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RESUMO
A Engenharia tecidual € um campo interdisciplinar com objetivo de desenvolver

substitutos bioldgicos capazes de interagir com tecidos lesados auxiliando no seu
reparo e regeneracgdo, restaurando sua funcdo. A quitosana, polimero natural, tem
sido proposta como biomaterial devido suas propriedades de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade, possuindo grupos funcionais importantes que
permitem a sua reticulacdo, bem como sua associa¢cdo com outros polimeros. Umas
das mais promissoras areas de pesquisa utilizando matrizes de quitosana envolve o
uso de células-tronco, que sao capazes de se diferenciar em células especializadas.
O objetivo do nosso trabalho foi desenvolver membranas a partir da associacao de
quitosana e gelatina, reticuladas ou ndo com glutaraldeido ou tripolifosfato de sodio
(TPP) para auxiliar na regeneracdo de tecidos lesados, empregando principios da
engenharia de tecidos. Membranas de quitosana-gelatina foram produzidas pelo
método de evaporacdo de solvente e posteriormente reticuladas com glutaraldeido
ou TPP. As membranas foram caracterizadas (microscopia eletrénica de varredura,
capacidade de absor¢cdo de agua, degradacdo enzimatica, Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e propriedades mecanicas).
Células tronco derivadas de tecido adiposo hASC foram cultivadas nas membranas,
sua viabilidade, morfologia, adeséo e capacidade de diferenciacdo foram analisadas;
foi realizada a avaliagdo da biocompatibilidade in vivo dessas membranas utilizando
ratos Lewis. Membranas reticuladas ou ndo com glutaraldeido ou TPP,
apresentaram-se finas, transparentes e densas, com superficie uniforme, lisa e
plana, sendo que membranas reticuladas com glutaraldeido absorveram menor
guantidade de agua e demoram mais para se degradar; espectros com picos
caracteristicos da quitosana e da gelatina foram observados em todas as
membranas; a reticulacdo altera as propriedades mecanicas das membranas. Em
todas as membranas houve adesdo de hASC, que permaneceram com sua
morfologia preservada, e tiveram viabilidade aumentada nos tempos avaliados;
apresentando capacidade de diferenciacdo em adipoécitos e ostedcitos, além disso,
apos o implante foi observado, em todas as membranas, uma resposta inflamatoria
do tipo corpo estranho. Nossos resultados demonstram o potencial da utilizacado dos
polimeros quitosana e gelatina para o desenvolvimento de matrizes de suporte para
uso na engenharia tecidual.

Palavras-chaves: Engenharia de tecidos, quitosana, gelatina, células-tronco.



ABSTRACT
Tissue engineering is an interdisciplinary field in order to development of biological

substitutes with interact with damage tissue support in their repair and regeneration,
restoring their function. Chitosan (Ch), a naturally derived polymer, is a suitable
functional biomaterial because it is biocompatible, biodegradable, immunogenic,
nontoxic, furthermore it has important functional groups wich enable their cross-
linking, as well as its association with other polymers. One of the most promising
areas of research utilizing chitosan and gelatin membranes involves the use of stem
cells, cells which are capable of self-regeneration and differentiation into one or more
types of specialized cells. Our aim was to develop membranes from chitosan and
gelatin association, crosslinked or non-crosslinked with glutaraldehyde or sodium
tripolyphosphate to assist in regeneration with damaged tissue, using tissue
engineering principles. Chitosan-gelatin membranes were produced by solvent
evaporation technique and crosslinking by glutaraldehyde and TPP. Membranes
were characterized (scanning electron microscopy, water absorption capacity,
enzymatic degradation, Fourier transform infrared spectroscopy and mechanical
properties). Human adipose-derived stem cells (hASC) were cultured on the
membranes, were analyzed its viability, morphology, adhesion and differentiation
capacity this cells; in vivo biocompatibility were evaluation using Lewis rats model.
Crosslinked or non-crosslinked with glutaraldehyde or TPP membranes, we present
thin, transparent and dense, with uniform, smooth and plane surface, the
glutaraldehyde crosslinked membranes showed lower water uptake and slower
degradation, comparing with others membranes; were observed spectra with
characteristic peaks of chitosan and gelatin in all membranes; the crosslinking
changes the mechanical properties of the membranes. The membranes of chitosan-
gelatin produced were effective in promoting of hASC adhesion, with maintaining its
preserved morphology, and had an increased viability in the evaluated times, with
present differentiation potential into adipocytes and osteocyte, additionally, after
implantation was observerd for all membranes, an foreing body response. Our results
demonstrate that chitosan and gelatin are a potential polymers in the development of

new scaffolds for use in tissue engineering.

Key-words: Tissue engineering, chitosan, gelatin, stem cells.
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1. INTRODUCAO
1.1. Engenharia de Tecidos

Quando algum tecido € lesado, o corpo humano faz uso de algumas
propriedades intrinsecas de regeneracdo. Porém, esse potencial de regeneracao
pode variar entre os diferentes tipos de tecidos, sendo comprometido pelo grau e
severidade da lesao (Kumar, 2013; Zonari, 2013).

Alguns tecidos séo capazes de substituir células lesadas e retornar ao estado
normal, em um processo chamado regeneracdo, porém, se o tecido lesado é
incapaz de se regenerar ou, se as estruturas de suporte do tecido sdo gravemente
lesadas, o reparo ocorre a partir da deposi¢cao de tecido conjuntivo, resultando na
formacdo de cicatriz, a qual fornece estabilidade estrutural para o tecido, porém néo

recuperando a funcéo das células perdidas do parénquima (Figura 1) (Kumar, 2013).

Les3o Superficial, leve REGENERACAO
Normal ’ ) ) ,
Jd Jd
/ o & e
& g
’ ) Lesdo Acentuada CICATRIZAGAO
Q
‘e ) @ -9
?° - @

Figura 1. Mecanismos de reparo tecidual: Regeneracao e formacéo de cicatriz. A recuperacao da
funcao do tecido é feita pelo processo de regeneracao apos lesédo leve. Apds lesédo mais severa, com
dano do tecido conjuntivo, ocorre a formacao da cicatriz, sem recuperacao das funcdes das células
lesadas. Adaptado de (Kumar, 2013)

Com o avanco na expectativa de vida da populacédo, o nimero de pacientes
com doengas cronicas e degenerativas tem aumentado, e em muitos dos casos, 0
transplante de 6rgdo continua a ser a primeira alternativa, porém ele enfrenta
problemas como a escassez de 6rgdo doados e a rejeicdo imunoldgica (Ikada, 2006;
Zonari, 2013). Segundo a Associacédo Brasileira de Transplante de Orgédos (ABTO),
em dezembro do ano de 2015, um total de 31.915 pacientes ativos estava na lista de
espera para recebimento de 6rgaos doados (Pacheco, 2015). Diante desse cenario,

novas terapias na area de medicina regenerativa estdo sendo investigadas para
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auxiliar a regeneracdo de tecidos e oOrgdos lesados por traumas, doencas ou
senescéncia (Arosarena, 2005).

A engenharia tecidual tem sido definida como um campo interdisciplinar que
aplica os principios da engenharia e da biologia no desenvolvimento de substitutos
biolégicos para o reparo e regeneracdo de tecidos e recuperagdo da fungcdo de
orgaos (Langer & Vacanti 1993). Baseando-se, dessa maneira, na compreensao da
formacdo e regeneracdo tecidual, objetivando induzir novos tecidos funcionais
através da combinacdo integrada com diversas areas do conhecimento (Salgado,
Coutinho e Reis, 2004).

Esse promissor campo de pesquisa tem o0 objetivo de desenvolver matrizes
capazes de interagir com o tecido lesado fornecendo elementos necessarios para o
reparo in vivo, estimulando a capacidade intrinseca de regeneracdo do tecido
danificado e restaurando sua funcdo (Greenwood et al. 2006; Marklein & Burdick,
2010).

Sabe-se que a matriz extracelular (MEC) ndo sé oferece suporte fisico para
as células, mas também um substrato com ligantes especificos para a adeséo e
migracao celular, regulando a proliferacdo e funcdo das células por proporcionar
varios fatores de crescimento, tendo isso em vista, um suporte de engenharia de
tecidos que imita uma MEC ira desempenhar papel semelhante na promocdo da
regeneracao de tecidos in vitro, como a MEC faz in vivo (Kode et al., 2009).

Esse importante campo de pesquisa tem como énfase a substituicdo
transitéria do 6rgao ou tecido lesado por um biomaterial que mimetize MEC, criando
um ambiente para microinteracdes e assim, focando a reposicao tecidual a partir da
proliferacdo celular (Arosarena, 2005). Dessa maneira, a combinagcdo de células
com componentes da MEC, fatores de crescimento e matrizes de suporte busca
alcancar o desenvolvimento do tecido (Figura 2) (Breyner et al., 2010; Boos et al.,
2016). Nesse contexto, a selecdo de células, materiais e moléculas biologicas
apropriados determina o sucesso ou a falha do biomaterial (Marklein & Burdick,
2010).
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Figura 2. Principios basicos da engenharia tecidual. A engenharia de tecidos baseia-se no
isolamento de células de um paciente (a), que sdo em seguidas cultivadas in vitro para sua expansao
(b), posteriormente essas células sdo cultivadas em biomateriais que sevem como matrizes de
suporte para crescimento, migracéo e diferenciacédo, essas matrizes podem entdo serem associadas
a fatores de crescimento, ou pequenas moléculas com capacidade de estimular o processo de
regeneracdo (c), uma vez construido e organizado (d) esse conjunto de biomaterial, células e
moléculas pode entdo ser transplantado para promover o remodelamento e regeneragéo do tecido
(e). Adaptado de (Dvir et al., 2011)

Pesquisas relacionadas a area de engenharia de tecidos tem se expandido
significativamente nos ultimos anos, com programas de pesquisa ativos em todo o
pais e em todo mundo, com intuito de desenvolver tratamentos que afetam de
maneira positiva a funcdo do tecido (Smith et al., 2009; Birla, 2014; Boos et al.,
2016). Atualmente, pesquisas sobre a producdo e implantacdo da bioengenharia no
reparo de vasos, bexigas, vias aéreas, uretra e valvulas cardicas, bem como em
orgéos sélidos como coracao, figado, pulméo, rim e pancreas mostram as maneiras
pelas quais metodologias de engenharia tecidual podem aumentar o conjunto de
ferramentas para reconstrucéo tecidual (Katari, Peloso e Orlando, 2014).

No campo da engenharia de tecidos cardiovascular, muitas pesquisas tém
sido dedicadas a fabricagdo de musculos cardiacos artificiais, vasos sanguineos,

valvulas, bombas cardiacas, ventriculos e de coracdes totalmente bioartificiais. Ja na
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area de pesquisa do sistema musculo-esquelético, tem dado énfase a producédo de
0ssos, cartilagem, muasculos esqueléticos e tenddes, muitas pesquisas tem sido
investidas na engenharia de tecido do sistema urinario e das vias respiratérias, com
fabricacdo de tecido pulmonar artificial. Outra area muito ativa envolve o sistema
digestivo, com desenvolvimento de tecido artificial de figado e péancreas por
exemplo. Além disso, hd um interesse significativo no desenvolvimento de
estratégias para producéo de pele artificial

O sistema digestivo tem sido uma area de investigacdo muito activa de
engenharia de tecidos focada no desenvolvimento de tecido artificial figado,
pancreas, tecido intestinal, e tecido esofagico. Além disso, h4 um interesse
significativo no desenvolvimento de peles artificiais e da aplicacdo de estratégias da
engenharia tecidual no sistema nervoso central (Birla, 2014).

Diversas companhias no mundo inteiro tém criado programas de engenharia
tecidual, alguns ja atingiram o mercado, oferecendo tratamentos para queimaduras e
Ulceras, valvulas cardiacas para cirurgia de substituicdo, construcao de tecidos para
testes toxicoldégicos além das varias pesquisas in vitro para regeneracdo e
substituicdo de tecidos 6sseos (Tissue engineering, 2000).

A engenharia de tecidos aumenta as possibilidades terapéuticas permitindo a
criacdo de novas estratégias para pacientes que ndo responderam aos tratamentos
convencionais, porém, a aplicacdo clinica e a producdo de biomateriais ainda € um
desafio, visto que é necessario entender os efeitos do cultivo de células in vitro além
das vias de sinalizacdo envolvidas na formacdo e integracdo do novo tecido
formado, sendo importante a padronizacdo da construcdo dos biomateriais com
capacidade de reproduzir um ambiente in vivo gerando um tecido viavel para
implantagéo (Griffith e Naughton, 2002; Tabata, 2009).

1.2. Biomateriais

Biomateriais, utilizados como matrizes de suporte para neoformacédo de
tecidos sdo componentes importantes na engenharia tecidual (Marklein & Burdick,
2010). O termo Biomaterial foi primeiramente definido na Conferéncia do Instituto
Nacional de Desenvolvimento de Consenso em Saude, em 1982, e compreende
qualquer substancia ou combinacdo destas, que ndo sejam farmacos, de origem
natural ou sintética, destinada a interagir com sistemas biolégicos, com a finalidade

de substituir matéria viva que deixou de ter sua funcdo, podendo servir como
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veiculo, matriz, suporte ou estimulador para o crescimento de novo tecido, com a
finalidade de manter e ou melhorar a qualidade de vida do paciente (Willians, 1999;
Helmus, 2008).

Os biomateriais empregados na engenharia tecidual podem ser classificados
em orgéanicos, inorganicos e compdsitos (associagdo de dois ou mais biomateriais)
(Lichte et al., 2011). Dentre os biomateriais organicos, temos 0s metais e as
ceramicas (incluindo carbonos, vitoceramicas e vidros); 0sS metais sé&o
biocompativeis, moldaveis ao local de interesse e apresentam alta resisténcia,
porém, ndo sdo biodegradaveis; as ceramicas sdo biocompativeis, quebradicas,
osteoindutoras e osteocondutoras, apresentam baixa estabilidade mecanica, e tem
biodegradabilidade dificil de ser prevista, 0 que compromete a estabilidade da matriz
(Salgado, Coutinho e Reis, 2004; Lichte et al., 2011).

Os biomateriais organicos compreende os polimeros, que sdo biocompativeis,
biodegradaveis e com grande potencial para utilizacdo na engenharia tecidual
(Lichte et al., 2011). Os polimeros séo classificados em naturais e sintéticos com
base em sua origem. Os polimeros naturais podem ser tanto de origem animal,
quanto de origem vegetal, compostos por polipeptidios, polissacarideos, acidos
nucleicos, poliésteres, hidroxiapatita, sendo que os mais comumente usados na
engenharia tecidual sdo colageno, gelatina, fibrinogénio, seda, elastina, quitina,
quitosana, amido e &cido hialurénico; os polimeros sintéticos, devido sua
flexibilidade, podem ter um amplo espectro de propriedades com uma
reprodutibilidade excelente, os mais comumente utilizados séo poli(a-hidroxiacidos),
poli(e-caprolactona), poli(propileno fumaratos), poli(carbonatos) e poli(anidridos)
(Suh & Matthew, 2000; Kim, Baez e Atala, 2000; Salgado, Coutinho e Reis, 2004;
Ikada, 2006; Whu et al., 2013).

As baixas propriedades mecanicas dos polimeros naturais sdo uma
desvantagem, no entanto, muitos polimeros sintéticos suportam o crescimento de
células em estado diferenciado, porém, conduzindo uma menor deposi¢éo de tecido,
enguanto os polimeros naturais além de suportarem o crescimento celular, também
levam a uma melhor regeneracgao de tecidos danificados (Whu et al., 2013).

Na medicina regenerativa a utilizacdo de membranas poliméricas tem se
desenvolvido a partir da necessidade de obtengcdo de materiais biocompativeis que
possuam propriedades mecénicas e caracteristicas de permeacdo ideais para

originar membranas seletivas que possam ser utilizadas na obtencdo de
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regeneracao tecidual (Khor et al. 2003; Okamoto & Watanabe 2003). Para
desempenhar essas funcdes, polimeros naturais sao preferenciais, dado que, sendo
componentes naturais dos seres vivos, tem propriedades mecanicas Unicas, sao
biodegradaveis por mecanismos enzimaticos ou hidroliticos e apresentam
semelhancas quimica e biolégica aos tecidos naturais, apresentando um menor
indice de rejeicdo e assim maior biocompatibilidade quando comparados aos
polimeros sintéticos (Kim, Baez e Atala, 2000; Pillai & Panchagnula 2001; Trindade
et al., 2004; Nair e Laurencin, 2006). Sendo que, a biocompatibilidade, capacidade
do biomaterial realizar uma resposta no hospedeiro que seja apropriada para sua
aplicacdo especifica, € um pré-requisito essencial para um biomaterial (Nair e
Laurencin, 2006).

