendo composto por adipdcitos maduros, em mais de
90% do volume do tecido, e por uma fracdo de estroma vascular (SVF, do
inglés Fraction of the Vascular Stroma), onde sdo encontrados pré-adipécitos,
fibroblastos, células vasculares do musculo liso, células endoteliais,
monaocitos/macréfagos residentes, linfocitos e ASCs (Weisberg, McCann et al.
2003, Xu, Barnes et al. 2003). A relacdo de descendéncia entre MSCs e
pericitos (células mesenquimais justapostas aos vasos) existe como base para
os diferentes fendtipos de células-tronco do tecido adiposo (Zimmerlin,
Donnenberg et al. 2012). O tecido adiposo do abdémen inferior é a regido que
contém a maior porcentagem de ASCs comparadas a outros sitios.
Adicionalmente, o tecido conjuntivo fibroso, que contém mais tecido adiposo

branco, tem um conteddo mais elevado de ASCs.
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Rodbell, em 1964, foi o primeiro pesquisador a descrever a técnica para
isolar as ASCs do tecido adiposo (Rodbell 1964, Gimble, Katz et al. 2007).
Neste trabalho, blocos de gordura foram removidos de ratos e lavados
sucessivamente para remover as células hematopoiéticas presentes no tecido.
Em seguida, o tecido foi incubado e digerido com colagenase para liberar a
populacdo de células. Adipocitos maduros e ASCs foram separados por
centrifugacéo, encontrados na fracdo superior e inferior, respectivamente. A
selecdo final é alcancada pela aderéncia das células-tronco ao plastico, assim,
as demais células, como as células do sangue periférico sdo descartadas na
manutencao das condi¢des de cultura de ASCs (Rodbell 1964, Gimble, Katz et
al. 2007).

Um protocolo semelhante foi utilizado no isolamento de células-tronco
humanas (Zuk, Zhu et al. 2001). Blocos de gordura humanos também foram
utilizados, mas avangos nos procedimentos cirdrgicos tém simplificado esse
processo.

Assim como as células-tronco da medula éssea, as derivadas do tecido
adiposo mostram-se capazes de, sob estimulos ideais, diferenciarem em
células nervosas, apresentando marcadores especificos de neurdnios e ou
células da glia. Usando um coquetel contendo hidroxianisol butilado, acido
valproico, forskolina, hidrocortisona e insulina, Sarffod e grupo imprimiram
fendtipo neural em ASCs, murinas e humanas. As células apresentaram
expressdo de proteinas neuro-especificas além de morfologia de célula
nervosa (Safford, Hicok et al. 2002). Outros trabalhos mostraram iguais
resultados com diferentes coquetéis para neuro-inducédo (Fujimura, Ogawa et
al. 2005, Anghileri, Marconi et al. 2008). Ademais, as ASCs sao capazes de se
diferenciaram em células da glia (Schwann) usando distintos coquetéis de
inducéo (Kingham, Kalbermatten et al. 2007, Xu, Liu et al. 2008, Wei, Gong et
al. 2010).

A triade Substrato - Topografia - Células-tronco

Estudos recentes tém mostrado que as células-tronco mesenquimais
tém suas funcbes definidas pelas suas formas, com alteracbes na adesao

celular e posterior tenséo do citoesqueleto modulando linhagem (Engler, Sen et

20



al. , McBeath, Pirone et al.). Ha evidéncias demonstrando a importancia da
tensdo intracelular em CsT com um estado de alta tensdo induzindo
diferenciacdo (McBeath, Pirone et al. , Kilian, Bugarija et al. 2010). Avancos
recentes sdo indicativos da exigéncia de um nivel intermediario de tensao
celular para auto-renvacao de CsT (Gilbert, Havenstrite et al. 2010, McMurray,
Gadegaard et al. 2011). Os mecanismos pelos quais 0s sinais
nanotopograficos influenciam a proliferacdo e diferenciacdo das CsT ndo séo
muito bem compreendidos, mas parece envolver alteracbes na organizacao e
estrutura do citoesqueleto, potencialmente, em resposta a geometria e
tamanho dos elementos subjacentes da MEC (Guilak, Cohen et al.). Alteracbes
nas dimensdes caracteristicas do substrato pode influenciar o agrupamento de
integrinas e outras moléculas de adeséo celular, alterando assim, o numero e
distribuicdo de adeséo focal - Fas (focal adhesion) podendo, por conseguinte,
controlar a adesdo e disseminacdo de células (Pelham and Wang 1997,
Santos, Tonelli et al. 2013).

Ao que parece, o comportamento celular pode ser controlado por
mecanismo modulados pelo substrato por dois diferentes, mas simultaneos
mecanismos de vias de sinalizacdo, produzidos através da interacdo das
células com a matriz extracelular (Silver, Siperko et al. 2003, Karamichos,
Brown et al. 2006, Dado and Levenberg 2009). Um primeiro esta relacionado
com uma sinalizacdo mediada por ligante de receptor MEC, que por sua vez, €
mediado pela ligagcdo de integrinas, denominado a sinalizacdo induzida por
ligacdo dependente de superficie quimica da MEC; e o outro, é uma
sinalizacdo ativada por tracdo, que depende de estimulos mecanicos
transmitidos através da MEC. A importancia da mecéanica matricial no
comportamento celular individual e funcdo semelhante a sinais bioquimicos
foram também estudados. Especificamente, 0s sinais mecéanicos, tais como a
pressdo, o fluxo de fluido, a tensdo de cisalhamento, e rigidez sdo importantes
reguladores do desenvolvimento embrionario e tém sido demonstrados que
afetam o desenvolvimento e padronizacdo de tecidos de muitos 6érgaos. O
mesmo tipo de célula pode induzir a resposta diferente dependendo da
topografia da superficie. Isto tem implicagbes importantes para a utilizacdo de
scaffolds como um controlador auto-suficiente da fungéo das células (Nur-E-

Kamal, Ahmed et al. 2006). Estudos com CsT cultivadas em plataformas com
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diferentes simentrias e graus de desordens mostram que nanotopografia
influenciam a adesé&o celular, a migracdo e morfologia. Mais importante ainda,
nanotopografia pode ser utilizado como reguladores para modular a
organizacao do citoesqueleto e deformacao nuclear, eventualmente, influenciar
outras funcdes celulares tais como a proliferacdo e diferenciacdo (Dalby,
Gadegaard et al. 2007).

BIOMATERIAIS E ENGENHARIA TECIDUAL

Regeneracao e producdo de tecido funcional é o objetivo principal em
Engenharia de Tecidos. O corpo humano se desenvolve a partir de uma Unica
célula diploide chamada zigoto e contém cerca de 85 trilhBes de células na
idade adulta, das quais mais de 150 bilhdes sédo renovadas a cada dia. Os
trilnGes de células dividem-se em cerca de 260 diferentes fenétipos, que muitos
deles irdo continuar com a proliferacdo, diferenciacdo, capaz de auto montar-se
em sistemas complexos e integrados de tecidos e 6rgaos ao longo do tempo e
do espaco (Dutta and Dutta 2009). Os biomateriais artificiais sdo projetados
para suportar o crescimento celular e tecidual para recriar a complexidade em
nano e micro escala, observados em érgaos reais ao nivel da interagcédo célula-

matriz (Tonelli, Santos et al. 2012, Resende, Fonseca et al. 2014).

Esses materiais sdo biodegradaveis de uso disseminado no tratamento
de feridas e lesdes. O mercado de biomateriais e 0 emprego desses na
terapéutica tém aumentado cada vez mais, devido a sua incrivel habilidade de
iniciar e acelerar o processo de regeneracdo. A habilidade dos biomateriais de
serem metabolizados pelo corpo permite que seja gradualmente substituido por
novas células para formar tecidos funcionais (Seal, Otero et al. 2001,
Gunatillake and Adhikari 2003).

O uso de biomateriais é observado desde civilizagbes antigas. Olhos
artificiais, orelhas, dentes e narizes foram encontrados na Mumias egipcias
(Williams et al. 1979). Chineses e indianos utilizavam ceras, colas e, tecidos na
reconstrucdo de partes do corpo com defeitos. Ao longo dos séculos, o0s
avangos na materiais sintéticos, técnicas cirdrgicas e métodos de esterilizagdo

tém permitido o uso de biomateriais de muitas maneiras (Park, 1984). A pratica
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médica hoje utiliza um grande numero de dispositivos e implantes.
Biomateriais, sob a forma de implantes (ligamentos, enxertos vasculares,
valvulas cardiacas, lentes intra-oculares, implantes dentérios, etc) e
dispositivos médicos (marca-passos, biossensores, coracdes artificiais, etc) sdo
amplamente usadas para substituir e / ou restaurar a funcdo de tecidos ou
orgdos traumatizados ou degenerados, e, assim, melhorar a qualidade de vida
do paciente. Nas primeiras abordagens da ciéncia contemporanea, todos 0s
tipos de materiais naturais tais como madeira, cola e borracha, e tecidos
bioldgicos, materiais fabricados, tais como ferro, ouro, zinco, vidro foram
usadas como “biomaterial’. As respostas do hospedeiro para estes materiais
foram extremamente variado. Sob certas condi¢fes (caracteristicas dos tecidos
do hospedeiro e procedimento cirdrgico) alguns materiais foram tolerados pelo
corpo, enquanto os mesmos materiais foram rejeitados em outra situacdo. Ao
longo dos ultimos 30 anos, um progresso consideravel foi feito na compreenséao
das interacdes entre os tecidos e 0os materiais. Foi reconhecido que existem
profundas diferencas entre nao-vida (avital) e (vitais) materiais vivos (Patel,
Gohil, 2012).

Ha décadas, miriades de trabalhos vém mostrando o desenvolvimento
de biomateriais e sua capacidade de manutencao, estimulacao, proliferacao,
migracao, e mais recentemente, diferenciagdo de culturas celulares diversas,
tanto in vitro quanto in vivo (Hench 1998, Gunatillake and Adhikari 2003). Os
chamados scaffolds ou suportes feitos a partir dos mais diversos polimeros
biocompativeis, biodegradaveis e bioabsorviveis viraram um nicho de pesquisa

aplicada, incrivelmente explorado nos ultimos anos (Place, Evans et al. 2009).

Para fins de conceito, biomaterial compreende qualquer substancia
destinada a interagir com sistemas biolégicos, com a finalidade de substituir
matéria viva que deixou de ter a sua funcdo, podendo ou nado servir como
veiculo, suporte ou estimulador para crescimento do novo tecido (Williams
1999). Os biomateriais que servem como analogos para a matriz extracelular
nativa — MEC (do inglés, extra cellular matrix, ECM) séo largamente utilizados
pela medicina e medicina dentaria. Matrizes de polimeros tém sido utilizadas
para a regeneracgdo de 0sso, cartilagem, figado, pele e outros tecidos (Seal,
Otero et al. 2001).
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A estrutura em nanoescala da MEC é representada como uma rede
natural de nanofibras intrincadas que suportam as células e especificam o seu
comportamento através de sua propria estrutura e componentes. Fibras do
MEC em nano e micro escala revelam detalhes que ndo sdo encontrados em
materiais artificiais. Ha muitas fibras diferentes, com papéis distintos que
participam da estrutura da MEC proporcionando condigbes adequadas para as
células para formar tecidos complexos e diferentes, como cérebro, coracéo,
figado e ossos (Reichardt and Tomaselli 1991, Bosman and Stamenkovic 2003,

Santos, Tonelli et al. 2013, Resende, Fonseca et al. 2014).

Assim, uma matriz ideal deve apresentar caracteristicas mais proximas
possiveis da MEC; ter porosidade suficiente para a difusdo de nutrientes e
eliminacdo de residuos, e ter estabilidade mecanica adequada para suportar
cargas e de transferéncia. Outros fatores importantes na determinacdo da
regeneracao de tecidos e 6rgaos € a superficie quimica do material e a energia
de superficie (Zhao, Schwartz et al. 2005) (Bujia 1994, Resende, Fonseca et al.
2014).

A quimica da superficie do material deve permitir a adeséo das células e
0s eventos celulares. O substrato deve ser biocompativel de modo a que as
células sejam capazes de expressar o seu fendtipo normal. Além disso,
tamanhos de poro e das interligacdes entre os poros do substrato podem afetar
o crescimento interno de tecido nos implantes e por isso devem ser levados em
consideracdo (Mikos, Bao et al. 1993, Bujia 1994, Resende, Fonseca et al.
2014).

Com o aumento da expectativa de vida e do repertério de doencas
cronicas e funcionais, a morbidade tem sido cada vez mais experimentada pela
populacdo mundial e igualmente combatida pela medicina regenerativa. Em
todo o mundo, a demanda por transplantes de 6rgdos é muito superior a oferta
de doadores. As Ultimas décadas de pesquisa cientificas trouxeram a
possibilidade, pela primeira vez na histéria da humanidade, de se recriar
tecidos bioldgicos em laboratérios, bem como estimular, diretamente no
paciente, o crescimento e regeneracdo dos tecidos através de implantes

biodegradaveis (Hench 1998, Orlando, Baptista et al. 2011). Com a descoberta
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e o0 dominio da manipulacdo das células-tronco e os avancos na area de
Engenharia de Polimeros é atualmente possivel promover a regeneracdo de
tecidos humanos com implantes de biomateriais associados as CsT (Marcacci,
Kon et al. 2007, d'Aquino, De Rosa et al. 2009, Thesleff, Lehtiméki et al. 2011).

Poliésteres como Biomaterial

Os poliésteres sao a vasta maioria de polimeros biodegradaveis usados
e estudados como scaffolds na engenharia tecidual. Dentre os varios poliéteres
podemos destacar as polilactonas sendo a poli(caprolactona) (PCL) (Figura 2)

a mais estudada da familia (Gunatillake and Adhikari 2003).
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FIGURA 2. Representagéo esquematica da sintese de policaprolactona por polimerizagdo de
abertura de anel (Ring-Opening Polymerization - ROP) do e-caprolactona. Adaptado de
R.Sravanthi, 2009 (Fonte: http://ethesis.nitrkl.ac.in/1458/).

O PCL é um polimero semi-cristalino com uma temperatura de transicao
vitrea de cerca de -60° C. O polimero tem uma temperatura de fusao baixa (59
a 64° C) e é compativel com uma gama de outros polimeros. Sua taxa de
degradacdo é muito menor do que a do acido poliglicélico (PLA), outro polimero
muito usado com scaffolds na regeneracéo tecidual (Chiono, Tonda-Turo et al.
2009). O PCL é um polimero de base, util para o desenvolvimento de sistemas
de entrega de drogas implantaveis. O homopolimero de PCL tem uma
biodegradacédo de dois a trés anos, e sua biocompatibilidade & atestada por
inUmeros estudos (Kronenthal 1975, Pitt, Chasalow et al. 1981, Gunatillake and

Adhikari 2003) sendo esse polimero um dos liberados para uso em humanos
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pelo Food and Drug Administration — FDA (equivalemente a ANVISA no Brasil).
Substrato em trés dimensfes (3D) a base de PCL foi usado para cultivo de
fibroblastos e apresentou excelente resposta celular com intensa colonizagéo
(Hutmacher, Schantz et al. 2001). Todavia, a hidrofobicidade do PCL pode
reduzir a eficiéncia de adesdo e resposta celular, para tanto, a combinacao
desses com outros grupos funcionais ou outras biomoléculas pode ser uma
abordagem para contornar esse empecilho na busca de um scaffold ideal.
Abordagens como a adicdo de grupos amina (NH2) e conjugacdo com outras
biomoléculas como colageno, quitosana, lamina mostram melhora significativa
no cultivo e resposta celular sobre substratos de PCL (Zhu, Gao et al. 2002,
Dai, Williamson et al. 2004). Varias estruturas produzidas por diversos tipos de
sintese demonstraram que os biomateriais, e dentre eles o PCL, cumprem
bastante bem o papel de substrato para cultivo celular e engenharia tecidual.
Estruturas porosas em forma de colmeia sustentaram proliferagéo de linhagem
celular de osteoblastos (Kweon, Yoo et al. 2003). Donald e colaboradores
desenvolveram uma membrana ultrafina de PCL (6 um) que foi capaz de
suportar efetivo cultivo e proliferacdo de células epiteliais, apontando como

promissor scaffold para transplante de conjuntiva (Ang, Cheng et al. 2006).

Com o advento da técnica de electrospinning, a engenharia de
biomateriais ficou mais proxima da reproducdo de estruturas similares a matriz
extracelular, com variados graus de porosidade (Doshi and Reneker 1995). Foi
possivel assim, produzir nanofibras de espessuras variaveis, o que tem
mostrado 6timos resultados para cultivo celular e engenharia tecidual (Huang,
Zhang et al. 2003). No electrospinning um campo eléctrico é usado para criar
um jacto de solucdo de polimero carregado. Como este jato viaja no ar, o
solvente evapora deixando para tras uma fibra que pode ser coletada em
variadas plataformas. As fibras com uma variedade de formas das seccdes
transversais e tamanhos podem ser produzidas a partir de uma variedade de
polimeros produzindo fibras de polimero com diametros que variam de 2 nm a

varios micrébmetros (Doshi and Reneker 1995, Ahn, Park et al. 2006).

Em um trabalho de Danielson e grupo, cultura priméaria de condroécitos
apresentaram aumento na expressao de genes associados a cartilagem,

excelente adesao e proliferacdo celular quando cultivados sobre nanofibras de
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PCL produzidas por electrospinning (Li, Danielson et al. 2003). Cultivo de
células endoteliais em substrato de PCL e Poliuretano (PU) mostrou-se uma
combinacdo interessante na busca de scaffolds para revascularizacédo
(Williamson, Black et al. 2006).

Recentemente, usando o sistema E-Jetting (electrohydrodynamic
printing), técnica que utiliza campo elétrico necessario para criar fluxos de
fluido para a entrega de tintas a um substrato, foi produzido scaffold 3D de PCL
conjugado com colageno (PCL/Col) para cultivo de condrécitos, que
apresentou elevada producao de glicosaminoglicanas e elevada expressao de
colageno tipo Il (Cai, Li et al. 2013). Nao obstante, PCL também tem sido
explorado para cultivo de neurdnios e células de Schwann (Schnell,
Klinkhammer et al. 2007). Células-tronco embrionarias cultivadas sobre
nanofiboras de PCL foram capazes de se diferenciarem em neurdnios
(Mahairaki, Lim et al. 2011).

Em outro trabalho, poli(L-acido Latico)-co-poli-(3-caprolactona)
associado ao Colageno (PLCL/Col) foi capaz de sustentar de maneira mais
eficiente a neurodiferenciacdo de CsT (Prabhakaran, Venugopal et al. 2009).
Em modelo murino de injuria do nervo ciatico, Frattini e grupo demostraram que
a conjugacdo entre neurotubo de PCL enriquecido com células-tronco
mesenquimais resultou em maior nivel de fibras de mielina e maior inervacao

do que o controle (Frattini, Lopes et al. 2012).

Somados, esses e outros trabalhos suportam que PCL € um versétil e

eficiente biomaterial para diversas aplicagdes na medicina regenerativa.

NANOTUBOS DE CARBONO E NEURODIFERENCIACAO

Os nanomateriais, em geral, sdo atraentes para aplicagcdes variadas
porque se diferenciam de forma dramatica dos seus precursores “bulk”. As
propriedades destes materiais sdo determinadas pelo tamanho e pela
morfologia, originando uma fascinante sintonia entre suas propriedades fisico-
quimicas (Siegel 1993). Talvez os exemplos mais ilustrativos desses

fendmenos possam ser tomados da ciéncia do carbono.
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Os nanotubos de carbono (Carbon Nanotubes — CNTs) sédo formados a
partir de uma folha de grafeno enrolada em forma cilindrica, com “um atomo de
espessura” (lijima 1991) (Figura 3). Essas estruturas de carbono sdo bastante
versateis por se integrarem a diferentes areas do conhecimento e sdo capazes
de alcancar uma enorme inter/multidisciplinaridade. Atualmente, as pesquisas
com nanotubos de carbono cruzam as fronteiras da fisica, da quimica, das
ciéncias dos materiais, da biologia e desenvolvem-se rapidamente no campo
da farmacologia. O advento do campo da nanotecnologia tem estimulado o
interesse na criagcdo de materiais nanocompoésitos para uma variedade de
propostas, incluindo aplicac6es biomédicas.

Os nanotubos de carbono (NTCs), quanto ao niumero de camadas,
podem ser classificados em duas formas: nanotubos multicamadas ou de
paredes mdultiplas (“multi-wall carbon nanotubes - MWCNTS”) e camada
simples (“single-wall carbon nanotubes - SWCNTSs”) com variado tamanho e
espessura ndo superior a 100nm, para os MWCNT e 0,4 a 2nm para 0S
SWCNT, (Smart, Cassady et al. 2006) (Figura 3).

FIGURA 3. Esquema ilustrando formacéo de nanotubos de carbono (A) a partir da folha de
grafeno, B, SWCNT e MWCNT. Adaptado de The Journal of Nuclear Medicine (Reilly 2007).

Estudos iniciais utilizando compositos de polimeros sintéticos e NTCs
tém demonstrado promissoras aplicacbes desse nanomaterial na engenharia
de tecidos neural e ortopédico. Os NTCs podem ser facilmente funcionalizados
com grupos funcionais e moléculas bioldgicas, permitindo assim seu uso como
substrato para cultivo celular (Wong, Joselevich et al. 1998) (McKenzie, Waid et
al. 2004).
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Desde que Mattson et al., em um trabalho pioneiro, demostrou a
biocompatibilidade de substrato de MWCNTs para o cultivo de neurbnios
(Mattson, Haddon et al. 2000), uma miriade de estudos atestam a aplicacédo
dos NTCs como substrato para cultivo celular, para os mais diversos tipos
celulares (McKenzie, Waid et al. 2004).