Inicialmente, os biomateriais eram desenvolvidos para desempenhar funcées
mecanicas de forma a prevenir a rejeicao bioldgica, e por isso era interessante que
eles fossem inertes e ndo interagissem com o0s sistemas biologicos (Huebsch e
Mooney, 2009). No final do século XX, houve uma mudanca no pensamento, para
aplicacoes biomédicas, de um modelo de biomaterial estavel para materiais
biodegradaveis, capazes de se degradar in vitro e in vivo em metabdlitos normais do
corpo, ou que possam ser completamente eliminados do corpo, com capacidade de
ajudar o organismo a regenerar e reparar tecidos (Nair & Laurencin, 2006). Dessa
forma, os biomateriais devem possuir a caracteristica de serem gradualmente
degradados, enquanto sdo ocupados por um novo tecido formado pela interacéo
entre o biomaterial, as células e os fatores de crescimento, essa taxa de degradacéo
deve corresponder a aplicacao pretendida, além disso, os produtos de degradacao
devem ser atoxicos (Nair & Laurencin, 2006; Breyner et al., 2010).

Nos ultimos anos, biomateriais com aplicacdes na engenharia tecidual e
medicina regenerativa tém sido desenvolvidos com intuito de alcangar modelos de
matrizes de suporte que sejam capazes de recriar 0 microambiente in vivo, que é
fornecido principalmente pela MEC, sendo capazes de proporcionar a proliferacao,
diferenciacdo de células em sua estrutura e se adaptarem ao microambiente,
proporcionando condicdes ideais para a regeneracao de tecidos (Castells-Sala et al.,
2013; Aibibu et al., 2016). Assim, a engenharia tecidual depende do uso de um
biomaterial que suporte a regeneracdo do tecido e interaja com moléculas de
adesdao especificas bem como com receptores de fatores de crescimento nas células

alvo, com isso, matrizes de suporte ideias guiam a migracdo das células



21

progenitoras e estimulam a sua expanséao e diferenciacao (Arosarena, 2005; Breyner
et al., 2010).

As caracteristicas estruturais dos biomateriais na engenharia tecidual, como
morfologia, hidrofilicidade e energia de superficie, contribuem para a modulacao da
forma celular e da expressao génica, bem como o recrutamento de células na
interface tecido-matriz in vivo, como também afetam a resposta celular, sendo dessa
maneira manipuladas para sustentar a adesdo, proliferacdo, migracdo e
diferenciacéo celular, atuando assim, como uma MEC proviséria que interage com
as células, proporcionando suporte para a formagédo de um novo tecido (Salgado,
Coutinho e Reis, 2004; Smith et al., 2009; Breyner et al., 2010; Muzzarelli, 2011).

As matrizes de suporte devem ser produzidas de acordo com o tecido de
interesse e, possuir a caracteristica de servir como reservatorios para fatores de
crescimento, agua, nutrientes e citocinas, funcionando como uma matriz temporaria
que fornece apoio estrutural e mecanico para proliferagdo celular e deposicao de
MEC, podendo também ser utilizados como indutores, participando ativamente no
processo regenerativo do tecido (Salgado, Coutinho e Reis, 2004; Marklein &
Burdick, 2010).

Dessa forma, para gerar matrizes de suporte com propriedades Uteis para a
aplicacdo na regeneracao tecidual, varios métodos de fabricacdo de biomateriais
tém sido desenvolvidos como, por exemplo, técnicas de evaporacdo de solvente,
utiizado para produzir membranas densas, que podem ser utilizadas na
regeneracdo da pele, processo de liofilizacdo, empregada no processamento
principalmente de matrizes estruturais para a regeneracdo 0ssea, pois formam
estruturas porosas, técnica de eletrofiagdo, que permite a obtencdo de nanofibras
comparaveis as fibras de colageno encontradas na MEC, sendo utilizada, por
exemplo, como suporte para diferenciacdo de células tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo humano em células endoteliais, dentre outras (Mao et
al., 2003; Salgado, Coutinho e Reis, 2004; Sombatmankhong et al., 2007; Martins et
al., 2010; Puppi et al., 2010; Kuppan et al., 2011; Zonari, 2013; Aibibu et al., 2016).
O tipo de técnica e biomateriais utilizados dependem da complexidade, estrutura e
funcdo do tecido a ser regenerado, dessa forma, a técnica de processamento
escolhida deve ser consistente com as propriedades desejadas (Yang et al., 2001;
Salgado, Coutinho e Reis, 2004).
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Uma primeira avaliagdo de biomateriais ideais é se eles servem como
matrizes de suporte temporarias e, recentemente a quitosana e seus derivados tém
sido reportados como candidatos atrativos para uso como matrizes de suporte, pois
possuem a capacidade de degradar enquanto o novo tecido é formado, sem causar
reacOes inflamatodrias ou degradacao toxica (Alves & Mano, 2008).

A disponibilidade de polimeros para producdo de biomateriais tem
influenciado significativamente o crescimento da engenharia tecidual, levando dessa
maneira, a uma busca continua por materiais ndo apenas com propriedades fisicas
e quimicas adequadas como também com propriedades quimicas ideais para a
interacdo do biomaterial com o meio biolégico.

1.3.Quitosana e Gelatina

Os polissacarideos, como a quitina e a quitosana, tém sido propostos como
biomateriais devido suas propriedades de boa  biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade (Pillai, Willi e Sharma, 2009; Jayakumar et al.,
2010).

A quitina e a quitosana sdo aminopolissacarideos, formadas por unidades
monossacaridicas, unidas por ligacbes glicosidicas B(1—4), elas possuem uma
estrutura Unica, com muitas propriedades e fun¢des importantes, além de altas taxas
de aplicacbes na area biomédica e em outras areas da industria, possuindo papel
crucial em esquemas de sinalizac&o celular, na atividade antimicrobiana e também
na imunidade (Suh & Matthew, 2000; Pillai, Willi e Sharma, 2009).

A quitina € um polimero que exerce funcao estrutural, possuindo dessa forma
um papel analogo ao do colageno nos animais e ao da celulose nas plantas, sendo
encontrada no exoesqueleto de artropodes e crustaceos ou nas paredes celulares
de fungos e leveduras, sendo o segundo mais abundante polimero natural, perdendo
apenas para a celulose (Cheng et al., 2003; Di Martino, Sittinger e Risbud, 2005;
Pillai, Willi e Sharma, 2009). No mundo, milhdes de toneladas de quitina s&o
colhidas anualmente e, portanto, este biopolimero representa uma fonte barata e
prontamente disponivel (Dash et al., 2011).

A quitosana consiste em um polimero natural biodegradavel, polieletrolitico,
cationico derivado a partir da N-desacetilacdo alcalina da quitina, ela possui dois
tipos de grupos funcionais reativos, o grupamento amino (-NH;) no carbono 2 e
grupamentos hidroxilas (-OH) primaria e secundaria nos carbonos 3 e 6,
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respectivamente, capazes de formar varios tipos de ligacdes (Cheng et al., 2003; Di
Martino, Sittinger e Risbud, 2005; Beppu et al., 2007; Breyner, 2010; Dash et al.,
2011). Esses grupos funcionais sdo importantes, pois permitem a formacéo de
interacOes eletrostaticas com glicosaminoglicanos (GAGSs), proteoglicanos e com
outras moléculas negativas presentes na MEC, além disso sdo essenciais para a
formacao de interacdes ibnicas e ligacdes covalentes que alteram as propriedades
mecanicas e biolégicas da quitosana (Di Martino, Sittinger e Risbud, 2005; Kim et al.,
2008; Alves & Mano, 2008). A interacdo da quitosana com GAGs € importante para
a bioatividade do material, j& que eles se ligam a fatores de crescimento e citocinas
secretados por células (Mao et al., 2003; Di Martino, Sittinger e Risbud, 2005).

As unidades monomeéricas da quitina e da quitosana sao 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose (glicosamina) e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (N-acetil
glicosamina), e o grau de N-desacetilacdo, ou seja, a proporcéo de glicosamina e N-
acetil glicosamina tem um efeito notavel na solubilidade da quitina, além de
determinar se 0 composto € quitina ou quitosana, dessa maneira, quando a quitina
desacetilada em pelo menos 50%, torna-se soluvel em acidos diluidos e é referida
como quitosana (Figura 3) (Cheng et al., 2003; Di Martino, Sittinger e Risbud, 2005;
Pillai, Willi e Sharma, 2009).
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Figura 3. Reagdo de desacetilagdo e estrutura quimica da quitina e da quitosana. (A) reacéo
simplificada do processo de desacetilagédo. (B) estrutura quimica do polimero é determinada pelo grau
de desacetilagdo do composto. X representa o0 mondémero N-acetil glicosamina, presente em maior
proporgdo na quitina e Y o mondmero glicosamina em maior quantidade na quitosana. Adaptado de
Pillai, 2009

A quitina, por conter baixo grau de N-desacetilagdo, é insoltavel em solventes
organicos e em solucdes aquosas e, devido essa caracteristica, ndo se encontra
muitas aplicagbes praticas na area de bioengenharia. Ao contrario, a quitosana é
solivel em &acidos organicos, como, por exemplo, o acido acético, e também em
acidos inorganicos diluidos, como o acido cloridrico, ndo possuindo solubilidade em
acidos concentrados, alcool e agua, sendo dessa maneira, mais adequado para
bioaplicagbes (Mathur e Narang, 1990; Pillai, Willi e Sharma, 2009; Dash et al.,
2011). Quando solubilizada em meio &cido, a quitosana origina uma solucao viscosa
e isso ocorre devido a quantidade de grupos amino protonados (NHs") que leva a
uma repulsdo eletrostatica entre cadeias e ao processo de solvatacdo em agua, a
medida que o pH aumenta e fica acima de 6, as aminas tornam-se desprotonadas e
o polimero perde sua carga, tornando-se insollvel, ocorrendo formacdo de
precipitado (Chen, Yeh e Chiang, 1996; Dash et al., 2011).
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Uma caracteristica importante da quitosana é sua possibilidade de ser
processada para formar diferentes tipos de biomateriais como: solugcdes, pos,
peliculas, esferas, fibras, esponjas, filmes, membranas, géis, dentre outros, além da
possibilidade de ser modificada em policamadas (Kumar, 2000; Gao, Lai e Leung,
2012). Estas caracteristicas tornam a quitosana um biomaterial quase ideal para
aplicacfes na engenharia tecidual associada ao cultivo de células (Gao, Lai e Leung,
2012).

Devido a existéncia de ligacbes de hidrogénio inter e intramoleculares nos
residuos D-glucosamina na Quitosana, esta possui excelentes propriedades de
formacédo de filmes e fibras, transformando a Quitosana em um dos promissores
polimeros utilizados no preparo de membranas (Chao et al., 2004).

As membranas de quitosana foram descritas e caracterizadas pela primeira
vez por Muzzzarelli (Muzzarelli, Barontini e Rocchetti, 1978). Uma das técnicas para
a preparacdo das membranas de quitosana é a evaporacdo do solvente de uma
solucéo de quitosana sobre uma placa de vidro que, geralmente, produz membranas
resistentes e transparentes, com elevada absortividade a 4gua e lenta degradacao
enzimatica pela lisozima, presente em tecidos e fluidos corporais de mamiferos
(Beppu, Baba e Kamizawa, 1993).

Membranas de quitosana tém sido estudadas para aplicacdes biomédicas
como, por exemplo, atuando como agente quelante, agente indutor de cicatrizacao
de feridas, como revestimento biodegradavel, pervaporacdo, na ultrafiltracdo
(hemodiélise) e como padrdes de referéncia em sistemas de liberacdo de farmacos
(Moreira, Dodane e Reese, 1998; Dureja, Tiwary e Gupta, 2001; Cheng et al., 2003;
Gao, Lai e Leung, 2012). Porém ainda sédo escassos 0s estudos envolvendo
membranas densas de quitosana para o uso na regeneracao tecidual.

A quitosana possui grande potencial para aplicacbes na engenharia tecidual,
devido a sua biocompatibilidade, alta densidade de carga, baixa toxicidade, e
mucoadesdo, além de importantes atividades biolégicas como a baixa
imunogenicidade (Cheng et al., 2003; Di Martino, Sittinger e Risbud, 2005). Além
disso, a quitosana € metabolizada por algumas enzimas humanas, principalmente a
lisozima, sendo, portanto, considerada biodegradavel, sendo que, a biodegradacao
desempenha um papel importante na transformacdo metabdlica da quitosana
(Berger et al., 2004; Dash et al., 2011). Dessa forma, é importante entender o

controle da taxa de degradacdo da quitina e de biomateriais a base de quitosana,
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uma vez que a degradacado € essencial em muitas aplicacdes de biomateriais, como,
por exemplo, na liberacdo de farmacos e na regeneragdo de tecidos funcionais
(Dash et al., 2011).

A taxa de degradacao da quitosana pode ser controlada pela mudanca no seu
grau de N-desacetilacdo, de sua massa molecular e pela distribuicdo de grupos
acetil, € importante ressaltar que seus produtos de degradagdo sé&o ndo téxicos, ndo
imunogénicos e ndo carcinogénicos (Cheng et al., 2003). Como a taxa de
degradacdo in vivo € inversamente proporcional ao grau de N-desacetilacdo, a
quitosana pode permanecer inalterada por muitos meses depois de implantada (Di
Martino, Sittinger e Risbud, 2005).

Matrizes de suporte para regeneracdo de tecidos devem fornecer condi¢cdes
para a viabilidade celular, induzindo dessa forma o reparo tecidual, além de serem
ndo imunogénicas (Marklein e Burdick, 2010; Muzzarelli, 2011). Estudos prévios
demonstraram que membranas de quitosana suprimem o crescimento de células
fiborosas e a formacdo de capsula, facilitam o crescimento de células endoteliais,
células de vasos capilares, musculo cardiaco e crescimento de células nervosas
promovendo o reparo de injdrias nervosas (Cheng et al., 2003).

Com o objetivo de obter biomateriais adequados para a utilizagdo na
regeneracao tecidual, a combinacdo de dois ou mais materiais € comumente
empregada (Whu et al., 2013). O uso da quitosana no desenvolvimento de materiais
compostos, através da mistura com outros polimeros é muito vantajoso devido aos
seus varios grupos funcionais, que permitem modificacdes quimicas apropriadas
capazes de aumentar a sua solubilidade, tornando-a mais bacteriostatica e melhora
sua resisténcia quimica e mecanica (Cheng et al., 2003; Beppu et al., 2007; Pillai,
Willi e Sharma, 2009; Dash et al., 2011). Devido a presenca desses grupamentos
funcionais, a quitina e a quitosana podem realizar varios tipos de ligacdes quimicas,
como eterificacéo, esterificacao, reticulacéo e copolimerizacéo (Pillai, Willi e Sharma,
2009).

A combinacdo de quitosana com gelatina pode formar complexos
polieletroliticos devido a formacao de interacéo ibnica entre as duas moléculas, uma
vez que a gelatina tipo B é carregada negativamente, melhorando dessa maneira as
propriedades mecanicas do biomaterial (Whu et al., 2013).

A gelatina € um importante biopolimero biorreabsorvivel obtida a partir de

hidrolise de colageno, principal proteina presente na MEC da pele, ossos, cartilagem
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e tecido conjuntivo e considerado um 6timo modelo para a regeneragéo tecidual
(Zhang et al., 2006; Whu et al., 2013).

A gelatina tem sido alvo de estudos na area da engenharia tecidual devido
algumas de suas caracteristicas, como, sua solubilidade em agua e a capacidade de
formacdo de gel termo-reversivel e filmes flexiveis (Bigi et al., 2000). A gelatina é
nao imunogénica quando comparada ao seu precursor, tem excelente
biocompatibilidade e pode promover adesao, proliferacdo e migracéo celular (Zhang
et al.,, 2006; Whu et al., 2013). A gelatina, como todos os tipos de colageno,
apresenta motivos RGD (Arg-Gly-Asp) que promovem a adesdo, migracdo e
diferenciacdo das células, a manutencdo do fendtipo celular e a formacdo de
complexos polieletroliticos (Thein-Han et al., 2009).

Muitos métodos disponiveis na literatura para obtencdo de derivados
estruturais da quitosana promovem a reticulacdo das cadeias poliméricas desse
polimero, um processo também denominado reag¢do de enterocruzamento, que visa
unir suas cadeias poliméricas, conferindo-lhe propriedades atraentes como, maior
resisténcia a dissolucdo em meio acido, menor hidrofilia, geracdo de estruturas
poliméricas densas ou porosas e reducao da reatividade quimica do material ( De
Assis Gonsalves et al., 2011).

A reticulacédo é feita para fornecer uma arquitetura mais estavel e também
para aumentar o tempo de degradacdo in vivo. O controle da degradacdo é
importante para garantir a formacédo de um novo tecido por células indiferenciadas,
desta forma o biomaterial é capaz de fornecer uma matriz de suporte temporéria
para as células em desenvolvimento, como também suporte para a fixacdo dessas
células e do novo tecido formado (Breyner et al., 2010).