Surpreendentemente, as células apresentam preferéncia pelos NTCs
como demonstrado em um elegante trabalho de Gabay e grupo, no qual
culturas de neurdnios se organizavam exclusivamente sobre as “ilhas” de NTCs
(Gabay, Jakobs et al. 2005). Em funcdo da sua propriedade elétrica,
rugosidade, espessura e rigidez, e promo¢do de adesdo de moléculas
biolégicas, trabalhos mostram que os NTCs, quando em substrato, levam a
neuro-diferenciacdo de células-tronco mesenquimais (Tay, Gu et al. 2010,
Chen and Hsiue 2013).

Neste contexto, os NTCs se apresentam como uma promissora
alternativa para o incremento de plataformas para cultivo celular,

enriguecimento de biomateriais e na regeneracao do tecido nervoso e outros.
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OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL

Desenvolver um nanocompésito a base de poli(caprolactona) e NTCs para

crescimento e diferenciacdo neuronal de células-tronco humanas derivadas de
tecido adiposo (hASCs).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

<\

Produzir e caracterizar uma manta de PCL;

Funcionalizar os nanotubos de carbono;

Produzir o nanocompésito conjugando a manta de poli(caprolactona) e o
NTCs;

Caracterizar o nanocompasito;

Isolar e caracterizar as hASCs;

Cultivar as hASCs sobre o0 nanocompoésito e avaliar a
biocompatibilidade/citotoxicidade;

Avaliar a diferenciacdo neuronal de células hASCs cultivadas sobre o

nanocomposito produzido.
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MATERIAL E METODOS

1° PARTE — PRODUCAO E
CARACTERIZACAO DOS BIOMATERIAIS
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PRODUCAO DA NANOFIBRA DE PCL

As nanofibras de PCL foram obtidas pelo processo de electrospinning
utilizando um equipamento instalado no Laboratério de Engenharia de
Polimeros e Compositos (LEPCom) da UFMG através da eletrofiacdo de uma
solucéo de acido acético e PCL (16% em peso de PCL massa molar 80.000 a
90.000) com um fluxo de 3,0mL/h, distancia agulha/coletor de 8cm e tensé&o
aplicada de +20kV (Figura 4).

Figura 4. Desenho esquemético da maquina de electrospinning.

PRODUCAO DA NANOTUBOS DE CARBONO

Os nanotubos de carbonos usados nesse trabalho foram cedidos pelo
Laboratério de Nanomateriais do Departamento de Fisica — ICEX — UFMG.

Os NTCs foram sintetizados pelo método de CVD (Chemical Vapor
Deposition), utilizando-se de etileno como fonte de carbono e catalizador de
cobalto e ferro. Temperatura interna da fornalha de 750°C. Foi utilizado nesse

trabalho apenas nanotubos de paredes multiplas.
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FUNCIONALIZACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO

O processo de funcionalizagdo ideal além de eliminar outras formas de
carbono e residuos metalicos, devem criar defeitos nas paredes dos
nanotubos, a fim de que a estabilidade seja alterada, de forma a ser possivel
funcionalizar com grupos carboxila e hidroxila, que novamente trardo
estabilidade ao NTCs tornando-os hidrofilicos. Para funcionalizar NTCs,
procedeu-se sonicacdo por 10 minutos em solucdo de &cido nitrico/sulfarico
(HNO3/H2S04), apos a solucgéo foi aquecida em micro-ondas por 15 minutos. A
solugéo foi deixada em temperatura ambiente para resfriar e entdo foi lavada

com agua deionizada e seguindo secagem em estufa a 60°C.

PRODUCAO DO NANOCOMPOSITO (NC)

Mantas de PCL foram cortadas em pedacos redondos de diametros ~2.5
e 1.5 cm e acomodadas em placas de 6 (10cm?/poco) e 24 pocos (2cm?3/poco)
respectivamente. As mantas foram mantidas presas com arroelas improvisadas
feitas de placas de cultura de 35mm ou falcon 15mL. NTCs foram
ressuspendidos em agua com 25% de &lcool, em concentragdo de 1mg/ml. A
dispersédo da solucéo foi feita com sonicador de ponta (SONICS Vibra-Cell™),
a uma amplitude de 20%, e pulsos de 20 segundos e intervalos de 25
segundos. A solucdo homogénea foi entdo adicionada sobre as mantas,
volume de ~2mL e de 250uL por poco de 10cm? e 2cm?, respectivamente. As
placas foram acondicionadas em estufa a 37°C para secagem da solucéo.
Esse procedimento foi repetido em média 2 vezes, até que se obtivesse uma
camada negra e homogénia de NTCs sobre a manta.

Apéds, as mantas de nanocompadsitos foram transferidas para uma placa
de petri de vidro e dispensado acetona, ~50 puL a 200uL, espalhadamente,
sobre a superficie para adesdo da camada de NTC ao polimero. As mantas de
PCL foram pesadas antes e depois da deposicdo para obter a relacdo

NCT/PCL em porcentagem de massa.
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MANTA DE PCL E NANOCOMPOSITO: CARACTERIZAC}@ES
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens para o estudo da morfologia das amostras foram obtidas por
microscopia eletrénica de varredura com elétrons secundarios. As amostras
foram montadas em suporte de aluminio padréo, fixadas com fita dupla face e
submetidas ao processo de metalizagdo por ouro. Para aquisi¢ao de imagens,
utilizou-se o microscopio eletronico de varredura com canhdo de emissao por
efeito de campo modelo DSM 960A (Zeiss) do Centro de Aquisicdo e
Processamento de Imagens — CAPI / UFMG.

Termogravimetria (TG)

A técnica de Termogravimetria (TG) analisa a perda de massa da
amostra ao ser gradualmente aquecida resultando em uma visualizacao grafica
de %massa x Temperatura (°C). Para se obter estes dados, o equipamento €
dotado de uma balan¢ca muito sensivel na base de cada cadinho. Desta forma,
qualguer composto que durante a faixa de temperatura estabelecida é liberado
da amostra, em sua maioria na forma de gases, reflete diretamente na massa
da amostra inicial. Essa analise é realizada, principalmente, para verificar se a
membrana possui tracos de solvente ap6s o processamento. Essa certificacdo
€ de extrema importancia, pois 0s solventes que séo utilizados devem ser
eliminados totalmente durante o processo, uma vez que exibem carater toxico
se entrarem em contato com material biolégico. O ensaio de Termogravimetria
das amostras (manta de PCL e NC) foram realizadas em equipamento DTG -
60H da Shimadzu a uma taxa de aquecimento de 10°C/min da temperatura
ambiente até 500°C sob atmosfera oxidante de ar sintético sob fluxo de
100mL/min.

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR é uma ferramenta poderosa no estudo das propriedades
estruturais dos materiais, independente do seu carater amorfo ou cristalino. A
radiacdo infravermelha é caracterizada por comprimentos de onda entre 800 e

1.000.000 nm. Nas moléculas, os atomos e 0s grupos atdmicos estdo em
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continuo movimento, uns em relacdo aos outros (vibracdes moleculares).
Quando as moléculas sdo sujeitas a radiacdo infravermelha com energia
semelhante a correspondente a essas vibracdes, elas podem alterar o seu
estado de vibracdo (excitacdo), absorvendo a radiacdo correspondente a
diferenca de energia entre o estado inicial e o estado excitado. Essas vibracfes
podem ter amplitudes e velocidades diferentes e ocorrem em torno das
ligacBes covalentes que une os atomos ou grupos de atomos. A energia das
vibracfes € quantizada.

Assim, através da comparacdo dos valores de energia da radiacéo
infravermelha para os quais ha absor¢éo, € possivel identificar as moléculas ou
0os tipos de moléculas presentes nas amostras (AYRES 2006). A
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizada para caracterizar a presenca de grupos quimicos especificos nas
manta de PCL e no NC.Este método de caracterizagdo auxiliou na
investigacdo da composi¢cdo quimica dos compdsitos dando-nos informacdes
sobre a estrutura molecular a partir de espectros vibracionais pela absor¢cédo de
energia para o estiramento (deformacédo axial) e flexdo (deformacédo angular)
das ligacdes entre atomos de diferentes grupos funcionais.

As amostras foram caracterizadas utilizando um espectrometro FTIR
(Thermo scientific Fisher, Nicolet 6700). O método analitico utilizado foi o de
reflectancia total atenuada (ATR) que funcionam na faixa de 600 - 4.000cm™,
usando o acessério OMNI Smart acessory e 64 varreduras foram adquiridas a
uma resolugdo de 4 cmt com intervalos de 2cm™.- Os espectros de FTIR foram

normalizados e as bandas de vibracdo foram associadas com grupos quimicos.

Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman ressonante assistida por microscopia 6tica é
uma espectroscopia do tipo vibracional. E capaz de permitir identificacdo de
materiais de maneira ndo invasiva e nao destrutiva, através de excitacdo do
alvo por um laser e obtencdo dos dados do perfil de deslocamento de energia
(energy-shifting) em namero de onda; estes sdo como impressdo digital do
material em analise (White 2009). As principais caracteristicas do espectro

Raman dos nanotubos de carbono sdo o modo de respiracao radial (RBM) ~
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200 cm? no qual todos os atomos vibram em fase na direcdo radial
(Samsonidze, Saito et al. 2003), os modos tangenciais de estiramento (TM) ~
1600 cm™ (Figura 5) que formam a banda G do espectro, e a banda D ~ 1350
cm?, atribuida a presenca de estruturas desordenadas, como nanotubos

defeituosos e carbono néo cristalino (Dresselhaus, Dresselhaus et al. 2004).

FIGURA 5. Representacdo esquematica do o modo de respira¢cdo radial (RBM) e do modo
tangencial de estritamento, este Ultimo formam a banda G e D observadas por espectro
raman, Adaptado de Dresselhaus et. al. (Dresselhaus, Dresselhaus et al. 2004).

Essa técnica foi realizada com a finalidade de se observar as bandas
tipicas G (~ 1600cm?), devido as vibracdes de estiramento simétrico C-C no
plano (Anton, Santosh et al. 2008); e banda D (~ 1350cm™) dos NTCs, sua
pureza e ainda detectar se ha interacdo covalente entre esse e o polimero.

A manta de PCL, o nanocompdésito e os nanotubos de carbono tiveram
entdo os espectros Raman coletados por meio de um espectrémetro de Dilor
XY equipado com um laser de Ar-Kr na faixa de energia de excitacdo a 2,41 eV
(514,5 nm). O feixe de laser foi focado por uma objetiva de 100x e a poténcia
do laser foi mantida ~ 1 mW, a fim de evitar o aquecimento da amostra por

exposicao a laser.
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Ensaio de Eletroresistividade

Para avaliarmos o nivel de resistividade do nanocompdsito, um aparato
de vidro foi improvisado, usando-se uma lamina e uma laminula cortada em
pedacos retangulares de 2cm x 0.4cm. A manta de PCL, o nanocomposito e
um pedaco de igual dimensdo, 1 x 1cm, de um scaffold comercial (later

Neurotube®, Synovis, www.synovismicro.com) foram acondicionadas sobre

uma lamina e fixadas com o pedacgo de laminula. Nas 4 extremidades foram
soldados com cola metélica tinta prata fio de cobre 0.3mm (Figura 6).

Foi utilizado um equipamento fonte de corrente KEITHLEY, modelo 237,
com distancia entre as extremidades (fio de cobre) de 3,4mm. Os filmes foram
cortados em pedacgos de 1,0 x 1,0 cm com espessura de aproximadamente
0,25; 0,25; 0,6mm para PCL, NC e Neurotube® comercial, respectivamente,
(medidos com paquimetro).

A resistividade foi obtida pela aplicacdo de uma corrente de 10 nA. As
medidas foram obtidas apds estabilizacdo da voltagem (aproximadamente 5
minutos depois do contato com as pontas), comparadas invertendo o sentido

da corrente, e realizadas em duplicata, em duas dire¢cdes da amostra em cada

lado do filme.
\ '/——’ Fio de cobre para contato
|
\
1
W = espessura | ) —— Limina
d = distdncia entre 0s contatos {e—d _./
L = largura - -

Laminula 4 / 1

f |
: |
FORMULA: [ ! \
D "Lw“: (V ] \ Mem )anade?CL
<) )

J \

/ {
/ \

Figura 6. Representacdo esquematica do aparato para medicao da resistividade elétrica

dos biomateriais.
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http://www.synovismicro.com/

O calculo foi feito seguindo a férmula:

P-= [L_W] P] Na qual p = resisténcia
2] W = espessura

d = distancia entre os contatos

L = largura.

39



2° - PARTE — OBTENCAO DE
CELULAS-TRONCO
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ISOLAMENTO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
DERIVADAS DE TECIDO ADIPOSO (hASC)

As hASC foram isoladas a partir de amostras de tecido adiposo retiradas
durante procedimentos cirdrgicos de lipoaspiracdo. Esses procedimentos foram
realizados na Clinicas de Cirurgia Plastica Dr. Luiz Lamana, em Belo Horizonte,
Minas Gerais. O lipoaspirado de diferentes partes do corpo (flancos esquerdo e
direito, regides supra e infra-umbilical) foi acondicionado em quatro seringas
esterilizadas de 20mL e encaminhado ao Laboratorio de Imunologia Celular do
professor Alfredo Gées, que gentilmente nos cedeu para o desenvolvimento
desse trabalho.

Todos os procedimentos de coleta, transporte e processamento foram
realizados de acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (Parecer: ETIC 623/09).

Processamento do Lipoaspirado e Isolamento de hASCs

Em capela de fluxo laminar, a amostra do tecido adiposo, recém obtida,
foi transferida para tubos de centrifugacdo 50mL, acrescida de PBS pH7,2 e
lavada por homogeneizacgdo, seguida de centrifugagcédo por 10 minutos a 28°C.
Apbés a centrifugacdo, a fase superior contendo fracdo adipocitaria foi
transferida para outro tubo de centrifugacdo e tratada com colagenase |
(0,075%) (Sigma) por 2 horas, em estufa a 37°C e 5% CO:2. A cada 15 minutos,
as amostras foram vigorosamente homogeneizadas. Transcorrido o tempo, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 350g a 21°C para separacao da
fracdo adipocitaria da fracdo estromal vascular do tecido adiposo. A fracéo
superior adipocitaria foi desprezada e a fragdo estromal vascular foi suspendida
em meio de cultura basal DMEM suplementado com 5mM de Bicarbonato de
Sodio 10% de soro bovino fetal (Gibco), penicilina G100U/mL, estreptomicina
100U/mL (Invitrogen), distribuida em garrafas de cultura T-25 e mantidas em
estufa a 37°C e 5% CO..

Apoés 2 dias, o meio de cultura foi recolhido, centrifugado nas mesmas

condi¢cbes anteriormente descritas, 0 precipitado foi entdo ressuspendido em
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meio basal e transferido para nova placa T-25 e mantido em cultivo. A cada 2
dias as células foram lavadas com PBS e meio de cultura novo foi adicionado.
Ao atingirem confluéncia ~90%, as células foram lavadas com PBS e
tratadas com 1mL de tripsina-EDTA (0,25%) (Invitrogen), por 5 minutos em
estufa a 37°C 5% CO2. Seguida de adicdo de 8mL de meio de cultura e o
volume transferido para uma garrafa T-75. A cada dois dias o meio de cultivo
foi trocado; e o procedimento de expanséo prosseguiu da mesma forma. Esse
procedimento foi realizado até as células alcancarem a 4° passagem, para a

partir de entdo serem utilizadas neste trabalho (Zuk, Zhu et al. 2001).

TESTE DE MULTIPONTENCIALIDADE

Diferenciacdo de hASC em adipdcito, condrdcito e ostedcito

Para demonstrar a capacidade de diferenciacdo das hASC, células na 52
passagem, foram cultivadas em placas de 24 pocos por 21 dias em estufa a
37°C e 5% CO:2 aproximadamente 2.6 x 10* células por poco. O meio de
diferenciacéo foi usado seguindo a recomendacéo conforme o fabricante. Apés

0s 14 e 21 dias a diferenciacao foi analisada de acordo.

e Kit de diferenciacdo osteogénica (Gibco): A substituicdo do meio de

cultura se deu a cada 4 dias. Ap6s os 21 dias de cultivo, a diferenciacdo
foi avaliada pela incubacdo com Alizarin Red S (Milipore). As células
foram fixadas com solucdo de formaldeido 4% por 30 minutos. Apds
fixacdo, as células foram lavadas com agua destilada e coradas com 2%
Alizarin Red S Solution por 3 minutos. Posteriormente, as células foram
lavadas 3 vezes com agua destilada e visualizadas em microscopio para

captura de imagens.

e Kit de diferenciacdo condrogénica (Gibco): A substituicdo do meio de

cultura se deu a cada 2 dias. Apos os 21 dias de cultivo, a diferenciacdo
foi avaliada pela incubagdo com Alcian Blue (Sigma). As células foram
lavadas e fixadas com solugédo de 4% formaldeido por 30 minutos. A
seguir, as amostras foram lavadas com PBS e coradas com 1% de

Alcian Blue Solution por 30 minutos. Apos 3 lavagens com 0.1 N HCL, a
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acidez foi neutralizada com agua destilada e as células foram

visualizadas em microscopio para captura de imagens.

e Kit de diferenciacdo adipogénica (Milipore): A substituicdo do meio de

cultura se deu a cada 2 dias, alternado entre meio de inducédo e
manutencao de acordo com instrucdes do fabricante. Apés os 21 dias de
cultivo, a diferenciagdo foi avaliada pela incubagédo com Oil Red O
(Milipore). O meio foi aspirado e as células fixadas com formaldeido 4%
por 30 minutos. Apos fixagdo, as células foram lavadas 3 vezes com
PBS e adicionado 500uL Oil Red O Solution. Apés 50 minutos de
incubacédo, as células foram lavadas com agua destilada e tiveram os
nacleos corados com solucdo de hematoxilina por 10 minutos e

visualizadas em microscopio para captura de imagens.

Imunofenotipagem - Caracterizacdo das hASC por Citometria de Fluxo

As hASC foram caracterizadas por citometria de fluxo através da analise
de moléculas de superficie celular especificas. Para tanto, hASC na 5°
passagem e em densidade de 5 x 10° foram incubadas com anticorpos
primarios, por 30 minutos a 4°C. ApGs incubacéo, as células foram lavadas
com PBS e incubadas com anticorpo secundario policlonal por 30 minutos a
4°C. Os anticorpos que ja possuiam ligacdo com algum fluorocromo nao foram
incubados com anticorpo secundario. As células foram novamente lavadas com
PBS e depois fixadas em formaldeido 4%. Como controle negativo de
fluorescéncia, foi adicionado o anticorpo secundario as células ndo marcadas

com o anticorpo primario (Tabela 1).

Células sem qualquer tipo de marcacéo foram fixadas e utilizadas para
gerar o grafico de tamanho versus granulosidade, para se estabelecer a
populacdo a ser analisada. A obtencédo dos dados foi realizada utilizando-se o
programa CELLQuest (BD Facscalibur). Foram adquiridos 20.000 eventos e 0s
dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa FlowJo. A partir do
grafico de tamanho versus granulosidade gerado pela andlise das células que
nao foram submetidas a nenhum tipo de marcacéo, a populacdo de células a
ser estudada foi delimitada.
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Em seguida, um grafico de histograma foi criado para delimitar a regiao

do controle negativo de fluorescéncia, referente a células que foram incubadas

apenas com o anticorpo secundario. A partir da definicdo destes parametros,

foram realizadas as analises das células marcadas com os anticorpos primarios

e secundarios, segundo descrito por Zuk e colaboradores (Zuk, Zhu et al.

2001).

TABELA I. Anticorpos utilizados para a imunofenotipagem

Antigeno
CD14
CD13
CD30
CD31
CD34
CD45

CD73

CD90
CD105
CD147
PTCH
STRO-1
PTCH
Anti-cabra

Anti-coelho

Tipo

monoclonal
monoclonal
monoclonal
monoclonal
monoclonal
monoclonal

monoclonal

monoclonal
monoclonal
monoclonal
Monoclonal
monoclonal
monoclonal
policlonal

policlonal

Espécie
Coelho
camundongo
coelho
Camundongo
coelho

Rato

Camundongo

Rato
camundongo
Camundongo
Cabra
Camundongo
Cabra
Macaco

Macaco

Conjugado

Allophycocyanin

PE-Dyomics® 590

PE/Cy5®

Allophycocyanin

PE/Cy5®
Phycoerythrin

FITC

FITC

Cy5®

Rodamina

Marca
abcam
abcam
abcam
abcam
abcam
abcam

abcam

abcam
abcam
abcam
Millipore
biolegend
Millipore
Millipore

Millipore
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CULTIVO DE hASC EM NANOCOMPOSITO DE NTC

Teste de Biocompatibilidade - Live/Dead

Para todos os experimentos de cultivo de hASC em manta de PCL e NC,
a esterilizacdo dos biomateriais (e das arroelas de fixagao) foi feita por lavagem
em agua deionizadas e alcool seguida de esterilizacdo em UV por 15 minutos.
Esse procedimento foi repetido 4 vezes.