Estudos tém relatado que a reticulacdo com glutaraldeido, etileno glicol dentre
outros, e sua modificacdo quimica com hexametileno e aldeidos, modifica a carga
ibnica das membranas de quitosana, influenciando na sua permeabilidade (Chen et
al., 2002). Devido sua alta solubilidade em agua, a gelatina € frequentemente
reticulada, a reticulacdo pode conferir resisténcia a dgua e melhorar a estabilidade
térmica e mecanica destes polimeros, alguns reticulantes comuns utilizados na
reticulacdo da gelatina sdo glutaraldeido, bis-epoxy e carbodiimida solUveis em
agua, que por vezes podem causa citotoxicidade (Whu et al., 2013).

A modificagdo de grupos funcionais, principalmente os grupamentos amino,

usando-se o glutaraldeido é extremamente interessante, uma vez que 0 uso de
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agentes bifuncionais pode bloquear os grupos amino e tornar a quitosana uma
estrutura mais inerte e resistente ao meio acido (Beppu et al., 2007).

Gluataraldeido ou 1,5-pentanodial (OHC-(CH;)3-COH) é um dialdeido alifatico
muito usado como imobilizador de proteinas e como agente reticulante (Beppu et al.,
2007). Ele é um dos reticulantes mais usados na industria quimica devido seu
grande efeito estabilizador e, ultimamente, tem sido amplamente aplicado como
agente reticulante em materiais a base de quitosa e de colageno (Qian et al., 2011).
O glutaraldeido promove reticulacdo covalente do material, devido a adicéo
nucleofilica da amina da quitosana a carbonila do glutaraldeido (De Assis Gonsalves
et al., 2011).

Beppu e colaboradores estudaram a sintese e caracterizacdo de membranas
densas e porosas de quitosana reticuladas com Glutaraldeido observando
membranas mais resistentes do ponto de vista fisico, quimico e microbioldgico,
como também mais hidrofébicas (Beppu, Baba e Kamizawa, 1993).

O tripolifosfato de sodio (TPP) € um anion multivalente e atoxico que vem
sendo estudado como agente reticulante alternativo ao glutaraldeido (considerado
toxico) (Sharma, Mondal e Gupta, 2002). O TPP pode reticular a quitosana,
formando um gel, uma vez que seus ions fosféricos e hidroxil interagem com
grupamento amino da quitosana (Calvo et al., 1997; Bhumkar e Pokharkar, 2006;
Giri et al., 2012). A reticulagcdo da quitosana com TPP leva a uma diminuicdo da
degradacdo da quitosana pela quitinase, além de alterar o comportamento da
solubilidade do polimero, podendo, dessa maneira, ser utilizada como ferramenta
para mudancas desejaveis nas propriedades da quitosana em aplicacdes na
engenharia tecidual (Sharma, Mondal e Gupta, 2002).

Estudos sugerem que nanoparticulas de quitosana/TPP sdo menos téxicos do
gue outros polimeros catibnicos como a poli-L-lisina e polietilenoimina in vivo e in
vitro (Richardson, Kolbe e Duncan, 1999). Vimal e colaboradores demonstraram que
nanoparticulas de quitosana/TPP foram pouco toxicas, causando menos de 10% de
morte de células da linhagem catla do coragéo (Vimal et al., 2013).

A utlizagcdo da quitosana na criagdo de biomateriais similares a tecidos como
pele, cartilagem, osso e nervos, tem se desenvolvido muito, devido ao seu grande

potencial de utilizacdo na engenharia tecidual (Kim et al., 2008).
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1.4. Células-tronco

A medida que a utilizacdo de produtos da engenharia de tecidos se
aproxima das aplicacdes clinicas, um grande desafio se estabelece para a obtencéo
de quantidades suficientes de células para o uso clinico (Zonari, 2013). Para que
uma célula seja ideal, ela deve estar disponivel em quantidades suficientes, ser
capaz de exercer a funcao a ela destinada, ser isolada com o minimo de morbidade
da area doadora e ser compativel com o sistema imunoldgico do receptor (Jain et
al., 2005). Dessa forma, a fonte de células tem grande influéncia sobre o sucesso da
engenharia de tecidos (lkada, 2006).

As células com aplicacdes na engenharia tecidual podem ser
classificadas como autdlogas, quando o doador € o proprio paciente, alogénicas,
gquando o doador € da mesma espécie, porém ndao é o0 paciente, e como
xenogénicas, doadas a partir de animais (lkada, 2006). A utilizagcdo de células
autologas na engenharia tecidual € preferencial devido sua maior biocompatibilidade
com menor risco de rejeicdo e um potencial crescimento do tecido guiado por
biomaterial, porém na utilizacdo de células autélogas encontra-se a dificuldade de se
consequir coletar quantidades suficientes de células, principalmente em pacientes
idosos ou severamente doentes (Handel, Hammer e Hoefer, 2012; lkada, 2006).

As células também podem ser classificadas com base no seu grau de
diferenciacéo, aquelas diferenciadas possuem baixa taxa de proliferacdo, ndo sendo
facilmente expandidas in vitro. E as indiferenciadas sao células capazes de se
diferenciar em diferentes tipos celulares e com grande potencial de expansao
(Brignier & Gewirtz, 2010; Ikada, 2006).

Hoje uma das mais promissoras areas de pesquisa envolve o uso de células-
tronco, fonte de células relevante como modelo de doencgas in vitro e para aplicacéo
em engenharia tecidual, area na qual as células-tronco tem se tornado uma
abordagem importante, devido sua capacidade de proliferacdo e diferenciacdo, na
rapida expansdo do campo da engenharia tecidual (Gepstein 2002; Cosson et al.,
2015).

Células-tronco estdo presentes desde o desenvolvimento embrionario e
persistem no individuo adulto, elas tém a capacidade de se transformar e
reabastecer diferentes tipos de tecidos que compdem o corpo (Gepstein 2002;

Cosson et al., 2015; Brignier & Gewirtz, 2010). Em geral, as células-tronco podem se
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dividir em duas categorias, aquelas conhecidas como células-tronco adultas
(sométicas) e as células-tronco embrionarias (hESC). Todas as categorias de
células-tronco sdo definidas por terem duas propriedades basicas: capacidade de
auto-renovacao e potencial de se diferenciarem em um ou mais tipos de células
especializadas durante o desenvolvimento e ao longo da vida de um organismo
(Gepstein 2002; Cosson et al., 2015).

As células-tronco embrionarias podem ser classificadas em totipotentes, as
quais sao capazes de se diferenciar em todos os tipos celulares bem como em
células dos anexos embrionarios, estando presentes no zigoto e no blastbmero
(Fischbach & Fischbach 2004); e em pluripotentes, células retiradas da massa
interna do blastocisto, capazes de se diferenciar em qualquer tipo celular derivado
dos trés folhetos embrionérios (Thomson et al., 1998). As células-tronco adultas sédo
consideradas multipotentes devido sua capacidade de originar células de diversos
tecidos durante o tempo de vida do organismo, mas ndo de todos os folhetos
embrionarios (Brignier & Gewirtz, 2010). Apesar das células-tronco adultas terem
uma menor capacidade de diferenciacdo, elas sdo preferencialmente utilizadas na
medicina regenerativa pelo fato de ndo estarem ligadas a questdes éticas
associadas a aplicacdo de células-tronco embrionarias (Lindroos, Suuronen e
Miettinen, 2011).

Células-tronco adultas residem em diversos tecidos e 6rgdos, como ha
circulacdo sanguinea, medula éssea fetal e adulta, tecido adiposo, baco, liquido
aminiético, cartilagem, tenddes dos musculos, placenta, tecido fetal, periésteo, fluido
sinovial, timo, osso trabecular, derme, polpa dental, pulmao, cérebro, figado, pele e
trato gastrointestinal, e mesmo na auséncia de leséo, essas células estdo sempre
produzindo células novas para substituir células senescentes (Alhadlag e Mao,
2004; Beyer Nardi e Da Silva Meirelles, 2006; Kode et al., 2009; Brignier e Gewirtz,
2010).

As células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais sdo as
células-tronco adultas mais bem caracterizadas (Hipp & Atala, 2008). Desde a
identificagcéo de células-tronco adultas no estroma da medula 6ssea ha 40 anos, elas
se tornaram um padrdo no campo da biologia de células-tronco adultas e na
medicina regenerativa, devido ao seu potencial de diferenciacéo e baixa morbidade
na colheita (Lindroos, Suuronen e Miettinen, 2011).
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Células-tronco mesenquimais foram inicialmente denominadas como uma
populacdo de células presentes na medula éssea, com capacidade de auto-
renovacdo e diferenciacdo em tipos celulares de origem mesodérmica, como
osteoblastos, condrdcitos e adipocitos (Caplan e Bruder, 2001; Casteilla et al.,
2011). Atualmente, ja& foram isoladas células com caracteristicas semelhantes as
células-tronco mesenquimais em quase todos os tecidos de um individuo adulto,
incluindo o tecido adiposo, pele, pulmdes e liquido amnidético (Toma et al., 2001; Zuk
et al., 2001; Sabatini et al., 2005; Da Silva Meirelles, Chagastelles e Nardi, 2006; De
Coppi et al., 2007).

A Sociedade Internacional de Terapia Celular estabeleceu, em 2005, trés
critérios para a definicdo de células-tronco mesenquimais: (a) aderéncia ao plastico,
quando sob cultivo in vitro; (b) presenca de antigenos de superficie especificos
(expressao de CD73, CD90, CD105, e auséncia de CD45, CD34, CD14 ou CD11bb,
CD79 OU CD19, HLA-DR); e (c) capacidade de diferenciagéo in vitro em adipdcitos,
osteoblastos e condrdcito (Casteilla et al., 2011; Lindroos, Suuronen e Miettinen,
2011).

As células-tronco mesenquimais tem demonstrado um potencial de
diferenciacdo ndo somente em linhagens osteogénicas, condrogénicas e
adipogénicas, como também em outras linhagens de origem mesodérmica (miécitos,
ostedcitos, endotélio, adipocito, cardiomidcitos), ectodérmica (neurbnios), e
endodérmicas (hepaticas, pancreaticas, epitélio respiratorio) (Alhadlag e Mao, 2004;
Beyer Nardi e Da Silva Meirelles, 2006; Kode et al., 2009). Além do potencial de
diferenciacdo, as células-tronco mesenquimais tem capacidade imunossupressiva e
de modulacéo da resposta inflamatoéria (Casteilla et al., 2011)

O interesse pelas células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
(hASC) tem aumentado bastante quando comparado as células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 0ssea, devido a facilidade de obtencdo das
hASC pelo processo de lipoaspiragdo, enquanto a coleta na medula 0ssea é feita
através de procedimento doloroso e a quantidade de células adquiridas
normalmente é muito menor do que as encontradas no tecido adiposo (Casteilla et
al., 2011; Lindroos, Suuronen e Miettinen, 2011).

A medicina regenerativa € um campo multidisciplinar e envolve o uso de
biomateriais, fatores de crescimento e células para o reparo de tecidos e érgdos

lesados. As hASC sdo candidatas ideais para 0 uso em medicina regenerativa
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devido a sua capacidade de auto-renovacdo e de diferenciagio em multiplas
linhagens de células, além de ser encontrada em grande numero, quando colhidas
através de métodos poucos invasivos, com minima morbidade, além de serem
eficazes no transplante alogénico ou autdlogo a partir de qualquer hospedeiro
(Lindroos, Suuronen e Miettinen, 2011)

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de biomateriais inovadores tem
permitido um sistema de cultivo de células in vitro, permitindo que o uso e
propriedades chaves no ambiente celular possam ser modificados, no entanto, o uso
de hASC em matrizes € limitado pela necessidade de um suporte ideal (Kode et al.,
2009; Cosson et al., 2015). Porém, os avancos na ciéncia de desenvolvimento de
biomateriais oferecem uma promessa positiva no campo da engenharia tecidual e, a
crescente capacidade de projetar suportes possibilita a fabricacdo de
microambientes artificiais com capacidade de controlar o destino das células-tronco
(Cosson et al., 2015).

Fatores essenciais para a realizacdo bem sucedida de combinacdes de
células com biomateriais em medicina regenerativa séo: fonte ideal de células;
grande quantidade de células in vitro; possibilidade de longos periodos de cultivo;
adesd@o e viabilidade celular no suporte; rapida vascularizagdo; e potencial de
diferenciacao ( Handel, Hammer e Hoefer, 2012).

Na medicina regenerativa, além da importancia de diferenciacéo, isolamento e
diversidade de linhagens de células-tronco, também € necessario, para 0 aumento
da regeneracdo de tecidos e 6rgdos, mobilizar a circulagdo das células-tronco,
providenciando um ambiente apropriado para o tecido e para recrutamento do
orgéo-especifico, adquirindo uma completa integracéo funcional (Mironov, Visconti e
Markwald, 2004). Levando em consideragao as grandes vantagens das hASC, elas

se tornaram uma atraente fonte de célula para aplicacdo na engenharia de tecidos.
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2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de matrizes de suporte é fundamental para o avanco da
engenharia tecidual, principalmente na area de regeneracao tecidual, uma vez que
permitem a manutencdo das células no local do implante, permitindo também a
proliferacdo e diferenciacdo das células-tronco, favorecendo a regeneragcdo do
tecido lesado.

O desenvolvimento de membranas reticuladas de Quitosana associadas a
gelatina cria a possibilidades de promover regeneracdo de tecidos que ndao mais
respondem aos tratamentos convencionais, a partir de células-tronco derivadas de
tecido adiposo (hASC), abrindo perspectivas promissoras na area da engenharia
tecidual. Nesse contexto, foi proposto neste trabalho, a modificacdes das
membranas de Quitosana e gelatina através da reticulagdo com glutaraldeido ou
tripolifosfato de sédio (TPP), visando ampliar a adesao, proliferacdo e diferenciacéo

celular.
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3. OBJETIVO GERAL

Desenvolver membranas a partir da associagdo de quitosana e gelatina
reticuladas ou ndo para auxiliar na regeneracao de tecidos lesados, empregando

principios da engenharia de tecidos.

3.1.Objetivos Especificos

- Isolar e caracterizar células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
humano (hASC).

- Desenvolver membranas a base de quitosana e a partir da combinacdo de
quitosana e gelatina.

- Reticulagdo das membranas com tripolifosfato de sédio ou glutaraldeido.

- Avaliar a adeséo e viabilidade das hASC cultivada em membranas de quitosana-
gelatina reticuladas ou ndo com tripolifosfato de sédio ou glutaraldeido

- Promover a diferenciacdo de hASC em linhagens osteoblasticas e adipogénicas
nas membranas de quitosana-gelatina, reticuladas ou ndo com tripolifosfato de sédio
ou glutaraldeido.

- Caracterizar membranas de quitosana-gelatina reticuladas ou ndo com tripolifosfato
de sddio e glutaraldeido.

- Avaliar a biocompatibilidade in vivo em ratos, das membranas de quitosana-

gelatina, reticuladas ou nao com tripolifosfato de sédio ou glutaraldeido.
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4. METODOLOGIA

4.1. Meios de cultura celular
4.1.1. Meio de cultura basal

O meio de cultura basal consistiu de DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle
Medium, Gibco) suplementado com 5mM de bicarbonato de sédio, 60 mg/mL de
gentamicina  (Schering-Plough), 100 U/mL de penicilina, 0,10ng/mL de
estreptomicina e 0,25ug/mL de anfotericina B (PSA, Sigma-Aldrich) e 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Gibco).

4.1.2. Meios de diferenciagcao
4.1.2.1 Meio adipogénico

Para producdo do meio adipogénico foram adicionados ao meio de cultura
basal suplementado com 10% SFB os seguintes fatores indutores: 0,1uM de
dezametasona (Aché), 50uM de indometacina (Sigma-Aldrich), 100Ul de insulina
(Lilly) e 0,5mM de isobutilmetilxantina (Sigma-Aldrich).

4.1.2.2 Meio osteogénico

Para producdo do meio osteogénico foram adicionados ao meio de cultura
basal suplementado com 10% SFB os seguintes fatores indutores: 0,1uM de
dexametasona (Ache), 10mM de [-glicerofosfato (Sigma) e 50ug/mL de &acido

ascorbico.

4.2. lIsolamento e cultivo das hASC

As hASC foram isoladas e cultivadas baseando-se no descrito por Zuk e
colaboradores. 2001. O estudo foi realizado de acordo com as normas aprovadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (CAAE:21176413.9.0000.5149). Foi
utilizado, para isolamento das hASC, produtos de lipoaspiracéo de diferentes partes
do corpo (flancos esquerdo e direito, regides supra e infra umbilical) de pacientes
saudaveis, o tecido adiposo foi acondicionado em seringas estéril de 60mL e
encaminhado ao Laboratorio de Imunologia Celular e Molecular localizado no
Instituto de Ciéncias Biologicas — UFMG.

Utilizando capela de fluxo laminar, o contetdo de tecido adiposo contido em

seringas estéreis foi transferido para tubos falcons de 50mL para lavagem com
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tampao fosfato salina (PBS) 0,15M e pH 7.2, seguido de centrifugacao por 6 minutos
a 1400 rpm. Apds a centrifugacdo do produto de lipoaspiracdo, formou-se uma
solucéo bifasica, com a fase inferior contendo PBS e hemacias e a fase superior, o
tecido adiposo.

A fase superior contendo tecido adiposo foi transferida para um novo tubo
falcon de 50mL e tratadas por 1 hora, em estufa a 37°C e 5% de CO, com
colagenase tipo | (Gibco) 0,075% em PBS 0,15M, pH 7,2, no decorrer deste periodo,
a cada 15 minutos, os tubos foram vigorosamente agitados até sumirem 0S grumos
que ficam em suspensao.

Apébs o término do periodo de incubacgéo, os tubos foram centrifugados por 5
minutos a 1400rpm, entdo, o sobrenadante contendo fracdo adipocitaria foi
desprezado e o precipitado contendo fracdo estromal vascular foi suspenso em meio
DMEM com 10% de SFB, transferidas em garrafas de cultura celular e mantidas em
estufa a 37°C e 5% de CO,. Apds 48 horas, o conteldo das garrafas de cultura
celular foi transferido para tubos falcons de 50mL e centrifugados nas mesmas
condicBes anteriores, 0 sobrenadante foi descartado, e o precipitado formado foi
suspenso em meio de cultura basal e acondicionado em garrafas de cultura celular.

O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias e, nos primeiros dias, a garrafa foi
lavada com PBS antes da troca do meio para limpar a cultura e remover células
sanguineas residuais e ndo aderentes. Quando as células atingiram confluéncia de
70-80%, o meio foi retirado, as células lavadas com PBS (0,15M, pH 7,2) e tratadas
com 1mL de tripsina/EDTA (Gibco) por 5 minutos. A agéo da tripsina foi inativada
com meio de cultura basal com 10% de SFB, a suspensédo formada foi dividida em
duas novas garrafas de cultura celular e acrescentado mais meio de cultura basal.
As células foram expandidas dessa maneira para serem utilizadas nos

experimentos.

4.3. Caracterizacéao fenotipica das hASC por citometria de fluxo

As hASC foram caracterizadas por citometria de fluxo através da analise da
presenca de moléculas de superficie celular especificas expressas em MSCs.

Aproximadamente 5x10° células foram incubadas com anticorpos primarios,
durante 30 minutos a 4°C. Ap0s incubacéo, as células foram lavadas com PBS para
remover 0S anticorpos primarios ndo conjugados e incubadas com anticorpo

secundério Alexa Fluor 488 goat anti-camundongo 1gG 2mg/mL (Invitrogen), por 30
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minutos. Anticorpos ja possuiam ligacdo com fluorocromo ndo foram incubados com
anticorpo secundario. As células foram, em seguida, lavadas com PBS e, entdo
fixadas em formaldeido 2%. Para controle negativo de fluorescéncia, anticorpo
secundario foi adicionado as células ndo marcadas com anticorpo primario. A
obtenc&o dos dados foi realizada no citdbmetro de fluxo Guava® easyCyte™ 6-2 L
Flow Cytometer (Millipore), utilizando-se o programa Incyte acquisition (Millipore).
Foram adquiridos 15.000 eventos e os dados foram analisados no programa FlowJo

7.5.6 software (Treestar, Inc.).

4.4. Potencial de Diferenciacao in vitro
4.4.1. Diferenciacao Adipogénica

Com objetivo de verificar se as hASC eram capazes de se diferenciar na
linhagem adipogénica, 2,5x10° células, na 42 passagem, foram semeadas em placas
de 48 pocos e cultivadas em meio de cultura adipogénico especifico (descrito no
item 4.3.2.1) a 37°C e 5% CO,, por um periodo de 21 dias. O meio foi trocado trés
vezes por semana.

ApoOs o periodo de inducdo, foi realizada a coloracao de Oil Red para detectar
a presenca de lipideos no interior das células e consequentemente sua
diferenciacdo em adipdcitos. Para tanto, o meio de cultura foi totalmente removido
dos pocos, em seguida lavados cinco vezes com PBS, as células foram entédo
fixadas com solucédo de formalina 10% por 1 hora, a temperatura ambiente. Apos a
fixacdo, a formalina 10% foi retirada dos pocos e estes lavados trés vezes com agua
destilada. Solucdo de Isopropanol 60% foi adicionado em cada poco e as placas
deixadas em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, o isopropanol foi
removido dos pogos e solugdo do corante Oil Red foi colocado em cada poco, e
deixado por 5 minutos em temperatura ambiente, apos retirar o corante, 0S pogos
foram lavados com agua destilada e em seguida adicionado Hematoxilina por 40
segundos, apos esse periodo a hematoxilina foi retirada dos pocos, e estes, lavados
com &gua destilada. Foi adicionado 1mL de agua destilada e feita a observacdo em
microscoépio invertido Olympus IX70 e as imagens foram adquiridas utilizando

camera Qimaging e o software Image-Pro Plus.
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4.4.1 Diferenciagcdo osteogénica

Para avaliar se as hASC isoladas eram capazes de se diferenciar na linhagem
osteogénica 2,5x10° células, na 42 passagem, foram cultivadas em placas de 24
pocos com meio de cultura osteogénico especifico (descrito no item 4.3.2.2) a 37°C
e 5% CO,, por um periodo de 21 dias. O meio foi trocado trés vezes por semana.

Foi realizada, apés o periodo de inducdo da diferenciacdo, a coloracdo de
Von Kossa para avaliar a mineralizacdo da matriz extracelular, que indica se as
hASC se diferenciaram em linhagem osteogénica. Para tanto, o meio de
diferenciacao foi totalmente retirado dos pocgos, e estes lavados com PBS 0,15M, pH
7,4 e fixadas com solucao de paraformaldeido a 4%, por um periodo de 1 hora. Logo
apos, as células foram lavadas dez vezes com agua destilada,e entdo foi adicionado
solucéo de nitrato de prata (AgNOg3), e as placas expostas a luz ultra violeta por 1
hora. A solucdo de AgNO3 foi entdo removida dos pocos e as células lavadas com
agua destilada para posterior adicdo da solucéo de tiossulfato de sodio 5%, por 5
minutos. As células foram novamente lavadas com agua destilada e em seguida
coradas por 40 segundas com eosina. Foi adicionado 1mL de agua destilada e feita
a observacdo em microscépio invertido Olympus IX70 e as imagens foram
adquiridas utilizando camera Qimaging e o software Image-Pro Plus.

4.5. Preparo das membranas de quitosana (1%)

As membranas de quitosana (1%) foram preparadas pelo método de
evaporacdo de solvente. quitosana (Sigma, 85% desacetilada, derivada de
caranguejo) foi dissolvida em solugcdo de &cido acético (1% v/v), para uma
concentracdo final da solugdo polimérica 1% (m/v), a solucdo foi mantida sob
agitacdo por aproximadamente 24 horas. Apés dissolugdo total da quitosana, a
solucéo foi filtrada a vacuo para remocdo de substancias insollveis, em seguida,
mantida sob agitacdo magnética para neutralizacdo da solucdo com Hidréxido de
Saodio (NaOH) a 1M. O pH foi medido com fitas indicadoras de pH, devido a
viscosidade da solucao polimérica, sendo considerado pH ideal aproximadamente 6,
uma vez que a viscosidade da solugdo aumenta proporcionalmente ao aumento do
pH.

A solucéo de quitosana (1%) foi pipetada em placas de 6 pocos (5mL/poco) e
em placas de cultura de 48 pocos (0,6mL/poco), deixadas destampadas em
temperatura ambiente para evaporagdo completa do solvente. Apds a evaporacao
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completa, quando as placas encontravam-se secas, com uma fina membrana ao
fundo da placa, foram realizadas trés lavagens com agua deionizada, em seguida as
membranas foram tratadas com alcool absoluto e as placas foram deixadas
destampadas em temperatura ambiente overnight para completa secagem das
membranas.

Para incorporagéo de insulina (Humulin®, Insulina Humana, NPH, derivada de
ADN recombinante) foi utilizada a mesma técnica de evaporacdo do solvente em
placas, descrita para obtencdo da membrana de quitosana (1%), porém, apés
neutralizacdo, a solucdo de quitosana foi distribuida em placas de 48 pocos e foram
adicionados em cada poco 1mL (100U) de insulina sob agitacdo, em seguida foram
deixadas destampadas em temperatura ambiente para evaporacdo completa do
solvente. ApOs a evaporacdo completa, quando as placas encontravam-se secas,
com uma fina membrana ao fundo da placa, foram realizadas trés lavagens com
agua deionizada, em seguida as membranas foram tratadas com alcool absoluto e
as placas foram deixadas destampadas em temperatura ambiente overnight para
completa secagem das membranas.

Para incorporacao de tripolifosfato de sédio (Sgma Aldrich) foi utilizada a
mesma técnica de evaporacao do solvente em placas, descrita para obtencdo da
membrana de quitosana (1%), porém, ap0s a evaporacdo completa, quando as
placas encontravam-se secas, com uma fina membrana ao fundo da placa, foi
adicionada solucdo de TPP 0,1% (0,3mL/poc¢o), as placas foram colocadas em
estufa a 37°C por 3 horas, apos esse periodo as membranas foram lavadas trés
vezes com agua destilada, em seguida tratadas com &lcool absoluto e as placas
foram deixadas destampadas em temperatura ambiente overnight para completa
secagem das membranas.

Os grupos experimentais das membranas foram denominados Q, QI, QIT
(Tabela 1).

Tabela 1. Tipos de Membranas de Quitosana (1%)

TIPO MEMBRANA COMPOSICAO
Q Quitosana 1%
Ql Quitosana 1% e Insulina (100UI)
QT Quitosana 1% e TPP 0,1%
QIT Quitosana 1%, Insulina (100UI) e

TPP 0,1%
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As placas de 48 pocos contendo membranas foram mantidas a temperatura
ambiente e esterilizadas por irradiacdo gama a 15KGy no Laboratoério de Irradiacéao
Gama do Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear/Comissédo Nacional de
Energia Nuclear (CDTN/CNEN).

As membranas pipetadas em placas de 6 pocos foram retiradas do fundo da

placa para analise macroscopica.

4.6. Preparo das membranas de quitosana-gelatina (3:1)

As membranas de quitosana e gelatina foram preparadas pelo método de
evaporacao completa do solvente. Quitosana (Sigma, 85% desacetilada, derivada de
caranguejo) e gelatina (Sigma, Tipo B, da pele de bovino) foram dissolvidas
separadamente em solucéo de acido acético 1% v/v, para uma concentracao final de
cada uma das solucdes poliméricas 0,7% (m/v), as solu¢cbes foram mantidas sob
agitacdo por aproximadamente 24 horas. Em seguida, as solugdes foram filtradas a
vacuo, para remocdo de substancias insollveis, e entdo misturadas em uma
proporcdo de 3 volumes de quitosana paca cada 1 volume de gelatina, com uma
concentracéo final de quitosana-gelatina (3:1). A solucdo de quitosana-gelatina foi
mantida sob agitacdo magnética para neutralizacdo do acido acético utilizando
hidréxido de sédio (NaOH) 1M. O pH foi medido utilizando fitas indicadora de pH,
devido a viscosidade da solucdo polimérica, o pH considerado ideal — uma vez que o
aumento pH aumenta a viscosidade e precipita os polimeros — foi de
aproximadamente 6.

A solucdo formada foi pipetada em placas de cultura de 48 pocos
(0,6mL/poco), e em placas de Petri (20mL/placa), as quais foram deixadas
destampadas a temperatura ambiente para evaporagdo completa do solvente. Apés
a evaporagao completa do solvente — quando as placas encontravam-se totalmente
secas e com uma fina membrana formada ao fundo - as membranas foram lavadas
trés vezes com agua deionizada e posteriormente tratadas duas vezes com alcool
absoluto. Em seguida, as membranas foram cobertas com uma fina camada de
alcool absoluto, e as placas foram deixadas abertas overnight para secagem.

Para incorporacdo de glutaraldeido 0,02%, foi utilizada a mesma técnica de
evaporacao do solvente descrita para obtencdo da membrana de quitosana-gelatina
(3:1), porém, ap6s a evaporacdo completa, quando as placas encontravam-se
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secas, com uma fina membrana formada ao fundo da placa, foi adicionada solucao
de glutaraldeido 0,02% (0,3mL/po¢o), as placas foram colocadas em estufa a 37°C
por 3 horas, ap0s este periodo as membranas foram lavadas trés vezes com agua
destilada, em seguida tratadas com alcool absoluto, e, entdo, cobertas com uma fina
camada de &lcool absoluto, as placas foram deixadas destampadas em temperatura
ambiente overnight para completa secagem das membranas.

Para incorporacdo de TPP 0,1% e 1% foi utilizada a mesma técnica de
evaporacdo do solvente em placas, descrita para obtencdo da membrana de
quitosana-gelatina (3:1), porém, ap0s a evaporacdo completa, quando as placas
encontravam-se secas, com uma fina membrana ao fundo da placa, foi adicionada
solucdo de TPP 0,1% (0,3mL/poco) ou TPP 1% (0,3mL/poco), as placas foram
colocadas em estufa a 37°C por 3 horas, apds este periodo as membranas foram
lavadas trés vezes com agua destilada, em seguida tratadas com alcool absoluto, e,
entdo, cobertas com uma fina camada de alcool absoluto, as placas foram deixadas
destampadas em temperatura ambiente overnight para completa secagem das
membranas.

Os grupos experimentais das membranas foram denominados QGS, QGG,
QGTO01 e QGT1 (Tabela 2).

Tabela 2. Grupos de Membranas de Quitosana:Gelatina (3:1)

TIPO COMPOSICAO
MEMBRANA
QG guitosana-gelatina (3:1)
QGG quitosana-gelatina (3:1) e glutaraldeido
QGTO1 quitosana-gelatina (3:1) e TPP 0,1%
QGT1 quitosana-gelatina (3:1) e TPP 1%

As placas foram mantidas a temperatura ambiente e esterilizadas por irradiagao
gama a 15 KGy no Laboratério de Irradiacdo Gama do Centro de Desenvolvimento

da Tecnologia Nuclear/Comisséao Nacional de Energia Nuclear (CDTN/CNEN).
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4.7. Colonizacado in vitro das membranas de quitosana (1%) e

guitosana-gelatina (3:1)

Para a distribuicdo de células em placas de cultura contendo as membranas a
base de quitosana, foi realizado o mesmo procedimento descrito para expansao das
subculturas, porém, ap0s ressuspender as hASC em meio DMEM, elas foram
centrifugadas a 1400 rpm por 5 minutos, logo apds, o sobrenadante foi descartado, o
pellet formado, contendo as células, foi homogeneizado e ressuspendido em 1mL de
meio de cultura basal. As células foram contadas, e aproximadamente 2,5x10°
células foram semeadas em placas de 48 pocos esterilizadas por irradiacdo gama
(15KGy) no CDTN/CNEN contendo os biomateriais a base de quitosana e 1mL de
meio de cultura basal. As placas contendo hASC cultivadas foram mantidas em
estufa a 37°C e 5% de CO..

4.8. Andalise morfoldégica por microscopia eletrébnica de
varredura (MEV) e por microscopia Optica das membranas de

guitosana-gelatina (3:1)

As membranas colonizadas pelas hASC, em placas de 48 pocos, foram
mantidas em cultivo com meio de cultura basal por 4 dias em estufa a 37°C e 5%
CO..

Apo6s o tempo de incubacéo, o meio de cultura basal foi totalmente retirado,
as amostras foram lavadas trés vezes com 1mL de PBS e em seguida fixadas com
Glutaraldeido 0,025% por um periodo de 2 horas a temperatura ambiente,
protegidas da luz, para fixacdo das amostras. Em seguida, os Wells foram lavados
trés vezes com 1mL de PBS. Apds este periodo, as amostras foram imersas em
diferentes concentragfes de alcool etilico (30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95%) durante 15 minutos cada, e alcool absoluto por 1 hora para desidratacdo das
amostras. Apos a desidratacéo, as amostras permaneceram em alcool absoluto até
a secagem em ponto critico de CO, (Balzers, CPD-020), processo pelo qual o alcool
€ substituido pelo CO,, evitando dano a célula causado pela tensao superficial
durante o processo de evaporacdo natural. Em seguida, as amostras foram
montadas em suporte de aluminio (Stubs) e submetidos ao processo de metalizagcéao
em ouro. A metalizacdo e obtencdo das imagens foram realizadas no Centro de
Microscopia da UFMG, utilizando o Microscopio Eletrénico de Varredura FEG —
Quanta 200 FElI.
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A morfologia das células aderidas a membrana também foi avaliada por
microscépio invertido Olympus IX70 e as imagens foram adquiridas utilizando

camera Qimaging e o software Image-Pro Plus.