Células cultivadas sobre PCL e NC, em placas de 24 pocos, com meio
DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% de
antibiético/fungicida, foram avaliadas quanto a sua viabilidade. Nos intervalos
de 3, 7 e 14 dias, as células foram coradas com homodimero de etidio
(Ethidium homodimer-1 — EthD-1) e calceina, para visualizar a populacdo de
células vivas e mortas. Resumidamente, as células cultivadas sobre os
biomateriais foram incubadas em tampao fosfato contendo 2 mol/L de calcein-
AM e 2 mmol/L de EthD-1 (Live / Dead Vialibity/Cytotoxicity Kit, Invitrogen)
durante 30 minutos para andlise de viabilidade celular.

As células vivas sdo distinguiveis pela atividade de esterases
intracelulares que convertem enzimaticamente a calceina AM néo fluorescente
em um subproduto com forte fluorescéncia verde. Por outro lado, EthD-1
penetra na membrana de células mortas e se liga ao DNA, o qual exibe
fluorescéncia vermelha. Apds o tratamento, as hASC foram visualizadas

microscoépio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse Ti).

Avaliacdo Morfologica por Microscopia Eletrénica de Varredura

A fim de se observar a morfologia que as células apresentam sobre 0s
biomateriais e confirmar a adeséo celular, foi feito visualizacdo de cultura por
microscopia eletrobnica de varredura. As mantas de PCL e o NC, com
dimensdes aproximadas de 2,4 cm de diametro, foram esterilizados conforme
metodologia j& citada. Seguidamente, os dois materiais foram acondicionados
em placas de 24 pocos e fixados com anéis de plasticos, improvisados a partir
de tubos de centrifugacdo 15mL e incubados com meio basal por 24 horas.
ApoOs esse periodo, o meio foi retirado, e seguiu-se incubagédo com PBS por 24
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horas. As hASC em confluéncia de 10* por cm2 foram cultivadas por 14 dias
com meio basal 1% de soro fetal bovino. A cada 7 dias o meio foi trocado. As

amostras

foram entdo recolhidas, lavadas duas vezes em PBS e fixadas com
glutaraldeido 2.5% em tampdao cacodilato de sodio 0.1M por um periodo de 2
horas a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado Tetréxido de ésmio
1% por 2 horas a 4°C, sempre protegido da luz. Ao término deste processo, as
amostras foram lavadas 5 vezes com agua destilada. Seguiu-se com imersao
em alcool etilico por 15 minutos para desidratacao e alcool absoluto por 1 hora.
Finalizada a desidratagcdo, as amostras permaneceram em alcool absoluto até
a secagem em ponto critico de CO2. A secagem em ponto critico é o processo
pelo qual o alcool é substituido pelo CO:2 evitando dano & célula causado pela
tensdo superficial durante o processo da evaporacdo natural. Apds a secagem
em ponto critico de CO2, as amostras foram montadas em suporte de aluminio
padrdo e submetidas ao processo de metalizacdo por ouro. Para aquisicao de
imagens, utilizou-se o microscépio eletrénico de varredura com canhdo de
emisséao por efeito de campo modelo DSM 9602 (Zeiss) do Centro de Aquisi¢ao
e Processamento de Imagens — CAPI / UFMG

Avaliacdo da Expressao de Neuromarcador por Imunoflurescéncia

Para avaliarmos se o cultivo de hASC sobre o NC foi capaz de estimular
a expressdo de marcadores de células nervosas, hASC cultivadas por 7 e 14
foram fixadas em 4% paraformaldeido por 15 minutos, seguindo-se lavagem
com Triton 0,5% em PBS por 3 vezes com intervalos de 5 minutos para
permeabilizacdo da membrana celular. Apdés a permeabilizacdo, as células
foram lavadas novamente com PBS e feito o bloqueio com 3% BSA/PBS por 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram incubadas com
anticorpos (Tabela 2) primérios e secundarios, diluidos em PBS/1%BSA.

Outro grupo experimental foi submetido a estimulacdo quimica/biolégica
de neurodiferenciacdo com fator de crescimento de fibroblasto basico (basic
fibroblast growth factor - bFGF) e forskolina (forskolin), segundo Jang e grupo
(Jang, Cho et al. 2010).
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Resumidamente, foi adicionando ao meio de cultura, com 1% de soro
fetal bovino, 100ng/ml de bFGF. Apds 7 dias de cultivo, o meio foi trocado e

enriquecido com forskolina 10pum/mL e cultivadas por mais 7 dias.

TABELA Il. Anticorpos utilizados para a imunofenofluorescéncia

Marcador Tipo Espécie Conjugado Marca
MAP2 Policlonal galinha - abcam
GFAP Policlonal cabra - abcam
TUJ-1 Policlonal camundongo  Alexa Fluor 488  Millipore
Anti-cabra monoclonal Coelho Cy5 abcam
Anti-galinha monoclonal Camundongo Cy3 abcam

Reqistro eletrofisioldgico — Pacth Clamp

Para averiguar se as hASC apresentariam potencial de acdo de células
nervosa, apos cultivo sobre o NC, foi feito um ensaio de eletrofisiologia. As
células ficaram em uma camara de perfuséo preenchida com solucdo de banho
montada em um microscopio invertido (TS-100, Nikon Corporation, Tokyo,
Japan). Os registros foram realizados com pipetas de vidro (1,5 mm d.e., 1,0
mm d.i. Perfecta, Sdo Paulo, SP) preenchidos com uma solucao interna.
Quando colocadas na solucédo de banho, essas pipetas tinham uma faixa de
resisténcia de 1,5 a 3 MQ e conectados por um fio de Ag-AgCl a um
amplificador EPC-10 (HEKA Elektronik, Germany). O movimento da pipeta foi
controlado por um micromanipulador (MP-285, Sutter Instrument, Novato, CA,

USA) acoplado ao microscopio.
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Apo6s a formacao do selo (resisténcia superior a 1 GQ) a capacitancia de
membrana e resisténcia do selo foram medidas através de rotinas pré-
programadas no software de aquisicdo utilizado (PatchMaster, HEKA
Elektronik, Germany) e a capacitancia e resisténcia em série foram
compensadas eletronicamente através de comandos existentes no proprio
amplificador. As correntes de vazamento foram subtraidas do sinal da corrente
ibnica através de um protocolo P/4 (Bezanilla and Armstrong 1977).

Para o registro do potencial de membrana, as células foram mantidas
em potenciais préximas a -70 mV através da injecdo de uma corrente negativa.
As células foram estimuladas com pulsos despolarizantes (200 a 500 pA) com
duracdo de 300ms e observado a geracao do potencial de acdo. J4 para a
medida das correntes ifnicas, todas as células foram mantidas em um
potencial de “holding” de -80 mV quando n&o estimuladas. Foram realizados
experimentos utilizado um protocolo onde a célula é despolarizada até 0 mV a
partir de um potencial de -100 mV durante 300ms para a obtengédo das
correntes ionicas dependentes de voltagem.

Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (20 a
25°C).
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RESULTADOS

49



PRODUGCAO E CARACTERIZAGCAO DOS BIOMATERIAIS

Producdo do Nanocompésito

Os NCTs foram funcionalizados e ressuspendidos em agua e alcool
25%. As membranas de PCL foram acondicionadas as placas de cultura e
procedeu-se a deposicdo da solucdo (Figura 7E) de NCTs, seguido de
secagem por 24h em estufa a 40°C. Como mostra a figura abaixo, as arroelas
de fixacdo das membranas as placas de 6 e 24 pocos (7A e B), a membrana de
PCL antes (C) e depois (D) da deposicao de NTC (Figura 7).

FIGURA 7. Producédo do Nanocomposito. A e B, arroelas para fixagdo da manta de PCL em
placa de cultura, improvisadas a partir de placas de cultura 35mm e tubo de centrifugacéo
15ml. C, manta de PCL; D, nanocompésito; E, suspensdo de nanotubos de carbono em agua
deionizada e 25% de alcool.

Caracterizacdo da manta de PCL e do nanocompdsito

Estudo Morfolégico - Microscopia Eletrbnica de Varredura

As nanofibras de poli(caprolactona) foram obtidas pelo processo de
electrospinning. Analises das imagens de microscopia eletrénica de varredura
revelam que a manta de PCL apresenta nanofibras emaranhadas com alta
porosidade e espessura variada (Figura 8A, B e C). O NC apresentou reducéo
drastica da porosidade e tamanho de poros. E possivel observar um tapete
emaranhado de NCT formado sobre a nanofibras de PCL (Figura 8E). Nas
figuras 8H, | e J é possivel observar a interface das nanofibras de PCL e a

camada de nanotubos de carbono.
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Figura 8. Microscopia Eletrébnica de Varredura da manta de PCL e do
Nanocompdésito. A, B e C. Manta de PCL. Barra corresponde a 30, 45 e 1.5 micrébmetros,
respectivamente. Em C, D e F; Nanocomésito. G, H, |; Nanocompdsito em viséo lateral.
Observar-se em E, o tapete formado por nanotubo de carbono com quebra mostrando
abaixo as fibras de PCL. A e D; B e E; C e F, em aumento de 500x, 3000x e 10000x,
barra corresponde a 30, 45 e 1.5 micrébmetros, respectivamente. G, H, I, aumentos de
1000x, 2000x e 500x; barra corresponde a 15, 7,5 e 30 micrdbmetros, respectivamente.
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Ensaio de Termogravimetria
As curvas de TG da manta de PCL e do NC, intervalo de temperatura

entre 25°C a 400°C, sdo mostradas na figura 8. As nanofibras de PCL

eletrofiadas apresentaram uma perda de massa inicial menor que 1% em
Tpico~76°C referente a presenca dos solventes utilizados durante o
processamento e uma perda de massa em Tpico~392°C devido a
decomposicao total da policaprolactona (Figura 9). Esse resultado indica que o

biomaterial produzido ndo contém contaminantes.
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FIGURA 9. Ensaio de Termogravimetria (TG). Curva de TG para a manta de PCL (preto) e
para o nanocomposito (vermelho).
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Espectroscopia de absorbancia na regido do infravermelho

Nanocompdésitos poliméricos contendo carbono como material de
preenchimento sao opticamente opacos e consequentemente dificeis de
analisar através de FTIR usando a técnica de transmissdo, a menos que as
medidas sejam feitas com filmes ultrafinos (50-100um) (Matos 2011). Nesse
sentido, o método de refletancia total atenuada (ATR) tem se mostrado
bastante adequado, uma vez que para a realizacdo das medidas nao é

necessario nenhuma forma de preparo prévio da amostra (Figura 10).
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Figura 10. Plot de FTIR. Espectro de absorbancia na regido do infravermelho da
manta de PCL e do Nanocompadsito.
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A Figura 10 apresenta os espectros de FTIR do biomaterial PCL e do
nanocomposito, obtidos na regido de 4000 e 600 cm™ e normalizados em
funcdo da intensidade da banda em 700 cm™.