4.9. Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade e proliferacdo das hASC cultivadas em membranas a base de
quitosana foram mensuradas utilizando um método colorimétrico sensivel
denominado MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), no
qual baseia-se na capacidade de enzimas desidrogenases, presente nas
mitocondrias de células viaveis e metabolicamente ativas, em converter o sal de
MTT, solavel em &gua, em cristais de formazam, produto insolivel em &agua. A
guantidade de cristais de formazan produzidos €, portanto, diretamente proporcional
a quantidade de células viaveis (Mosmann, 1983). Os cristais de formazan sé&o
solubilizados e a densidade 6tica determinada pelo espectrofotbmetro a 595 nm.

As hASC foram semeadas em placas de 48 pocgos contendo os diferentes
tipos de membranas a base de quitosana, além de serem semeadas em placas sem
biomateriais (grupo controle) na densidade de 2,5x10* células/poco contendo 1 mL
de meio de cultura basal. Apés 24, 48 3 72 horas de incubacédo a 37°C e 5% CO», 0
meio de cultura foi removido e substituido por uma solucdo contendo meio de cultura
basal e MTT (5mg/mL Invitrogen), em seguida a placa foi incubada por um periodo
de 2 horas em estufa a 37°C e 5% CO,. Apoés este periodo de incubacéo, a formacéo
dos cristais de formazan pelas hASC, foi observada em microscopio invertido
Olympus IX70 e as imagens foram adquiridas utilizando camera Qimaging e o
software Image-Pro Plus. Os cristais foram entdo solubilizados por meio da adic&o
SDS10%-HCI (sulfato de sédio dodecil), seguido de incubagdo em estufa a 37°C e
5% CO,, por 18 horas, foram transferidos 100uL de cada pogo para uma placa de 96
pocos de fundo chato,em triplicata, e a densidade oética foi mensurada em
espectrofotometro (Anthos 210) a 595nm, os dados foram obtidos a partir a partir do
programa ADAP Basic (Anthos Labtec) e os grafico construidos utilizando o
programa GraphPad Prism 5.

Para controlar a interferéncia da membrana e do proprio meio basal no ensaio
de MTT, foi realizado o ensaio do MTT, nas mesmas condicfes experimentais ja

descritas, em membranas e placas que nao continham células semeadas, e o valor
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da leitura da absorbancia do ensaio contendo células foi diminuido da média da

absorbéancia obtidas desses controles.

4.10. Potencial de diferenciacdo das hASC cultivadas em

membranas de quitosana-gelatina (3:1)
4.10.1. Diferenciacao adipogénica

Com objetivo de verificar se as hASC eram capazes de se diferenciar na
linhagem adipogénica mesmo apos serem semeadas em membranas de quitosana-
gelatina (3:1), 2,5x10° células, na 42 passagem, foram semeadas em placas de 48
pocos, contendo membranas de quitosana-gelatina (3:1) reticuladas ou ndo com
glutaraldeido ou TPP e cultivadas em meio de cultura adipogénico especifico
(descrito no item 4.3.2.1) a 37°C e 5% CO,, por um periodo de 21 dias. O meio foi
trocado trés vezes por semana e hASC cultivadas em meio basal foram mantidas
como controle.

ApoOs o periodo de inducdo, foi realizada a coloracdo de Oil Red para detectar
a presenca de lipideos no interior das células e consequentemente sua
diferenciacdo em adipdcitos. Para tanto, o meio de cultura foi totalmente removido
dos pocos, em seguida lavados cinco vezes com PBS, as células foram entédo
fixadas com solucédo de formalina 10% por 1 hora, a temperatura ambiente. Apos a
fixacdo, a formalina 10% foi retirada dos pocos e estes lavados trés vezes com agua
destilada. Solucdo de Isopropanol 60% foi adicionado em cada poco e as placas
deixadas em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, o isopropanol foi
removido dos pogos e solugdo do corante Oil Red foi colocado em cada poco, e
deixado por 5 minutos em temperatura ambiente, apos retirar 0 corante, 0S pogos
foram lavados com agua destilada e em seguida adicionado Hematoxilina por 40
segundos, apos esse periodo a hematoxilina foi retirada dos pocos, e estes, lavados
com &gua destilada. Foi adicionado 1mL de agua destilada e feita a observagdo em
microscoépio invertido Olympus IX70 e as imagens foram adquiridas utilizando

camera Qimaging e o software Image-Pro Plus.

4.10.2. Diferenciacao osteogénica

Com objetivo de verificar se as hASC eram capazes de se diferenciar na

linhagem adipogénica mesmo apos serem semeadas em membranas de quitosana-
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gelatina (3:1), 2,5x10° células, na 42 passagem, foram cultivadas em placas de 24
pocos, contendo membranas de quitosana-gelatina (3:1) reticuladas ou ndo com
glutaraldeido ou TPP e cultivadas em meio de cultura osteogénico especifico
(descrito no item 4.3.2.2) a 37°C e 5% CO,, por um periodo de 21 dias. O meio foi
trocado trés vezes por semana e hASC cultivadas em meio basal foram mantidas
como controle.

Foi realizada, ap0s o periodo de inducdo da diferenciacdo, a coloracdo de
Von Kossa para avaliar a mineralizacdo da matriz extracelular, que indica se as
hASC se diferenciaram em linhagem osteogénica. Para tanto, o meio de
diferenciacao foi totalmente retirado dos pocos, e estes lavados com PBS 0,15M, pH
7,4 e fixadas com solucdo de paraformaldeido a 4%, por um periodo de 1 hora. Logo
apos, as células foram lavadas dez vezes com agua destilada,e entédo foi adicionado
solugcéao de nitrato de prata (AgNOs3), e as placas expostas a luz ultra violeta por 1
hora. A solucdo de AgNO3 foi entdo removida dos pocos e as células lavadas com
agua destilada para posterior adicdo da solucédo de tiossulfato de soédio 5%, por 5
minutos. As células foram novamente lavadas com agua destilada e em seguida
coradas por 40 segundas com eosina. Foi adicionado 1mL de agua destilada e feita
a observacdo em microscépio invertido Olympus IX70 e as imagens foram
adquiridas utilizando camera Qimaging e o software Image-Pro Plus.

4.11. Caracterizacdo das membranas quitosana-gelatina (3:1)
4.11.1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A caracterizagdo morfolégica das membranas de quitosana-gelatina (3:1) foi
realizada pela microscopia eletrbnica de varredura, MEV. Ap0s 0 preparo das
membranas (QGS, QGG, QGT01, QGT1) como descrito no item 4.2, elas foram
montadas em suportes de aluminios e submetidas ao processo de metalizacdo em
ouro. A metalizacdo e obtencdo das imagens foram realizadas no Centro de
Microscopia da UFMG, utilizando o Microscopio Eletrénico de Varredura FEG —
Quanta 200 FElI.

4.11.2. Ensaio de Absorc&o de Agua das membranas

Para avaliar a capacidade de absorcédo de agua das membranas, foi utilizado
um meétodo gravimétrico. Trés amostras de cada tipo de membrana (QGS, QGG,

QGTO01, QGT1) foram inicialmente pesadas e em seguida imersas em PBS 0,01M,
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pH 7,4, a 37°C sob agitagdo (60rpm), por 15min, 30min, 1, 2, 3, 6, 12 e 48 horas.
Finalizando os periodos determinados, as membranas foram retiradas da solugéo de
PBS, e utilizando papel de filtro, elas foram rapidamente secas para retirada da agua
superficial, e logo em seguida pesadas. A seguinte equacdo foi utilizada para

determinas a quantidade de 4gua absorvida pelas membranas:

massa final-massa inicial

Agua absorvida (%) = x 100

massa inicial

Os dados foram plotados e analisados no programa OriginPro 8

(OriginLabCorporation).
4.11.3. Ensaio de degradagdo in vitro das membranas

Amostras das membranas (QGS, QGG, QGTO01, QGT1), foram inicialmente
pesadas, em seguida, trés amostras de cada grupo foram incubadas em solucao de
PBS contendo Lisozima (Sigma) na concentracdo de 9,8mg/L, semelhante a
encontrada no soro humano (Tietz, 1993). Membranas de cada um dos grupos (n=3)
imersas apenas em PBS foram utilizadas como controle. As membranas foram
colocadas sob agitacédo (60rpm) em temperatura de 37°C por 1, 2, 4 e 8 semanas, a
cada 3 dias as solucbes foram trocadas, e ao final de cada tempo determinado, as
amostras foram lavadas com agua destiladas, colocadas em temperatura ambiente
por 72 horas em papel filtro para secarem e em seguida pesadas. A porcentagem de

massa perdida foi determinada utilizando-se a seguinte equacao:

massa inicial —massa final

Massa perdida (%) = x 100

massa inicial

Os dados foram plotados e analisados no programa OriginPro 8

(OriginLabCorporation).
4.11.4. Propriedades Mecanicas

Para determinar as propriedades mecéanicas (tensdo maxima de tracédo,
deformacédo especifica e modulo de elasticidade) das membranas (QGS, QGG,
QGTO01, QGT1), utilizou o equipamento universal EMIC DL3000, utilizando uma

placa de carga de 50N, velocidade do ensaio 5mm/min, e corpos de prova com 5mm
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de largura, 30mm de comprimento e aproximadamente 0,034mm de espessura.
Cinco Corpos de prova de cada amostra foram testados a velocidade de 5mm/min, a

temperatura ambiente. O ensaio foi realizado seguindo as normas da ASTM D683.

4.11.5. Espectroscopia de Infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR)

As membranas (QGS, QGG, QGT01, QGT1) foram cortadas em formato
circular, com dimensfes aproximadas de 9,75mm e posteriormente colocadas em
estufa a 37°C por uma semana. Em seguida, as amostras foram analisadas no
CDTN/CNEN.

Para avaliar a composicdo quimica das amostras, espectros de FTIR foram
obtidos com sistema de pastilhas de brometo de potassio (KBr) a temperatura
ambiente com um espectrémetro Nicolet 6700 (Thermo Scientific, USA) de alcance
entre 4000 — 400 cm™ e resolucdo de 4 cm™ com 64 varreduras. As amostras foram
preparadas com a proporgédo de 100:1 (KBr:amostra). Os dados foram plotados e

analisados no programa OriginPro 8 (OriginLabCorporation).

4.12. Andlises Estatisticas

Todos os dados representados apresentam a média + desvio padrdo. As
analises foram feitas no programa GraphPad PRISM 5 (GraphPad Sofware, Inc). Os
grupos de dados foram comparados por Two-way ANOVA e pés teste de Bonferroni,

sendo considerada diferenca significativa para todos quando p<0,05.

4.13. Avaliacado da biocompatibilidade in vivo das membranas de

guitosana-gelatina (3:1)

Este procedimento envolvendo animais estd de acordo com os Principios
éticos da Experimentacdo Animal, adotados e aprovados pela Comisséo de Etica o
Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (processo n°: 373/2012).

Para o ensaio de biocompatibilidade foram utilizados ratos, Lewis GFP (++),
adquiridos do Biotério do Departamento de Bioguimica e Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas — UFMG.

Foram feitos implantes subcutaneos utilizando 2 animais para cada periodo
experimental (2 e 30 dias), fémeas, com peso médio de 250 gramas na data do

experimento inicial.
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Antes e durante o experimento, os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Bioquimica e Imunologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas —
UFMG, dentro de gaiolas individuais, com maravalha, recebendo alimentacéo soélida

balanceada e agua filtrada ad libitum.

4.10.1Procedimento cirargico da avaliacao da
biocompatibilidade in vivo das membranas de Quitosana-Gelatina
(3:1)

Os animais foram inicialmente pesados e anestesiados com Ketamina e
Cloridrato de Xylazina, na propor¢cdo 1:1 com dose de 0,10 mL/100 gramas de
massa corporal do animal, via intramuscular. Foi realizado a tricotomia da regiéo e
assepsia com PVPI (solucéo de iodo 10%).

Os quatro diferentes tipos de membranas foram implantados
subcutaneamente no dorso de ratos Lewis GFP (++), os animais foram entdo
divididos em quatro grupos de estudo (Tabela 3).

Tabela 3. Grupos experimentais para avaliagao da biocompatibilidade in vivo

GRUPO TIPO DE MEMBRANA
IMPLANTADA

Grupo 1 guitosana-gelatina

Grupo 2 guitosana-gelatina e

glutaraldeido

Grupo 3 guitosana-gelatina e TPP 0,1%

Grupo 4 guitosana-gelatina, TPP 1%

Posicionado em decubito ventral e com auxilio de bisturi, foi realizada uma
incisdo longitudinal mediana na pele que recobre o animal, em seguida, foi feito o
implante subcutaneo dos diferentes tipos de membranas, previamente esterilizados
(tem 4.2). A pele foi reposta e suturada com fio de sutura de algoddao 4.0. O

procedimento cirdrgico esta ilustrado na figura 1.
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Figura 4. Procedimento cirlrgico para avaliagdo da biocompatibilidade in vivo das membranas
guitosana-gelatina (3:1)

4.10.2Avaliacdo dos implantes subcutaneos - analise

histologica

Apos 2 e 30 dias, os animais foram eutanasiados em camara de CO; e a
regido do implante foi removida, em seguida o implante foi fixado em
paraformaldeido 4% e incluidos em parafina para analises histologicas, de acordo
com os protocolos utilizados no Laboratério de Biologia do Desenvolvimento do
Departamento de Morfologia, ICB, UFMG. Cortes longitudinais de 5um de espessura
foram obtidos por microtomia, fixados em laminas e corados por Hematoxilina e

Eosina (HE). Os cortes foram avaliados com microscopio de luz Olympus BX53.
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e Caracterizagcao das hASC

A partir do isolamento das hASC da fracdo estromal do tecido adiposo,
realizada por digestdo enzimatica e centrifugacdo, foi possivel observar que as

células apresentavam aderéncia ao plastico e formato fusiforme (Figura 5).

Figura 5. Células tronco do tecido adiposo isoladas e cultivadas. hASC na 4% passagem,
apresentam formato fibroblastéide e aderéncia ao plastico.

O perfil imunofenotipico, demonstrado na figura 6, demonstrou que a grande
maioria das células expressava marcadores CD73, CD90, CD166 e CD105,
especificos para MSCs, enquanto a expressdo de CD19 e CD45, marcadores de
células hematopoiéticas, estava presente em menos de 5% da populacéo de células
isoladas, indicando dessa forma que a populagédo de células isoladas corresponde a

células-tronco mesenquimais.
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Figura 6. Perfil imunofenotipico das hASC realizado por citometria de fluxo. Histogramas
representativos e cada marcador demonstra o padréo de expressao dos marcadores especificos para
MSCs e HSCs. O pico em preto representa o controle negativo de fluorescéncia e o pico em branco
esta representando marcacao positiva para o marcador analisado. Histograma demonstra que a
maioria das células expressava marcadores CD73, CD90, CD166 e CD105, especifico para MSCs,

enquanto a expressédo de CD19 e CD45, marcadores de células hematopoiéticas, estava presente em
menos de 5% da populagdo de células isoladas.
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As coloragbes de Oil Red e Von Kossa confirmaram o potencial de
diferenciacado das hASC em linhagens adipogénicas e osteogénicas respectivamente
(Figura 7).

2ol 0

Figura 7. Avaliacdo do potencial de diferenciacdo das hASC cultivadas em placas de 24 poc¢os
sem membranas. (A) A coloracdo Oil Red confirma a diferenciacdo das hASC em linhagem
adipogénica, devido a presenca de goticulas de lipideos no interior das células demonstrado pela
coloracdo vermelha (seta); (B) coloracdo Von Kossa demonstra a capacidade daas hASC se
diferenciarem em células osteogénicas, demonstrada pela coloragdo castanha, que indica a
mineralizagéo da matriz extracelular (cabeca de seta). Escala 100um.

5.2. Desenvolvimento da membrana de suporte de quitosana (1%) e
avaliacdo da adeséo e viabilidade celular

As membranas obtidas pelo método de evaporagdo de solvente descrito no
item 5.1, denominadas Q, QI, QT e QIT, apresentam macroscopicamente estruturas
finas, com aproximadamente 0,034mm de espessura, transparentes, com aspecto

homogéneo e maleavel, conforme observado na (Figura 8).
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Figura 8. Membranas de quitosana (1%) produzidas pelo método de evaporacdo de solvente.
As membranas apresentaram-se macroscopicamente estruturas finas, com aproximadamente
0,034mm de espessura, transparentes, com aspecto homogéneo e maleavel (A) membrana de
guitosana pura; (B) membrana de quitosana com insulina; (C) membrana de quitosana com TPP; (D)
membrana de quitosana com insulina e TPP. Escala: 10mm.