Foram observadas as seguintes bandas de absorcao no infravermelho:
em 2949cm! e 2865cm?, associadas ao estiramento assimétrico e simétrico de
CHz2 respectivamente; a 1727cm™, associada ao estiramento da carbonila; em
1293 cm™ ao estiramento C-O e C-C na fase cristalina; em 1240cm associado
ao estiramento assimétrico COC; e 1170cm™ associado ao estiramento
simétrico COC (Elzein, Nasser-Eddine et al. 2004). Os resultados de FTIR
mostram os picos caracteristicos de poli(caprolactona) (Elzein, Nasser-Eddine
et al. 2004) aferindo também a propriedade e pureza do polimero.
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Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman apresentou picos caracteristicos do MWCNT
(DiLeo, Landi et al. 2007) e de PCL, néo identificando outros contaminantes
nas amostras de NC e PCL. N&o se observou picos referentes ao PCL na
figura 10B, em funcdo da sobreposicdo do NTC que tem uma intensidade na
emissdo ressonante muito maior, camuflando assim o PCL. Os espectros
Raman, normalizados em funcdo da banda G, estédo representados na Figura
11.
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FIGURA 11. ESPECTRO RAMAN. A, nanotubos de carbono; B, nanocompésito, C, manta de
PCL.
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Os espectros de Raman do nanotubo de carbono e do nanocompasito
apresentam as bandas caracteristicas de NTCs: a banda G (1578cm?), devido
as vibracbes de estiramento simétrico C-C no plano (Anton, Santosh et al.
2008); banda D (1335cm™), modo que se torna ativo no Raman devido a
relaxacdo induzida por defeitos, (heteroatomos, vacancias) (Dresselhaus,
Dresselhaus et al. 2004, Datsyuk, Kalyva et al. 2008) (Figura 9A e B). Na figura
10C, observa-se picos caracteristicos de PCL vC = O a 1727 cm'; d3CH:2 a
1421, 1444, 1469 cm™; wCH2 a 1287, 1308 cm™, também foram observados
(Ku and Park 2010).
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Ensaio de Eletroresistividade

A resistividade elétrica dos biomateriais (PCL, NC, Neurotube®
comercial) foi medida usando-se um aparato de vidro, improvisado a partir de
laminas e laminulas (Figura 12). Ao biomaterial foram conectados fios de
cobre que foram acoplados a uma fonte de corrente KEITHLEY. Os NCs
apresentaram diminuicdo da resistividade elétrica, 1,89 X 10 Q. cm, em
contrapartida, a membrana de PCL apresentou resistividade de 0,31 x 10°
Q.cm, e o neurotubo comercial (feito a partir de acido lactico) resistividade de
5,24 x 102 Q.cm (Tabela 3).

Figura 12. Aparato para medicdo da resistividade dos biomateriais.
A, Neurotube comercial. B, NC. C, PCL.

TABELA 3. RESISTIVIDADE ELETRICA

Substrato Resistividade

Neurotube 5,24 x 102 Q.cm
PCL 0,31 x10° Q.cm
NC 1,89 X 10 Q.cm
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OBTENCAO DE hASC - TESTE DE MULTIPONTENCIALIDADE

O processamento e isolamento das hASC a partir do lipoaspirado foi
feito com sucesso e as células-tronco foram adquiridas e expandidas para o
desenvolvimento do projeto. A figura 13 mostra hASCs em placa de cultura em
franca expansdo, apresentando a morfologia fibroblastéide tipica de célula-
tronco mesenquimal. A presenca de células com aspecto fibroblastoides indica
gue as células isoladas sdo mesmo hASC (Figura 13).

Figura 13. Cultura de hASC em 4 passagem. Células com aspecto fibloblastéide, alongada.
Aumentos de 10x (painel da esquerda) e 20x (painel da direita).

Para confirmar se as células hASC isoladas sao capazer de se diferenciar
foram realizados experimentos de inducdo de diferenciagdo em adipdcitos,
condrécitos e ostedcito. Para prover essa caracterizacao das células isoladas
de lipoaspirado, as mesmas foram induzidas por kits comerciais. Com estes
kits foi possivel diferenciar as células hASC adipécitos (Figura 14B), em
osteoblasto (Figura 14D) e em condrécitos (Figura 14F). Além de expressar
marcadores especificos na superficie celular, as células-tronco devem ser
capazes de se diferenciar em varios tipos celulares. Com isso, foi comprovada

a pluripoténcia da cultura obtida.
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Figura 14. Diferenciacdo de células-tronco diferentes linhagens. Ensaio de Oil Red®. A,
hASC controle e B, hASC diferenciadas em adipécito. Ensaio de Alizarin Red®. C, hASC
controle e D, hASC deferenciadas em osteoblasto. Ensaio de Alcian Blue®, E hASC controle e
F hASC condrdécitos.

Esses resultados confirmam que as células isoladas, utilizadas na 5° passagem
sdo capazes de sofrer diferenciacdo para osteoblasto, condrécito e adipdcito,
confirmando sua multipotencialidade (Dominici, Le Blanc et al. 2006).

As hASCs isoladas foram entdo caracterizadas por marcadores de
superficie celular. As andlises foram realizadas por citometria de fluxo. Os
marcadores positivos utilizados foram CD13, CD73, CD90, CD105 e CD147, os
marcadores negativos CD45, CD34, CD31, CD14, CD30 e STRO-1. Como
esperado, as células apresentaram-se positivas para CD90, CD73, CD13,
CD105 e negativas para os demais, STRO-1, CD30, CD31, CD34, e PCTH
(Figura 15) (Zuk, Zhu et al. 2001, Zuk, Zhu et al. 2002, Sousa, Parreira et al.
2014) (Tabela 4). Assim, a caracterizacao das células-tronco foi efetiva.
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FIGURA 15. Andlise fenotipica de células-tronco derivadas do tecido adiposo humano através
de citometria de fluxo. Os histogramas apresentam o niimero de eventos versus intensidade de
fluorescéncia. A curva azul € o controle negativo da fluorescéncia, a linha preta, apresenta a

populagdo de células avaliada para um marcador especifico e o seu deslocamento para direita
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indica a existéncia da marcacdo. A) Avaliacdo do marcador STRO-1; B) CD147; C) CD30; D)
CD31; E) CD105; F) CD34; G) CD90; H) PTCH; I) CD13; J) CD73.

A Imunofenotipagem mostrou a presenca dos marcadores de células-
tronco mesenquimais (Zuk, Zhu et al. 2002, Sousa, Parreira et al. 2014)

corroborando os testes de multipotencialidade supracitados.

TESTE DE BIOCOMPATIBILIDADE

Ensaio de Live/dead

A viabilidade celular das hASC cultivadas sobre a manta de PCL e o NC
foram confirmadas com o ensaio de Live/Dead. A observacgao de fluorescéncia
verde, decorrente da metabolizacdo da calceina, indica que as células
apresentaram viaveis e aderidas a ambos substratos (Figura 16). O aumento
da confluéncia das células observados nos dias 3, 7 e 14 indica que houve um
aumento da proliferagdo das células tanto no substrato de nanocompdsito
guanto na manta de PCL (Figura 16).
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Figura 16. Viabilidade Celular. hASC cultivadas sobre PCL e NC apresentando fluorescéncia
verde (calceina). A, C e E mostram células cultivadas sobre NC. B, D e F, células cultivadas
sobre manta de PCL.

Avaliacdo Morfologica por MEV do Cultivo sobre os PCL e NC

Apos 14 dias de cultivo em meio basal suplementado com 1% de soro
fetal bovino, as células foram lavadas com PBS e fixadas com glutaraldeido
2.5% por 24h e processadas para microscopia eletrénica. A finalidade desse
experimento era confirma a morfologia das células hASC cultivadas. A figura
15 A e B mostram células com morfologia semelhante a células-tronco
mesenquimais, com longos prolongamentos e bastante espalhada sobre as

nanofibras de PCL. As figuras 17 C e D mostram a cultura de células sobre o
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nanocompaosito. Observa-se diferenca na topologia e porosidades. Na figura 15
€ possivel notar a ocorréncia de duas populagcfes celulares morfologicamente
distintas, apés 14 dias de cultivo sobre o nanocompaosito (Figura 17 A e B). As
hASCs aparecem aderidas sobre a manta de PCL espalhando seus

prolongamentos por entre as nanofibras do polimero (Figura 17 C e D).

Figura 17: hASC cultivadas sobre nanocompdsito e PCL. A, B, C e D, hASC aderidas em
PCL. As demais figuras mostram células aderidas no NC. Em G, nota-se a ocorréncia de duas
populacdes celulares morfologicamente distintas. H, mostra em evidéncia area circulada em G,
célula esférica diferindo morfologicamente de células-tronco mesequimais observadas sobre
PCL. J e L, em evidéncia area destacada em | (retangulo), Note finos pseuddpodes aderidos a

superficie do nanocompdsito em J (ampliado em L). Escala da barra, A, 125um; B, 50um; C,
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30um; D, 4um; E, 70um; F, 30um; G, 50um, H, 7.5 pm; I, 25um; J, 3um; L, 2um; M, 54pum;
N,30 pum; O, 7.5um.

NEURODIFERENCIACAO

Avaliacdo da Expressao de Neuromarcador por Imunoflurescéncia

A inducéo das células-tronco foi feita com 100 ng/mL de fator basico de
crescimento de fibroblasto adicionado ao meio de cultivo, por 7 dias, apos esse
periodo, o meio foi substituido e enriquecido com 10uM de forskolina, por mais
7 dias, totalizando 14 dias de cultivo. Os resultados de imunofluorescéncia
mostram expressdo de GFAP nas células cultivadas sobre o nanocompadsito
(Figura 18C) em comparacédo ao controle e ao PCL (Figura 18B). Quando as
células foram induzidas com forskolina, ndo se observou expressdao das
proteinas GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) e MAP2 (Microubule-Associeted
Protein-2) apo6s 14 dias de cultivo (Figura 18). O grupo cultivado sem inducéo,

nao apresentou qualquer expressao de GFAP (Figura 18A).

Controle PCL NC

GFAP

FIGURA 18. Imunofluorescéncia para Expressdo de GFAP. A, Controle laminula; B,
PCL; C, NC. Apos 7 dias de cultivo sob indugéo, hASC cultivadas sobre NC apresentou
expressado de GFAP.
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Reqistro eletrofisioldgico — Pacth Clamp

Para averigar se as células cultivadas sobre NCs, induzidas ou ndo a
neurodiferenciacdo, apresentavam potencial de acdo semelhante as células
nervosas, foi feito o experimento de eletrofisiologia. As correntes iGnicas e o
potencial de membrana foram registrados através da técnica do patch clamp
em modo “Whole cell” usando o clampeamento de voltagem e corrente,
respectivamente. Todos o0s experimentos foram realizados em temperatura
ambiente (20 a 25°C).