O proximo passo foi avaliar a adesdo das hASC cultivadas nos quatro
diferentes tipos de membranas, sendo possivel observar que as células néo
aderiram as membranas, apresentaram formato circular e formaram estruturas
denominadas esferoides, enquanto qu nas placas controles, sem membranas, as
hASC aderiram as placas, e apresentaram formato fibroblastéide (Figura 9).
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Figura 9. Avaliac&o da ades&o das hASC em membranas de quitosana (1%). Foram observadas
a formacédo de esferbides, apontado pela seta e células hASC néo aderidas com formato circular em
todas as membranas. (A) membrana de quitosana pura; (B) membrana de quitosana e insulina; (C)
membrana de quitosana e TPP 0,1%; (D) membrana de quitosana, insulina e TPP 0,1%; (E) controle
sem membrana. Escala: 250um.

Foi observada, a partir do ensaio de MTT, uma viabilidade significativamente
menor quando hASC foram cultivadas nos quatro diferentes tipos de membranas,
em todos os tempos, quando comparada com o grupo controle, no qual as células
foram cultivadas em placas que nao continha nenhum dos tipos de membrana. Além
disso, o valor da absorbéncia em todos os quatro tipos de membranas, diminui
significativamente com o passar do tempo, enquanto que o valor da absorbancia em
placas sem membrana teve um aumento significativo, indicando nesse caso

aumento da viabilidade celular (Figura 10).
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Figura 10. Ensaios de viabilidade celular das hASC cultivadas nas membranas de quitosana
(1%). Resultados das absorbancias obtidas a partir da leitura de 595nm dos grupos (Q) quitosana
(1%), (QI) quitosana (1%) e insulina, (QT) quitosana (1%) e TPP 0,15, (QIT) quitosana (1%), insulina
e TPP 0,1% e controle sem membrana. Quando cultivadas nos diferentes tipos de membranas, o
valor da absorbancia foi significativamente menor em todos os tempos, quando comparadas ao
controle; o valor da absorbancia nos quatro tipos de membranas diminuiu com o passar do tempo,
enquanto que no grupo controle esse valor aumentou significativamente nos tempos avaliados,
indicando nesse caso uma aumento na viabilidade das hASC. *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001. Two-
way ANOVA e pés teste de Bonferroni.

5.3. Desenvolvimento da membrana de suporte quitosana-gelatina
(3:1)

As membranas produzidas a partir de solucfes de quitosana (0,7%) e gelatina
(0,7%) em proporcdo de 3:1, obtidas pelo método de evaporacdo de solvente
apresentaram-se macroscopicamente uma estrutura fina, com aproximadamente
0,034mm de espessura e transparentes, as membranas sem reticular, apresentaram
estrutura homogénea, ja as reticuladas com glutaraldeido, apesar de ter aspecto
transparente, apresentava uma coloracdo alaranjada, elas se apresentaram com
algumas rugas em algumas partes das membranas, ja as reticulas com TPP, tanto
com 0,1% ou 1%, diminuiam de tamanho apés a reticulacdo, apresentando um

aspecto como se elas tivessem sido amassadas (Figura 11).
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Figura 11. Membranas de Quitosana:Gelatina (3:1) produzidas pelo método de evaporacgado de
solvente. As imagens representam membranas produzidas em placas de petri e posteriormente
cortadas com diametro aproximado de 9,75mm. Todas as membranas apresentaram
macroscopicamente estruturas finas (0.034mm de espessura) e transparentes, as membranas de
quitosana e gelatina sem reticular (A) apresentaram estrutura homogénea; as membranas de
guitosana e gelatina reticulada com glutaraldeido (B) apresentaram-se com uma coloragdo
alaranjada, com algumas rugas; as membranas de quitosana e gelatina reticulada com TPP 0,1% (C)
e as membranas de quitosana e gelatina reticulada com TPP 1% (D) diminuiram de tamanho apés a
reticulagdo. Escala: 5mm.

5.4. Andlise morfologica por Microscopia Eletrébnica de Varredura
(MEV) e microscopia 6ptica das hASC cultivadas em membranas de quitosana-

gelatina (3:1)

As hASC foram cultivadas nas diferentes membranas e ap6s quatro dias de
cultivo elas foram analisadas por microscopia Optica. As imagens obtidas revelaram
gue hASC cultivadas nos diferentes tipos de membranas apresentaram capacidade
de aderéncia aos biomateriais e morfologia fibroblastéide. No entanto, as hASC
cultivadas em membranas de quitosana-gelatina reticuladas com glutaraldeido
apresentaram menor aderéncia e proliferacdo mais lenta quando comparadas com
as membranas de quitosana-gelatina sem reticular e reticuladas com TPP 0,1 e 1%,

gue apresentaram densidade de aderéncia e proliferacdo semelhantes (Figura 12).
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Figura 12. Anélise morfolégica por microscopia Optica das hASC aderidas a membranas de
quitosana-gelatina (3:1) reticuladas ou n&o. As imagens obtidas revelam que as hASC foram
capazes de se aderir nos quatro diferentes tipos de membranas (A) membrana sem reticular; (B)
membrana reticulada com glutaraldeido, apresentaram menor aderéncia e proliferacdo; (C)
membrana reticulada com TPP 0,1%; (D) membrana reticulada com TPP 1%. Escala: 5um

Com a andlise das imagens do MEV, foi possivel observar a presenca de
hASC com morfologia tipica, e aderidas a superficie homogénea das membranas,
emitindo prolongamentos citoplasmaticos que promovem a adesao celular (Figura
13)
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Figura 13. Avaliacdo da adeséo das hASC, por MEV, em membrnas de Quitosana:Gelatina (2:1)
retiucladas ou ndo. Imagens mostrando células aderidas, com morfologia fibroblastéide e emitindo
prolongamentos que promovem a adesao celular (setas). (A) membrana sem reticular; (B) membrana
reticulada com glutaraldeido; (C) membrana reticulada com TPP 0,1%; (D) membrana reticulada com
TPP 1%. Escala 50um.

5.5. Avaliacéo da viabilidade celular

Os resultados da leitura de absorbéncia demonstraram que as hASC
apresentaram-se viaveis quando cultivadas em membranas de quitosana-gelatina
(3:1) sem reticular e reticuladas com glutaraldeido 0,02%, TPP 0,1% ou TPP 0,01%,
ja que o valor da leitura aumentou entre 24h e 72h (Figuras 14 (A); 15 (A); 16 (A) e
17 (A)). As hASC cultivadas nos diferentes tipos de membranas foram capazes de
metabolizar o MTT e produzir cristais de formazan (Figuras 14 (B); 15 (B); 16 (B) e
17 (B)), demonstrando a viabilidade das mesmas.
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Figura 14. Avaliacdo da viabilidade das células cultivadas em membrana de quitosana-gelatina
(3:1) sem reticular. (A) Leitura da absorbancia do ensaio de MTT ap0s 24, 48 e 72 horas de cultivo
em membrana QGS, demonstra aumento da viabilidade celular devido ao aumento da leitura de
absorbancia. *** indica diferenca significativa entre os tempos com p<0.001. (B) Imagens de
microscopia Optica das hASC apé6s adicdo de MTT, demonstrando a formagdo de cristais de
formazan, indicando viabilidade celular. Escala 250 ym.
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Figura 15. Avaliacdo da Proliferacdo e viabilidade das células cultivadas em membrana de
Quitosana:Gelatina (3:1) reticuladas com Glutaraldeido 0,02%. (A) Leitura da absorbancia do
ensaio de MTT apés 24, 48 e 72 horas de cultivo em membrana QGG demonstra aumento da
viabilidade celular devido ao aumento da leitura de absorbancia. *** indica diferenca significativa entre
0s tempos com p<0.001. (B) Imagens de microscopia 6ptica das hASC apés adicdo de MTT,
demonstrando a formagéao de cristais de formazan, indicando viabilidade celular. Escala 250 pm.
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Figura 16. Avaliacdo da Proliferacdo e viabilidade das células cultivadas em membrana de
Quitosana:Gelatina (3:1) reticuladas com TPP 0,1%. (A) Leitura da absorbancia do ensaio de MTT
apos 24, 48 e 72 horas de cultivo em membrana QGT01 demonstra aumento da viabilidade celular
devido ao aumento da leitura de absorbéncia. *** indica diferenca significativa entre os tempos com
p<0.001. (B) Imagens de microscopia Optica das hASC apés adicdo de MTT, demonstrando a
formacgao de cristais de formazan, indicando viabilidade celular. Escala 250 uym.
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Figura 17. Avaliacdo da Proliferacdo e viabilidade das células cultivadas em membrana de
Quitosana:Gelatina (3:1) reticuladas com TPP 1%. (A) Leitura da absorbancia do ensaio de MTT
apos 24, 48 e 72 horas de cultivo em membrana QGT1. *** indica diferenca significativa entre os
tempos com p<0.001. (B) Imagens de microscopia 6ptica das hASC apds adicdo de MTT,
demonstrando a formagéao de cristais de formazan, indicando viabilidade celular. Escala 250 um.
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O valor da absorbéancia do grupo no qual as células ndo foram cultivadas em
membranas (grupo controle) foi significativamente maior do que aquelas cultivadas
em todos os tipos de membranas no tempo inicial de 24 horas, neste mesmo tempo,
nao houve diferenca significativa entre o valor de absorbéancia dos grupos de hASC
cultivadas em membranas quitosana-gelatina sem reticular (QGS), quitosana-
gelatina reticuladas com TPP 0,1% (QGTO01) e quitosana-gelatina reticuladas com
TPP 1% (QGT1). No tempo de 48 e 72 horas, ndo houve mais diferenca significativa
entre 0 grupo controle e a membrana QGTO01, sendo que a partir de 48 horas,
QGTO1 torna-se significativamente maior do que QGT1, que continua sendo
significativamente menor do que o grupo controle. As membranas QGS nao
possuem valor de absorbancia significativamente diferente que o grupo controle no
tempo de 72 horas, tornando-se significativamente maior do que QGT1. As
membranas quitosana-gelatina reticulada com glutaraldeido (QGG), tiveram valores
de absorbancia menores quando comparada com todos os grupos, nos diferentes

tempos (Figura 18).
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Figura 18. Ensaio de MTT das hASC cultivadas em membranas de Quitosana-Gelatina (3:1)
reticuladas ou néo. Leitura da absorbancia do ensaio de MTT apds 24, 48 e 72 horas de cultivo em
membrana (QGS) quitosana-gelatina sem reticular, (QGG) quitosana-gelatina reticulada com
glutaraldeido 0,02%, (QGTO01) quitosana-gelatina reticulada com TPP 0,1%, (QGT1) quitosana-
gelatina reticulada com TPP 1%. O valor da absorbancia do grupo controle foi significativamente
maior do que o valor dos grupos de hASC cultivadas nas diferente membranas no tempo inicial de
24h, neste mesmo tempo, ndo houve diferenca significativa entre a absorbancia das hASC cultivadas
em QGS, QGTO01 e QGT1; Nos tempos de 48h e 72h, ndo houve mais diferenca significativa entre
QGTO1 e controle; a partir de 48h, QGTO1 é significativamente maior que QGT1; QGS ndo possui
valor significativamente diferente de QGT1 em 72h; QGG teve valor de absorbancia menor quando
comparada com todos 0s grupos em todos os tempos. * indica diferenca significativa entre os tempos
com p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001.
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5.6.Capacidade de diferenciagéo in vitro das hASC cultivadas em
membranas de quitosana-gelatina (3:1)

As imagens de Oil Red demonstram que apés 21 dias de cultivo em
membranas sem reticular (Figura 19 (A)), reticuladas com glutaradeido (Figura 19
(B)), reticuladas com TPP 0,1% (Figura 19 (C)) ou reticuladas com TPP 1% (Figura
19 (D)) as células foram capazes de produzir e estocar lipideos em vacuolos no

citoplasma, confirmando a capacidade de diferenciacdo em linhagem adipogénica.

Figura 19. Avaliagdo do potencial de diferenciagcdo das hASC, cultivadas nos diferentes tipos
de membranas, em linhagem adipogénica. Coloracdo de Oil Red para confirmacdo da
diferenciacdo, em adipécitos, de hASC cultivadas por 21 dias com meio de diferenciacéo especifico,
em membranas (A) sem reticular; (B) reticuladas com glutaraldeido; (C) reticuladas com TPP 0,1% e
(D) reticuladas com TPP 1%. Em todas as membranas, as células cultivadas com meio indutor de
diferenciagdo adipogénica foram capazes de produzir e estocar lipidios em vacuolos no citoplasma
(setas), confirmando a capacidade de diferenciacdo em linhagem adipogénica. Escala 100um.

A formagéo de ndédulos de mineracdo apos 21 dias de cultivo, foi demonstrada
pela coloracdo de Von Kossa, demonstrando que hASC cultivadas em membranas
sem reticular (Figura 20 (A)), reticuladas com glutaradeido (Figura 20 (B)),
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reticuladas com TPP 0,1% (Figura 20 (C)) ou reticuladas com TPP 1% (Figura 20
(D)) foram capazes de se diferenciar em células da linhagem osteogénica.

R R B e o e
Figura 20. Avaliacdo do potencial de diferenciagdo das hASC, cultivadas em membranas, em
linhagem osteogénica. Coloracao de Von Kossa para confirmacgédo da diferenciagdo, em ostedcitos,
de hASC cultivadas por 21 dias com meio de diferenciacdo especifico, em membranas (A) sem
reticular; (B) reticuladas com glutaraldeido; (C) reticuladas com TPP 0,1% e (D) reticuladas com TPP
1%. Coloragdo Von Kossa demonstra a capacidade das hASC se diferenciarem em células
osteogénicas, demonstrada pela coloragdo castanha, que indica a mineralizacdo da matriz
extracelular (setas). Escala 100um.

5.7. Caracterizacdo das membranas de quitosana-gelatina (3:1)
5.7.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A partir da andlise da morfologia da membrana de quitosana-gelatina (3:1)
sem reticular, reticulada com glutaraldeido 0,02%, reticulada com TPP 0,1% ou
reticulada com TPP 1%, observa-se uma superficie uniforme, lisa e plana, sem a

presenca de poros visiveis, caracterizando as membranas como densas (Figura 21).
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Figura 21. Caracterizacdo morfolégica das membranas de quitosana-gelatina (3:1) reticucadas
ou ndo. Andlise das membranas através de microscopia eletrbnica de varredura. Em todas as
membranas, (A) QGS - qutiosana-gelatina sem reticular; (B) QGG - qutiosana-gelatina reticuladas
com gluataraldeido 0,02%; (C) QGTO1 - qutiosana-gelatina reticuladas com TPP 0,1% e (D) QGT1 —
guitosana-gelatina reticuladas com TPP 1%, foi possivel observar uma superficie unirforme, lisa e
plana. Escala: 350um.

5.7.2. Ensaio de absorcao de agua

Utilizando o método gravimétrico, foi possivel avaliar a capacidade de
absorcdo das quatro membranas de quitosana-gelatina (3:1) reticuladas ou néo
como demonstradas na figura 22. Analisando a capacidade de absorcdo de cada
membrana, ndo foi possivel comparar cada grupo individualmente nos diferentes
tempos, devido a oscilagdo nas porcentagens de absorcdo de uma mesma
membrana nos diferentes tempos. No entanto, foi possivel observar que as
membranas de quitosana-gelatina (3:1) reticuladas com glutaraldeido (QGG), foram
significativamente menores quando comparadas com o0s demais tipos de
membranas, enquanto que as membranas sem reticular (QGS) se demonstraram
com maior capacidade de absorcdo de agua ao serem comparadas com as demais
membranas, as membranas reticuladas com TPP nas concentracbes de 0,1%
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(QGTO01) e 1% (QGT1) ndo apresentaram diferencas significativas na capacidade de
absorcdo quando comparadas entre si, porém tiveram um valor intermediario de

capacidade de absor¢cédo de agua quando comparada as demais membranas.
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Figura 22. Ensaio de absorcdo de &gua das membranas de quitosana-gelatina (3:1).
Representacdo gréfica da capacidade de absor¢cdo de dgua em relacdo ao tempo das membranas
(QGS) qutiosana-gelatina sem reticular; (QGG) qutiosana-gelatina reticuladas com gluataraldeido
0,02%; (QGTO01) qutiosana-gelatina reticuladas com TPP 0,1% e (QGT1) quitosana-gelatina
reticuladas com TPP 1%. A parti da andlise do gréafico foi possivel observar que membranas QGG
tiveram capacidade de absorcdo de agua significativamente menores quando comparadas com 0s
demais tipos de membranas em todos os tempos; em geral, QGS se demonstraram com maios
capacidade de absorcdo de agua; QGTO01 e QGT1 ndo apresentaram diferencas significativas na
capacidade de absorcdo de &agua, obtendo um valor intermediario de capacidade de absorgéo.
Diferengas significativas: *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001, two-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni.