Foram testadas 5 células (capacitancia média de 55 pF) sendo 2 células
cultivadas sobre o NC néo induzidas e 3 células cultivadas sobre o NC
induzidas com bFGF e forskolina, a neurodiferenciacdo. Como pode ser visto
na Figura 19, mesmo um estimulo elevado gerou apenas uma resposta passiva
da membrana celular. Em todas as células testadas ndo foi observado a
geracdo do potencial de acado frente a um estimulo despolarizante. Quando
registradas as correntes i6nicas dessas células, através clampeamento de
voltagem, foi observada apenas uma corrente transiente, consistente com uma
corrente de sddio, porém com uma baixa amplitude. A amplitude média das
células testadas foi de 95,2 + 18,1 pA, tendo uma densidade de corrente média
de 1,72 + 0,32 pA/pF.

s

Sms

Figura 19. Potencial de membrana registrado nas células induzidas e néo induzidas

induzidas (a esquerda). Corrente gerada por despolarizagédo na célula (a direita).
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Esses resultados mostram que as células cultivadas sobre o NC, induzidas ou
ndo a neuro-diferenciacdo por bFGF e forskolina, apresentaram mudan¢a no
potencial de acdo. Esses resultados confirmam o de imunofluorescéncia

mostrando que as células ndo foram capazes de apresentarem fenétipo neural.
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DISCUSSAO
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Um scaffold ideal deve ter as seguintes caracteristicas: (i) ser
tridimensional e altamente poroso com uma rede interligada de poros para o
crescimento celular e fluxo de transporte de nutrientes e residuos metabdlicos,
(i) biocompativel e bioabsorvivel com uma degradacdo controlavel e taxa de
reabsorcdo de combinar o crescimento de células / tecido in vitro e / ou in vivo,
(iii) a quimica de superficie adequada para a ligagdo de células, proliferacéo e
diferenciacdo e (iv) as propriedades mecanicas para corresponder as dos

tecidos no local do implante (Hutmacher 2000).

Os testes in vitro, sdo a principal etapa para o desenvolvimento desses
biomateriais, antecedidos pelas caracterizacdes fisico-quimicas. Em nosso
trabalho, objetivou-se o desenvolvimento de um nanocompdésito a partir de
poli(caprolactona) enriquecido com deposicdo de nanotubos de carbono de
paredes multiplas.

Os NTCs ja& foram usados em diversos trabalhos cientificos como
substrato para cultivo celular e diferenciacdo neuronal de células, tanto
progenitoras neuronais quanto, células-tronco mesenquimais derivadas de
medula 6ssea (McKenzie, Waid et al. 2004, Tran, Zhang et al. 2009).

O PCL, por usa vez, é um biomaterial liberado para uso clinico, com
varios trabalhos atestando suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas,
favoraveis ao cultivo de células e scaffolds para regeneracdo tecidual
(Gunatillake and Adhikari 2003).

As mantas de PCL desenvolvidas em parceria com o Laboratorio de
Engenharia de Polimeros e Compésitos da UFMG, pelo método de
electrospinning, apresentaram microfibras de espessuras variadas, entre
200nm a 2um, com alto grau de emaranhamento e porosidade. A espessura da
manta de PCL usada no trabalho foi de aproximadamente 250 a 300pum, como
observado na figura 8. Membranas de PCL de 700um e 1mm ja foram usadas
para cultivo de condrocitos e CsT, respectivamente, e sustentarem proliferacao

das células com sucesso (Li, Danielson et al. 2003, Li, Tuli et al. 2005).
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Trabalhos mostram uma relacdo positiva entre a menor espessura do
biomaterial e a resposta celular, in vitro. Fibroblastos cultivados em membrana
ultrafina de PCL, 5um, tiveram melhor resposta que em membranas de 30um.
Substrato de tereftalato de polietileno (PET), de espessura ~1mm, foi usado
para cultivo e neurodiferenciacdo de células-tronco embrionarias de
camundongo. As nanofibras do polimero foram recobertas por MWCNT, o que

conferiu melhor adesao e resposta celular (Zang and Yang 2013).

Vale ressaltar que a matriz extracelular apresenta-se rica em colageno e
laminina, proteinas essas com, aproximadamente, 60nm de espessura. Esta
altima é a molécula chave para o tecido neural (Ayad, Boot-Handford et al.
1998). Ao nivel das membranas basais observa-se que a sua composicdo
incluir pogos, poros, saliéncias, estrias, particulas e fibras. Estas estruturas séo
de dimensdes nanométricas (5-200nm), as quais podem m afectar mimetizar
melhor a MEC capaz de assim afetar o comportamento das células do micro-
relevo (Flemming, Murphy et al. 1999). Assim, as células, ndo sé as neurais,
sdo naturalmente acostumadas a interagir com as superficies com um grande
grau de rugosidade nanométrica. Isso contrasta com as superficies fornecidas
por implantes tradicionais, que tém fibras em dimensdes micrométricas ou

tamanhos que fornecem topografias ndo simulares as biolégicas.

O enriguecimento do substrato de PCL com deposicdo de MWCNTSs,
que apresenta diametros de até 100nm, mostra-se como uma excelente

alternativa de tornar esse substrato mais proximo da dimenséo da MEC.

Os NTCs utlizados nesse trabalho foram sintetizados por CVD
produzidos pelo o Grupo de Nanomateriais do departamento de Fisica da
UFMG. Os NCTs apresentam como caracteristica principal a presenca de
espécies de ferro metalico e 6xido de ferro, inseridas nas cavidades dos tubos.
Esses NTCs foram submetidos a dois tratamentos oxidativos diferentes,
utilizando-se uma mistura de HNO3/H2S0O4. O processo ideal de purificagao tem
como objetivo a eliminacdo de outras formas de carbono e residuos metalicos,
sem afetar, significativamente, as propriedades das paredes dos NTCs (como
estrutura eletronica). Esse tipo de tratamento visa a obtencdo de dispersdes

adequadas permitindo a formacéo de nanocompdsitos mais homogéneos.
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Nanotubos de carbono podem ser funcionalizados com diferentes grupos
funcionais a fim de torna-lo solivel em agua além de melhorar as propriedades
de biocompatibilidade, como adeséao e proliferacao celular (llie, llie et al. 2012).
Esse tratamento oxidativo utilizados neste trabalho é capaz de funcionalizar os
NCTs com grupos hidroxilas e carboxilas, deixando os NTCs hidrofilicos
(Figura 7E).

O nanocompésito desenvolvido por nosso grupo, através da deposicao
de NCTs sobre a membrana de PCL, apresentou um emaranhado de fibras de
carbono, com reduzida porosidade, em comparacdo com a manta de PCL
originalmente produzida (Figura 8). O substrato formado pelo NCTs tem maior
area superficial e apresentou enorme reducédo da resistividade elétrica, 1,89 X
10 Q.cm, em comparacdo com a manta de PCL e o neurotubo comercial
(Tabela 3). Aproximadamente 10% da massa do nanocompasito é formada por
NCTs.

Trabalhos mostram a drastica diminuicdo da resistividade em polimeros
conjugados a nanotubos de carbono. Webster e grupo produziram um
composito de poliuretano e NCTs que apresentou 625 Q.cm com a mesma
porcentagem de NCT (10%) (McKenzie, Waid et al. 2004, Thomas, Michael et
al. 2004). McCullen e colaboradores demostraram que 0 nanocompadsito
produzido por eles, apresentou aumento na condutividade elétrica, alcancando
um plator a partir de, aproximadamente 0,4 % de NCTs em fungdo da
saturacao do grau de percolacdo que ocorre nessa faixa (McCullen, Stevens et
al. 2007).

Estudos mostram haver uma positiva relacdo entre a propriedade
elétrica do substrato para cultivo celular (Supronowicz, Ajayan et al. 2002,
Lovat, Pantarotto et al. 2005, Kam, Jan et al. 2008). Além de mudar a
propriedade elétrica do polimero, os NCTs promovem mudancas na superficie
de energia, o que também melhora a adeséo e resposta celular (McKenzie,
Waid et al. 2004, Zang and Yang 2013).

O ensaio de Termogravimetria mostrou a perda de massa do polimero a
392°C e 1% de queima a 76°C (Figura 9), referente a resquicio de solventes
usados na sintese. Esse perfil mostra quantidade muito baixa de

contaminantes no NC. Dado confirmado pela espectroscopia Raman, que

70



apresentou picos caracteristicos do MWCNT (DiLeo, Landi et al. 2007), ndo
identificando outros contaminantes na amostra de NC(Figura 11). O FTIR
mostra 0s picos caracteristicos de poli(caprolactona) (Elzein, Nasser-Eddine et
al. 2004) (Figura 10) aferindo também a propriedade e pureza do polimero.

As hASC obtidas a partir de lipoaspirado foram processadas e seguiu-se
o isolamento das células-tronco, segundo descrito por Zuk et. al., (Zuk, Zhu et
al. 2001, Zuk, Zhu et al. 2002) (Figura 13). Conforme mostrado, as células
isoladas, utilizadas na 5° passagem, foram capazes de sofrer diferenciacao
para osteoblasto, condrécito e adipécito (Figura 14), confirmando sua
multipotencialidade (Dominici, Le Blanc et al. 2006).

A Imunofenotipagem mostrou a presenca dos marcadores de células-
tronco mesenquimais (Figura 15). As hASC mostram-se uma excelente opgao
para varias terapias em funcéo da facil obtencéo, abundéancia e capacidade de
diferenciacao (Sousa, Parreira et al. 2014).

Uma vez confimada o fendtipo das hASC, foi atestada a
biocompatibilidade do nanocompoésito. Pelo ensaio de Live/Dead, foi
demonstrado que as células responderam bem ao cultivo sobre o NC. As
células apresentaram boa proliferacdo como observado pelas imagens de
microscopia de fluorescéncia nos dias 3, 7 e 14 de cultivo (Figura 16).

Ndo se constatou morte celular em nenhum periodo. Esse dado
corrobora com diversos trabalhos que demonstram que o0s NCTs
funcionalizados usados como substratos para cultivo de células nao
apresentam citotoxicidade (2000, 2005, Mooney, Dockery et al. 2008, Chen and
Hsiue 2013).

A abordagem de usar NCTs como substrato ganhou maior adeséo
desde que se mostrou a migracdo de neurdnios para regides onde havia
clusters de NTCs em placa de cultura, demonstrando assim a preferéncia das
células pela substrato de NCT (Gabay, Jakobs et al. 2005).

Com a deposicdo de NCT sobre a nanofibra de PCL, hd aumento da
area superficial e da energia de superficie, culminando em uma melhor
adsorcdo de proteinas e adesado celular, (Woo, Chen et al. 2003, Zhao,
Schwartz et al. 2005, Terada, Abe et al. 2009, Zang and Yang 2013), além de

conferir um carater hidrofilico ao biomaterial pela presengca dos grupos
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funcionais ligados ao NTC conseguidos pela funcionalizacdo pelo processo de
acidificacao/oxidagéao (Osswald, Havel et al. 2007).

Através da avaliagdo morfologica por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) foi possivel observar, além da morfologia, a adeséo celular
sobre os dois substratos (PCL e NC) (Figura 17). Observa-se a presenca de
células achatadas com espalhamento de seus prolongamentos por entre as
nanofibras de PCL (Figura 17A - D).

Interessante resultado foi observado na cultura celular sobre o NC. E
possivel notar duas populacfes de células, morfologicamente distintas (Figura
17G, H, O). Ambas populacdes de células sobre o NC apresentam grande
namero de diminutas filopodias aderidos aos NTCs com diametro de
semelhante aos nanotubos. Essa intensa projecdo de diminutos pseudépodes
também foi observada em outros trabalhos (Zang and Yang 2013).

Estudos recentes tém mostrado que as células-tronco mesenquimais
tem sua funcao definida pela sua forma, com alteracées na adeséo celular e
posterior tensdo do citoesqueleto modulando linhagem (Engler, Sen et al. |,
McBeath, Pirone et al.). Ha evidéncias demonstrando a importancia da tensao
intracelular em MSCs com um estado de alta tenséo induzindo diferenciacao
(McBeath, Pirone et al. , Kilian, Bugarija et al. 2010). Avancos recentes sao
indicativos da exigéncia de um nivel intermediario de tenséo celular para auto-
renovacao de MSC (Gilbert, Havenstrite et al. 2010, McMurray, Gadegaard et
al. 2011). Os mecanismos pelos quais 0s sinais nanotopograficos influenciam a
proliferacéo e diferenciacdo das SC ndo sdo muito bem compreendidos, mas
parece envolver alteracdes na organizacdo e estrutura do citoesqueleto |,
potencialmente, em resposta a geometria e tamanho dos elementos
subjacentes da ECM (Guilak, Cohen et al.). Ou seja, alteracdes na dimenséo
caracteristica do substrato pode influenciar o agrupamento das integrinas e
outras moléculas de adesdo de células, alterando, assim, o numero e
distribuicdo de adeséo focal (FAs — do inglés Focal Adhesion) podendo, por
conseguinte, controlar a adeséo e disseminagéo de células (Pelham and Wang
1997). Ao que parece, o comportamento celular pode ser controlado por
mecanismos modulados pelo substrato (Lo, Wang et al. , Silver, Siperko et al.
2003, Yeung, Georges et al. 2005, Karamichos, Brown et al. 2006, Dado and

Levenberg 2009) por dois diferentes, mas simultaneos, mecanismos de vias de
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sinalizacdo, produzidos através da interacdo das células com a matriz
extracelular. Um primeiro esta relacionado com ligante de receptor de
sinalizacdo da MEC mediado por integrinas de ligagdo RGD (arginina—glicina—
aspartato), denominado a sinalizacdo induzida por ligadura dependente de
superficie quimica da MEC, e o outro, a sinalizacdo é ativada por tracdo, que
depende de estimulos mecéanicos transmitidos através da MEC. A importancia
da mecéanica matricial no comportamento celular individual e funcéo
semelhante a sinais bioquimicos foi também estudado. Especificamente, os
sinais mecanicos, tais como a pressdo, o fluxo de fluido, a tensdo de
cisalhamento, tensdo, e rigidez sdo importantes reguladores do
desenvolvimento embrionario e tem sido demonstrado que afetam o
desenvolvimento e padronizacdo de tecidos de muitos 6rgdos. O mesmo tipo
de célula pode induzir a resposta diferentes dependendo da topografia da
superficie. Isto tem implicacBes importantes para a utilizacao de scaffolds como
um controlador auto-suficiente da funcéo das células (Yim, Reano et al. 2005,
Nur-E-Kamal, Ahmed et al. 2006, Gerecht, Bettinger et al. 2007).

Em nosso trabalho, ap6s 7 dias sob inducdo neuronal, as hASCs foram
avaliadas quanto a expressao das proteinas GFAP, MAP2 e Tuj-1, a primeira é
uma proteina do filamento intermediario (IF) de astroglia que pertence a
subclasse do tipo lll das proteinas do IF (Inagaki, Imakamura et al. 1994). A
segunda € expressa em neurdnios maduros. Essa proteina estabiliza os
microtubulos em dendritos em neurbnios pds-mitotico (Cassimeris and Spittle
2001, Akihiro, Junlin et al. 2002). A terceira, Tuj-1 (B-tubulina IlI), € também
uma proteina estrutural expressa tanto no Sistema Nervoso Central quanto no
Periférico, e contribui para a estabilidade do corpo neuronal e dos axénios
(Reubinoff, Itsykson et al. 2001, Zhang, Wernig et al. 2001).

A expressdo de GFAP esta relacionada ao inicio do processo de
neurodiferenciacdo sendo fortemente expressa na periferia de neuroesferas,
indicando que a maioria das células que migram pode ser astrocitos (McKay
1997). Cultura aderida de ASC (Radtke, Schmitz et al. 2009) e neuroesferas
derivadas de ASC, induzidas a neurodiferenciagédo, apresentam a expressao de
GFAP (Kingham, Kalbermatten et al. 2007).

Por imunofluorescéncia, foi possivel observar expressao de GFAP ao 7°

dia de cultivo, sob inducdo de bFGF nas células cultivadas sobre NC (Figura
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18). Nao foi observado expressdo de MAP-2, nem no 14° dia de cultivo. Nas
hASC cultivadas sem inducao, também néo se observou expressédo de GFAP.
Para nenhum grupo foi detectada expresséo de Tuj-1.

No ensaio de eletrofisiologia, nenhum grupo de células cultivadas sobre
NC, induzidas ou ndo a neurodiferenciacdo por bFGF e Forskolina,
apresentaram mudanca no potencial de acao (Figura 19).

Neste ponto nossos experimentos diferem da literatura. Trabalhos
usando bFGF e Forskolina mostraram diferenciacdo neuronal de células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea (Jang, Cho et al. 2010). Outros
tantos trabalhos demonstraram fendtipo neuronal de MSC cultivadas sobre
substrato de nanotubos de carbono, alinhados ou randémicos (Tay, Gu et al.
2010, Mahairaki, Lim et al. 2011, llie, llie et al. 2012, Kim, Jang et al. 2012,
Chen and Hsiue 2013).

Entretanto, as culturas de células-tronco usadas para este tipo de
experimento, acumulam n&o mais que 7 passagens (Jang, Cho et al. 2010). Em
outros trabalhos, foram usadas células-tronco embrionéarias, que detém maior
capacidade de diferenciacéao.

Normalmente, experimentos de diferenciagdo de células-tronco séo
feitos usando-se células, preferencialmente, a partir da 2° e até 5° passagem
(Safford, Hicok et al. 2002, Tay, Gu et al. 2010, Kim, Jang et al. 2012).

E sabido que as células-tronco perdem a capacidade de diferenciacdo a
medida que aumenta o nimero de passagem. Além disso, as diferentes fontes
de células-tronco no organismo abrigam um mosaico particular de células
multipotentes e percussoras de linhagens do tecido de origem, apresentando
subpopulacdes de MSC em diferentes estagios de diferenciacdo (Sousa,
Parreira et al. 2014). A homogeneidade da populacédo é dependente do tecido
de origem, método de isolamento e nimeros de passagens (Sousa, Parreira et
al. 2014).

Assim, nossos resultados podem ser decorrentes da perda de
capacidade das hASC que utilizadas na 9° passagem. Tondreau e grupo
mostram que MSC expressam, constitutivamente, baixos niveis de proteinas
especificas de células nervosas. Isso também pode justificar a ndo expressao
dos marcadores Tuj-1, GFAP e MAP-2. Essas proteinas foram observadas em

niveis muito baixos expressas em células até a 5° passagem (Tondreau,
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Lagneaux et al. 2004). Apenas GFAP foi observada nas células induzidas
cultivadas sobre NC. Talvez o efeito positivo do NCT sobre a expresséo dessa
proteina, somado ao estimulo biolégico do indutor (bFGF) tenha sido capaz de
promover essa expressao. Mas o mesmo resultado nao foi possivel com a
forskolina, que néo foi capaz de suportar a ativacdo da expressao de MAP-2 e
alcancar o fenotipo neuronal esperado.

Nossos protocolos para indugdo neuronal de células-troncos foram
baseados em trabalhos que usaram altas passagens e obtiveram os resultados
esperados (Hermann, Gastl et al. 2004, Huang, He et al. 2007). Em funcéo da
pouca disponibilidade de células e a necessidade de alta quantidade dessas,
nossas populacées de células foram expandidas até a 9° passagem para
obtermos quantidade suficiente para os experimentos. Entretanto, o protocolo
usado por esses autores foi o0 método de formacdo de neuroesferas e um
coquetel de neuroinducédo diferente do nosso, além da fonte de células-tronco

ter sido medula 6ssea ou embrionaria.
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CONCLUSAO
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O nanocompgdsito feito a partir de nanofibras de poli(caprolactona)
eletrofiadas associadas a nanotubos de carbono de paredes multiplas
apresentou excelente biocompatibilidade para cultivo e proliferacédo de cultura
primaria de células-tronco adultas humanas derivadas de tecido adiposo —
hASC. Apesar de ndo conseguirmos células diferenciadas com potencial de
acdo caracteristico de célula neuronal, a presenca do marcador GFAP nas
células hASC cultivadas sobre o nanocompésito e induzidas com bFGF
indicam que este biomaterial pode ser utilizado para estudos que avaliem a
diferenciacao celular e promovam avancos na terapia de regeneracao de tecido

nervoso e aplicacdes como neurotubos para regeneracao de nervo periférico.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

78



Padronizar o nanocompadsito com menor quantidade de nanotubos de
carbono que seja capaz de preservar a caracteristica elétrica do NC
e da resposta celular observada.

Produzir nanocompadsito com fibras alinhadas e nanocompdsito com

sulcos alinhados por litografia.

Averiguar se h& neurodiferenciacdo, espontdnea e ou aumento da
eficiéncia da neurodiferenciacdo quimica e biologicamente induzida,
de células-tronco adultas cultivadas sobre o NC em passagens

menores.

Cultivar as hASC por longo periodo de tempo e avaliar a resposta

bioldgica e degradacdo do nanocompadsito.

Proceder ensaio de caracterizacdo mecanica do neurotubo produzido

Desenvolver um neurotubo com o NC para testes in vivo de

regeneracao de nervo periférico.

Publicar um artigo sobre o desenvolvimento do NC para cultivo

diferenciacédo neuronal de hASC.
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