5.7.3. Ensaio de degradagédo das membranas

Foi avaliada a capacidade de degradacdo in vitro das membranas de
quitosana-gelatina (3:1) na presenca de lisozima em concentragdes fisiologicas,
utilizando membranas imersas em PBS 0,01M como controle. A porcentagem de
massa que cada membrana perdeu ao longo do tempo estd demonstrada na figura
23. Foi possivel observar que na primeira semana houve perda em torno de 23% de
massa em todos os tipos de membranas, quitosana-gelatina sem reticular (QGS),

quitosana-gelatina reticulada com glutaraldeido (QGG), quitosana-gelatina reticulada
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com TPP 0,1% (QGTO01) e quitosana-gelatina reticulada com TPP 1% (QGT1), tanto
na presenca de lisozima, quanto de PBS. Da segunda até a quarta semana nao
houve perda de massa significativa em nenhum dos tipos de membranas tanto
naquelas que estavam na presenca de lisozima quanto na presenca de PBS 0,01M.
A partir da oitava semana, houve uma perda significativa de massa das membranas
tratadas com lisozima em todos o0s grupos quando comparadas com seu grupo
controle, no qual as membranas foram imersas apenas em PBS 0,01M, sendo que,
QGS, QGSTO01 e QGSTL1 tiveram uma reducdo em torno de 40% da massa inicial,

enquanto que QGG tiveram uma reducao em torno de 25%.
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Figura 23. Ensaio de degradacdo enzimdtica in vitro das membranas de quitosana-gelatina
(3:1). Avaliacdo da porcentagem de massa perdida ao longo de 8 semanas de incubagdo com
lisozima ou PBS 0,01M, sob agitacdo a 37°C, das membranas (A) QGS - qutiosana-gelatina sem
reticular; (B) QGG - qutiosana-gelatina reticuladas com gluataraldeido 0,02%; (C) QGTO01 - qutiosana-
gelatina reticuladas com TPP 0,1% e (D) QGT1 — quitosana-gelatina reticuladas com TPP 1%. Em
todos os grupos de membranas, na primeira semana houve perda em torno de 23% de massa em e
entre a segunda e quarta semanas ndo houve perda de massa significativa, tanto na presenca de
lisozima, quanto de PBS; a partir da oitava semana, houve perda significativa de massa em todos os
grupos de membranas quando comparadas ao seu controle, sendo que QGS, QGT01l e QGT1
tiveram uma reduc¢d@o em torno de 40% e QGG em torno de 23%. *** indica diferenca significativa
entre os grupos tradados com PBS 0,01M (controle) e tratados com lisozima com valor de p<0.001,
two-way ANOVA e pds-teste de Bonferroni (n=3).
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5.7.4. Propriedades mecanicas

As membranas de quitosana-gelatina (3:1) foram preparadas em placas de
Petri conforme descrito no item 4.2 e posteriormente cortadas, ficando com os
seguintes diametros: 5mm de largura, 30mm de comprimento e aproximadamente
0,034mm de espessura para assegurar uma seccao vertical de encaixe ao
equipamento.

Calcula-se o0 modulo de elasticidade a partir da inclinacdo da parte linear do
grafico. A porcentagem de deformacdo corresponde a razdo da variacdo do
comprimento pelo comprimento inicial. A area sob a curva até o colapso do corpo de
prova corresponde a tensao.

A partir da analise dos resultados, foi possivel observar que membranas de
quitosana-gelatina reticuladas tanto com glutaraldeido quanto com TPP a 0,1% e
1%, possuem uma tensdo maxima maior do que aquelas membranas nao
reticuladas. Membranas reticuladas com glutaraldeido 0,02% possuem uma tensao
maxima maior do que aquelas reticuladas com TPP 0,1% ou 1%, e a maior
concentracdo de TPP leva a um resultado menor de tensdo maxima.

Em relacdo a deformacao das membranas, observou-se que membranas sem
reticulante e reticuladas com TPP 0,1% tém maiores valores de deformacao,
indicando que sdo mais resistentes do que as membranas reticuladas com TPP 1%
e com glutaraldeido 0,02%, estas ultimas sdo a mais frageis comparada as outras
membranas.

Ao comparar o modulo de elasticidade das quatro membranas, foi observado
que membranas reticuladas com TPP 1% e glutaraldeido 0,02% possuem maior
modulo de elasticidade, e consequentemente sdo mais frageis do que as
membranas sem reticular e reticuladas com TPP 0,1%.

A tabela 4 apresentam os valores da deformacdo especifica, médulo de
elasticidade e tensédo de tracdo. E a figura 24 apresenta os graficos relativos as
curvas de tensao-deformacdo no ensaio de tracdo para as membranas de
quitosana-gelatina sem reticular, reticuladas com glutaraldeido 0,02%, TPP 0,1% ou
TPP 1%.
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Tabela 4.Propriedades Mecénicas das Membranas de Quitosana:Gelatina (3:1)

Amostras Deformacéao Mdédulo Eléstico Tenséo (F. Max.)
(%) (MPa) (MPa)
Sem Reticulante 50+£1,0 25,0+5,0 450+7,0
TPP 0,1% 51+05 26,0+ 4,0 63,0+ 7,0
TPP 1% 3,3+0,4 31,0+ 3,0 57,0+2,0
Glutaraldeido 28+0,1 33,0+£2,0 68,0 +4,0
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Figura 24.Gréficos relativos as curvas de tensao-deformagdo no ensaio de tragcdo para as
membranas de quitosana-gelatina. (a) Membrana sem reticulante; (b) Membrana reticulada com
TPP 0,1%; (c) Membrana reticulada com TPP 1% e (d) Membrana reticulada com Glutaraldadeido
0,02%.

5.7.5. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A figura 25 representa os espectros das membranas de Quitosana sem
reticular (QGS), reticulada com Glutaraldeido 0,02% (QGG), reticulada com TPP
0,1% (QGTO01) e reticulada com TPP 1% (QGT1). Foi possivel observar que o0s

espectros de todas as membranas foram semelhantes, apresentando picos em
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valores de comprimentos de ondas similares. Foi realizada apenas andlise
qualitativa, por isso, o tamanho do pico n&o foi considerado.

Bandas em torno de 896 cm™ e 1322 cm™ referem-se a ligacdes glicosidicas,
e a amida terciaria, presentes tanto na quitina, quanto na Quitosana. Picos de
absorcdo em 1550 cm™ é representativo de alongamento de C—N, junto com flexdo
do grupo N-H, presentes na amida secundaria tanto da Quitosana quanto da
gelatina, o pico 1650 cm™ é referente a presenca de estiramento da carbonila (C=0),
da amida primaria, presente na estrutura da Quitosana e da gelatina e o pico 1240
cm™ representa a presenca de amida terciaria, presente na estrutura quimica da
gelatina.

A presenca de uma larga banda em torno de 3365 cm™ é a indicacdo de
resultado de sobreposicdo de vibracdes de alongamento de O-H e N-H, grupos
estes envolvidos em ligacdes de hidrogénio, enquanto a presenca, também, de uma
banda larga em torno de 2900 cm™ representa sobreposicéo dos grupos alifaticos —
CH; e —CH3 .

Pico de absorcdo em torno de 1150 cm™ refere-se ao estiramento assimétrico
da ponte C—O-C, enquanto que 1070 cm™ e 1031 cm™ envolve o estiramento do
grupo C-0O, caracteristica da estrutura sacaridica da Quitosana, ja os picos de 1383
cm™ e 1420 cm™ estdo associados & deformacao simétrica do grupo —CHs.

O pico de 1590 cm™ foi observado apenas no espectro da membrana de
Quitosana:gelatina reticulada com glutaraldeido, e ele representa ligacdo C—N da

imina, que ocorre entre a Quitosana e o glutaraldeido.
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Figura 25. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier mas membranas. Os
quatro tipos de membranas foram avaliadas pela técnica de FTIR com alcance entre 4000 — 400 cm™.
Os graficos estdo no intervalo de 4000 — 700 cm™. Foi realizada uma avaliagdo qualitativa, por isso 0s
tamanhos dos picos ndo foram de importancia e os valores de transmitancias ndo estao
representados nos graficos (A) QGS - qutiosana-gelatina sem reticular; (B) QGG - qutiosana-gelatina
reticuladas com gluataraldeido 0,02%; (C) QGTO1 - qutiosana-gelatina reticuladas com TPP 0,1% e
(D) QGT1 — quitosana-gelatina reticuladas com TPP 1%

5.8. Avaliacdo da biocompatibilidade in vivo das membranas de

Quitosana-Gelatina (3:1) reticuladas ou néo

As membranas foram implantadas no animal horizontalmente e retas, porém ao
remover a regido do implante foi possivel perceber que as membranas dobraram
sobre si mesmas. Foi possivel observar, a partir das analises histolégicas, o

encapsulamento do material e uma resposta inflamatéria do tipo corpo estranho.

Apo6s dois dias do implante, ao remover a regido do implante, foi
observado que as membranas ndo estavam totalmente aderidas ao tecido do
animal, ficando um pouco solta na regido subcutdnea, mas mesmo assim, apés a
coloragdo, foi possivel observar um material amorfo, extremamente eosindfilo e
acelular que caracterizavam as membranas QGS, QGG, QGT01 e QGT1. Ao redor,

nas marginacbes das membranas, foi observado infiltrado inflamatério
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polimorfonuclear, com raras células mononucleares, vasos congestos e com
presenca de marginacao leucocitaria, caracterizando uma inflamacédo aguda (Figura
26).
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Figura 26. Andlises histoldgicas de H&E ap6s 2 dias do

gelatina (3:1) reticuladas ou n&o com glutaraldeido ou TPP ),1% e 1%. A andlise evidéncia uma
reacdo inflamatéria aguda nas membranas (A) QGS - qutiosana-gelatina sem reticular; (B) QGG -
gutiosana-gelatina reticuladas com gluataraldeido 0,02%; (C) QGTO1 - qutiosana-gelatina reticuladas
com TPP 0,1% e (D) QGT1 — quitosana-gelatina reticuladas com TPP 1%. M - membrana de
quitosana-gelatina (3:1); IF - infiltrado inflamatério. Escalas: 50um e 150um.

(¥,

Apb6s 30 dias do implante, foi possivel observar que as membranas estavam
totalmente encapsuladas e integras, com presenca de células mononucleares,
células gigantes e vasos distribuidos difusamente pela capsula que envolve o
implante, caracterizando uma resposta inflamatoéria crénica do tipo corpo estranho
nos implantes de membranas QGTO1 foi observado alguns focos de hemorragia,

engquanto que na QGT1 houve intensa hemorragia (Figura 27).
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s implantes subcutaneos de mamebranas de
Quitosana:Gelatina (3:1) reticuladas ou ndo. A andlise evidéncia uma reacao inflamatdria crénica
do tipo corpo estranho nas membranas (A) QGS - Qutiosana-Gelatina sem reticular; (B) QGG -
Qutiosana-Gelatina reticuladas com Gluataraldeido 0,02%; (C) QGTO1l - Qutiosana-Gelatina
reticuladas com TPP 0,1% e (D) QGT1 — Quitosana-Gelatina reticuladas com TPP 1%.. M- membrana
de Quitosana:Gelatina (3:1); V- Vaso sanguineo hiperemiado; H- Hemorragia; MN- mondcitos; CG-
células gigantes. Escalas: 50um e 150um.
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6. DISCUSSAO

Graves lesdes em tecidos ou 0Orgdos, devido aos variados fatores, como
cancer, anomalia congénita, trauma, dentre outros, € um importante problema de
salude, e as opcoes de tratamento incluem o transplante (humano ou
xenotransplante), a reparacgdo cirargica, préteses artificiais, dispositivos mecanicos,
e em alguns casos, o tratamento farmacoldgico, no entanto, grandes danos a um
tecido ou 6rgdo ndo podem ser reparados e nem recuperados em longo prazo de
uma maneira satisfatoria por estes métodos (Persidis, 1999; Ikada, 2006). Nesse
contexto, o uso de biomateriais, baseados nos conceitos de engenharia tecidual,
pode ser uma alternativa para regeneracgéao tecidual, uma vez que nao é necessaria
a existéncia de um doador bem como, atualmente, varias pesquisas estdo sendo
realizadas para minimizar ao maximo a resposta imunoldgica ao biomaterial
transplantado.

A medicina regenerativa ou engenharia tecidual consiste em um campo
multidisciplinar de pesquisa e, se baseia no uso de biomateriais, fatores de
crescimento e células-tronco com o intuito de substituir temporariamente ou
regenerar tecidos e érgaos danificados (Langer & Vacanti, 1993; Lindroos, Suuronen
e Miettinen, 2011). O desenvolvimento de biomateriais com propriedades biofisicas e
bioguimicas desejadas pode orientar a regeneracao de tecidos complexos a partir do
uso células-tronco associadas a matriz de suporte (Cosson et al., 2015).

Biomateriais sdo projetados com objetivo de exibir propriedades fisico-
quimicas que lembram o ambiente natural das células, além disso, eles devem ser
de fabricacdo simples e reprodutivel, de preferéncia transparentes para permitir a
visualizacdo de imagens através da microscopia de luz; apresentarem propriedades
estruturais e mecanicas controladas; permitir a modulariedade e adaptacdo as
propriedades do tecido; e serem biodegradaveis (Cosson et al., 2015).

O preparo das membranas de quitosana 1% e de quitosana-gelatina (3:1)
através do método de evaporacdo completa do solvente € um método reprodutivel e
relativamente rapido, visto que as membranas ficam prontas em aproximadamente
sete dias. A partir desse méetodo foi possivel obter membranas finas e transparentes,
facilitando dessa maneira, a visualizacdo das células aderidas e do processo de
diferenciacdo, além disso, as membranas sdo maleaveis, tornando-as mais facil de

se adaptarem a estrutura fisica do tecido ou érgdo alvo. Entretanto, apds a retirada
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da regido transplantada em ratos, para analise da biocompatibilidade do material,
observou que as membranas, inseridas retas no tecido subcutéaneo, apresentavam-
se dobradas sobre elas mesmas, provavelmente devido ao movimento natural da
regido com a movimentacdo dos ratos, sendo necessario, portanto, desenvolver
alguma técnica que possa impedir que a membrana se dobre, e que ela apenas se
adapte ao formato do tecido.

A modificacdo da quitosana, a partir da substituicdo da superficie funcional
devido sua reticulacdo, pode alterar as propriedades mecéanicas e biologicas dos
mesmos (Gao, Lai e Leung, 2012), a partir desse pensamento, as membranas
desenvolvidas pelo método de evaporacdo de solvente foram posteriormente
reticuladas, objetivando desenvolver membranas que se adequassem melhor aos
requisitos exigidos pela medicina regenerativa.

Fonte confidvel de células para o reparo tecidual tem sido um dos principais
desafios encontrados pela medicina regenerativa (Gimble & Guilak, 2003). As
hASCs sdo uma promessa significativa para aplicacdes futuras na medicina
regenerativa e tem atendido muitos requisitos necessarios para seu uso na
engenharia tecidual. hASCs estdo disponiveis em grandes quantidades nos
individuos, podendo ser obtidas a partir de fragmentos de tecido adiposo isolado a
partir de lipoaspiracdo, essas células possuem a capacidade de se diferenciar em
multiplas linhagens celulares, capacidade de serem transplantadas de forma
autdloga, e podem ser isolada e expandidas de maneira controlada e em grande
escala (Gimble & Guilak, 2003; Lindroos, Suuronen e Miettinen, 2011; Garcia-Olmo
et al., 2009).

Antes do uso clinico das hASCs, alguns estudos sdo necessarios para que
seja demonstrada a seguranca e eficacia dessas células em modelos animais, quer
isoladamente ou em combinagdo com biomateriais (Gimble & Guilak, 2003). As
hASCs foram utilizadas neste estudo para avaliar a biocompatibilidade das
membranas de quitosana (1%) e quitosa-gelatina (3:1).

Para que fossem realizados os testes utilizando as hASCs, foi necessério
realizar a caracterizagdo das mesmas. A caracterizagcdo das hASC é importante para
sua utilizagdo na terapia celular e engenharia tecidual de forma segura e
reprodutivel (Lindroos, Suuronen e Miettinen, 2011). A Sociedade Internacional de
Terapia Celular (ISCT) estabeleceu critérios minimos para definir células-tronco

mesenquimais: quando cultivadas em superficie plasticas elas possuem capacidade
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de aderéncia; expressam antigenos de superficie especificos; e tem potencial de
diferenciacéo in vitro na presenca de fatores de inducéo especificos (Dominici et al.,
2006; Gimble, Guilak e Bunnell, 2010; Casteilla et al., 2011).

As células-tronco utilizadas em nosso estudo foram isoladas da fracéo
estromal de tecido adiposo proveniente de lipoaspiracdo de interesse estético, o
isolamento e expansdo das hASC em garrafas de cultivo, demonstraram células
fibroblastéides. Quando mantidas em cultura padréo, as células se apresentavam
aderentes a superficie plastica com morfologia fibroblastdide. A caracterizacdo das
hASC foi realizada utilizando citbmetro de fluxo, é importante a realizacdo da anélise
fenotipica das células para comprovar a pureza da populacdo celular a ser
trabalhada. Nossos resultados demonstraram que as hASC isoladas e cultivadas
apresentavam a expressdo de marcadores de superficie celular especificos para
MSC, CD73, CD90, CD166 e CD105 e auséncia de expressdo de CD19 e CD45
presentes na superficie de células hematopoiéticas.

Quando submetidas ao cultivo com meios de cultura indutores de
diferenciacdo especificos, as hASC foram capazes de se diferenciarem em
linhagens adipogénicas e osteogénicas. Todas essas caracteristicas encontradas
nas células utilizadas em nossos estudos apresentam os critérios minimos definidos
pela ISCT para definicdo de células-tronco mesenquimais, com isso podemos
afirmar que as células isoladas sdo células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo.

A construcdo de um biomaterial de sucesso para utilizagdo na engenharia de
tecidos depende do objetivo que se deseja alcancar, com isso, a selecdo de um
biomaterial deve levar em consideracdo a adesividade celular ou a capacidade de
conferir biofuncionalidade ao material, a fim de induzir uma resposta particular na
regeneracao tecidual (Marklein e Burdick, 2010). A adesdo celular pode ser
desejavel ou ndo, dependendo de qual seja o0 objetivo a ser alcancado, atualmente
existem varias técnicas que controlam a aderéncia celular em biomateriais e
diversos estudos tém sido realizados para criar matrizes de suporte que promovam a
adesao celular (Halberstadt et al., 2002; Marklein e Burdick, 2010).

O objetivo do nosso trabalho, foi desenvolver membranas a base de
quitosana que promovesse a adesdo de hASC, no inicio dos estudos, com a
producdo de membranas apenas de quitosana com posterior adi¢cdo de insulina e/ou

TPP, nosso objetivo ndo foi alcancado, hASC foram cultivadas nas membranas e



76

apenas raras células se aderiram ao biomaterial, as células se atrairam e formaram
agregados celulares denominados esferdides. Além disso, a avaliacdo da viabilidade
celular nas membranas de quitosana pura, quitosana com insulina, quitosana com
TPP e quitosana com TPP e insulina, demonstraram uma diminuicdo no valor da
absorcdo, chegando a zero em 72 horas, porém, ndo pode-se afirmar que houve
perda da viabilidade dessas células, pois como elas ndo estavam aderidas aos
biomateriais, elas podem ter sido descartadas junto com o meio de cultivo, que é
totalmente retirado dos poc¢os para que seja adicionado o reagente MTT. Entéo, para
comprovar a viabilidade dessas células, novos estudos deveriam ser realizados.

Hoje em dia, agregados celulares, incluindo os esferoides e camadas de
células tém atraido cada vez mais a atencdo de pesquisadores, pois eles sao livres
de biomateriais exdgenos que podem de certa forma causar reacdo nociva sobre o
transplante de células (Cheng, Wang e Young, 2012).

Chen et al. cultivaram hASC em finas membranas de quitosana e obtiveram
resultados semelhantes ao encontrado nas membranas de quitosana (1%)
produzidas inicialmente no presente trabalho, eles observaram a formacédo de
esferoides com poucas células aderidas. Porém eles analisaram as caracteristicas
das células que formavam os esferoides, demonstrando que as hASCs presentes
nos agregados se apresentavam mais viaveis do que células cultivadas em
monocamadas, hASC em esferoides foram mais eficientes na capacidade de
diferenciacdo adipogénica e osteogénica apos adicdo de meio de inducao do que as
cultivadas em monocamadas, além de produzir mais moléculas da MEC (Cheng,
Wang e Young, 2012).

Objetivando obter membranas adequadas para a utilizagdo na regeneracao
tecidual, a associagcdo da quitosana com outros compostos S&o comumente
empregadas, para permitir e melhorar a adeséao e proliferacéo celular (Cheng, Wang
e Young, 2012; Whu et al., 2013). A combinagcdo de quitosana com gelatina na
producdo de membranas € importante para melhorar as propriedades mecéanicas do
biomaterial bem como a adesao celular ao biomaterial (Cheng, Wang e Young,
2012; Whu et al., 2013).

A adicdo de pequenas quantidades de gelatina aos biomateriais é capaz de
promover melhora significativa na adesdo de hASC a matriz de suporte (Cheng,
Wang e Young, 2012). Nagahama e colaboradores demonstraram que osteoblastos

cultivados em membranas de quitosana e gelatina foram capazes de aderir ao
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biomaterial, demonstrando a bioatividade dessas membranas e sua potencial
aplicacao na engenharia tecidual (Nagahama et al., 2009).

No presente trabalho, o desenvolvimento de membranas de quitosana-
gelatina (3:1) permitiram a adesdo de hASC, que permaneceram com sua morfologia
fibroblastoide preservada quando cultivadas nos diferentes biomateriais, mesmo as
células cultivadas em membranas reticuladas com glutaraldeido 0,02%, que tiveram
uma aderéncia menor e crescimento mais lento, alcancando a confluéncia mais
tardiamente, quando comparado as membranas nao reticuladas e reticuladas com
TPP 0,1% e 1%, que apresentaram densidade de adesédo e proliferacéo
semelhantes, demonstrando dessa maneira que, as membranas em questao,
alcancaram um perfil de adesao celular favoravel para o seu uso na engenharia
tecidual.

O fato do perfil de adesdo das hASC aos biomateriais de quitosana 1% ter
sido diferente daqueles produzidos pelas membranas de quitosana:gelatina (3:1),
confirma que a adicdo de gelatina na composicdo de biomateriais facilita o
crescimento e adesao celular, permitindo a producdo de um biomaterial com 6timas
propriedades para o uso na engenharia tecidual. A gelatina serve como um substrato
para adesdao, diferenciacao e proliferacdo celular, enquanto a quitosana exibe varias
atividades biolégicas devido sua estrutura possuir caracteristicas similares aos
glicosaminoglicanos (Thein-Han et al., 2009)

O perfil de adesao celular nas membranas sem reticular corrobora com o0s
encontrados por Zhang e colaboradores, em que hASC cultivadas em membranas
de quitosana-gelatina (3:1) aderiram e proliferam bem, alcancando 100% de
confluéncia apos 5 dias de cultivo (Zhang et al., 2006).

Foi possivel observar a partir da microscopia eletrdnica de varredura a
presenca de varias moléculas na superficie das células e de prolongamentos
citoplasmaticos que promovem a adesao celular. As células-tronco podem interagir
com biomateriais a partir de receptores de superficie, tais como as integrinas e
moléculas de adesao celular (Marklein e Burdick, 2010).

Para avaliar a citotoxicidade de varios biomateriais aplicados na engenharia
de tecidos, é utilizado o ensaio de MTT, e o valor da absorbancia pode fornecer
indicios de proliferacéao celular (Shafiee et al., 2011; Wang et al., 2012; Hajiabbas et
al., 2015). Kim et al. demonstraram que fibroblastos cultivados em membranas de

quitosana e gelatina sem reticular e reticuladas com proantocianidina demonstraram
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um aumento da adesao e proliferacdo, enquanto que membranas reticuladas com
glutaraldeido promoveram uma diminuicdo na adeséao e proliferacado dos fibroblastos
em cultivo, demonstrando que proantocianidina, diferente do glutaraldeido, nao foi
toxico (Kim et al., 2005).

No entanto, podemos demonstrar, que apesar da menor taxa de proliferacéo
celular, as hASC cultivadas em membranas reticuladas com glutaraldeido 0,02%,
foram capazes de aderir e se proliferar, mantendo-se viaveis no decorrer do tempo
avaliado, demonstrando que neste caso o0 glutaraldeido ndo € toxico. O fato de a
proliferacdo celular ter sido menor para o glutaraldeido quando comparado as
membranas nao reticuladas ou reticuladas com TPP 0,1% e 1%, pode ser devido ao
tempo maior que as células levam para se aderir, e hdo por que o glutaraldeido tem
efeito toxico sobre as células.

Os resultados dos ensaios de adeséo, viabilidade e proliferagdo celular
demonstraram que as membranas de quitosana-gelatina (3:1) reticuladas ou néo,
produzidas no presente trabalho, podem ser fontes de biomaterial adequado, com
boa adesédo celular e propriedades de proliferacdo que permitem a sobrevivéncia e
manutencdo de hASC, porém, para que se usa com maior seguranc¢a, mais teste
devem ser realizados.

Zhang et al. demonstraram em seu estudo, que hASC cultivas em membranas
de Quitosana e Gelatina eram capazes de se diferenciar em adipdcitos e ostedcitos
quando cultivadas com meio indutor (Zhang et al., 2006), nés demonstramos que
ndo apenas hASC cultivadas em mebranas sem reticular, como também as
semeadas em membranas reticuladas com gluataraldeido 0,02%, TPP 0,1% e TPP
1%, preservavam sua capacidade de diferenciar em células das linhagens
adipogénicas e osteogénicas apoOs cultivadas com meios de diferenciacdo
especifico. Como o objetivo desses materiais, € seu possivel uso na medicina
regenerativa, pode-se sugerir uma futura aplicacdo terapéutica na reconstituicao de
tecido mole e no reparo 0sseo.

A combinagcdo de hASC com um biomaterial adequado, pode
beneficiar pacientes com numero reduzidos de precursores osteoblastico ativos, com
osteosporose, bem como acelerar o reparo de fraturas em pacientes idosos
submetidos a procedimentos ortopédicos (Gimble e Guilak, 2003).

Existe necessidade do desenvolvimento de técnicas para tratamento de

pacientes com lesdes nos tecidos moles, as quais sdo extensos espacgos vazios no
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interior do tecido adiposo subcutaneo, podendo ser causada por lesdo traumatica,
ressec¢cdo oncoldgica ou cicatrizes (Handel, Hammer e Hoefer, 2012), para que a
associacdo de células-tronco com biomateriais seja bem sucedida é preciso uma
fonte ideal de células, adesédo e viabilidade celular, rapida vascularizacdo do
transplante, crescimento do tecido e todo o local do implante e no caso de
regeneracao de tecido mole, o potencial de diferenciacdo na linhagem adipogénica
(Halberstadt et al., 2002; Gimble e Guilak, 2003).

A biocompatibilidade de um biomaterial pode ter grande impacto a curto e
longo prazo na engenharia de tecidos, pois para ser utilizado na area biomédica, um
polimero ndo deve produzir uma reagdo adversa, além de ter a habilidade de
desencadear em um organismo resposta apropriada para uma aplicacdo especifica
(Brito et al., 2009).

ApGs a implantacdo de biomateriais, ocorrem reacdes como leséo, interagdes
material-sangue, formacdo de uma matriz provisoria, inflamagcdo aguda e cronica,
desenvolvimento de tecido de granulacao, reacao de corpo estranho e formacao de
capsula fibrosa (Anderson, Rodriguez e Chang, 2008)

A inducdo de uma pequena resposta inflamatéria e formacao de cépsula
fibrética minima sdo necessarias para o sucesso do biomaterial na engenharia
tecidual (Halberstadt et al., 2002).

Neste trabalho foi avaliada a implantacdo de membranas de quitosana-
gelatina (3:1) reticuladas ou ndo na regido subcutanea de ratos, o qual desencadeou
uma resposta inflamatéria caracterizada como reacao de corpo estranho. Apds dois
dias da implantacdo dos biomateriais, foi observada uma inflamagcédo aguda, com
abundante presenca de células inflamatérias, porém com o passar do tempo houve
uma diminui¢cdo da reacédo tecidual, progredindo para uma inflamacao crénica, com
formacédo de capsula fibrosa em torno do biomaterial, sendo observada a presenca
de células mononucleares e células gigantes proximas as membranas. Brito et al.
encontraram resultados semelhantes aos nossos quando testaram o implante
subcutédneo de membranas de quitosana (Brito et al., 2009). No entanto, em nosso
estudo, observamos que ocorreu quadro de hemorragias nos animais implantados
com membranas de quitosana-gelatina reticulados com TPP, e a hemorragia foi
maior, quanto maio a concentracédo do TPP, esse quadro pode representar um risco
para o sucesso do implantes deste material.



80

A presenca de células gigantes € caracteristica de resposta do organismo a
introducdo de material estranho, uma vez que essas células sdo capazes de
envolver e fagocitar pequenas particulas que ndo pertencem ao organismo receptor
(Brito et al., 2009).

Sabe-se que macréfagos exercem papel fundamental, através da secrecao de
citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas e também enzimas proteoliticas, como
metaloproteinases, responsaveis por degradar o material. Além disso, o0s
macrofagos ativados se fundem formando células gigantes multinucleadas, que
contribuem para manutencdo do ambiente pro-inflamatério bem como fagocitam as
particulas de biomaterial degradado (Anderson, Rodriguez e Chang, 2008; Van
Putten et al., 2013).

Aposs 4 semanas do implante subcutaneo do biomaterial, Kim e colaboradores
observaram completa degradacdo dos filmes de quitosana e gelatina, e pouca
degradacdo do filme reticulado com proantocianidina (Kim et al., 2005). O que né&o
estd de acordo com o encontrado em nosso estudo, que ap0s quatro semanas do
implante as membranas continuavam presentes no tecido subcutaneo, ndo sendo,
portanto totalmente degradadas.

A adesdo celular € um parédmetro importante na engenharia tecidual. Os
biomaterias, por terem suas propriedades de superficie (composi¢cdo quimica,
topografia, rugosidade, energia de superficie) possuem a chave para o controle da
adesdo, proliferacdo e orientacdo das células em cultivo, assim o0 conceito de
biocompatibilidade deve ser também focado nas caracteristicas de interacdo entre a
célula e o biomaterial, dessa maneira, a matriz de suporte deve conter
caracteristicas morfolégicas importantes (Lofti, 2013).

A caracterizacdo das membranas pelo MEV demonstrou que mesmo apos a
reticulagdo das membranas de quitosana-gelatina (3:1), ndo houve diferenca
significativa na microestrutura das membranas, que se apresentaram com uma
superficie plana e lisa, sem a presenca de poros, sendo, portanto, caracterizadas
como membranas densas. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados
por Marreco et al. e Wrobel et al., bem como com os encontrados no trabalho de
Fidéles 2010, que mesmo apoOs reticulacdo, as membranas de quitosana
continuaram apresentando superficie lisa e densa (Marreco et al., 2004; Fidéles,
2010; Wrobel et al., 2014)



81

Sabe-se que as propriedades de superficie de materiais, tais como a sua
estrutura quimica, sdo essenciais para a adesdo e proliferacdo de células e, a
superficie lisa e densa encontrada nas membranas de quitosana-gelatina (3:1), ndo
mostraram propriedades negativas que limitariam o seu uso na engenharia tecidual.

A rugosidade da superficie de biomateriais tem sido alvo de muitos estudos,
sendo um fator decisivo no processo de adesao celular a matriz de suporte, estudos
demonstraram que fibroblastos aderem a superficie de biomateria de titanio atraves
de finos prolongamentos citoplasmaticos, apresentando forma achatada e se
espalhavam sobre a superficie de biomateriais lisos, no entanto, em superficies
asperas, rugosas a morfologia das células foi afetada pelas ranhuras da superficie,
além disso, os fibroblastos apresentaram maior proliferacdo e adesdo quando
cultivados em superficies lisas (Lofti, 2013). Células epiteliais demonstram melhor
adesdo em biomaterias que possuem superficie lisa e plana do que quando sao
cultivadas em superficies rugosas (Raisanen et al., 2000).

Os resultados de FTIR para as membranas de quitosana-gelatina (3:1)
reticuladas ou ndo, com glutaraldeido 0,02%, TPP 0,1% e TPP 1% sao compativeis
com 0s encontrados em varios estudos utilizando esse tipo de biomaterial (Thein-
Han et al., 2009; Fernandes et al., 2011; Baldino et al., 2015). Foram encontrados
picos caracteristicos da quitosana e da gelatina em todos os espectros, a auséncia
do pico referente ao NH3, que aparece ~154 cm™, pode ser devido provavelmente a
interacdo entre o grupo NH3 da quitosana e o0 —COO- do acido acético, e 0 nao
aparecimento do pico 1706 cm™, é provalvelmente devido a auséncia de &cido
acético livre, demonstrando dessa maneira que to o solvente foi evaporado no
processamento das membranas (Osman, 2003; Fernandes et al., 2011).

Em espectros de membranas compostas por quitosana e TPP aparece uma
nova banda entre 1215 cm™ e 1223 cm™ que corresponde ao alongamento de P=0O
nos fons fosfato, bem como ocorre o aparecimento e um pico em 1630 cm™, picos
890 cm™ e 1240 cm™ s&o caracteristicos de poli-ions P-OH e P=0 (Wu et al., 2005;
Piérog, Gierszewska e Druzynska, 2010; Yu et al, 2013). Porém em nossos
resultados ndo conseguimos observar a presenca exata desses picos, que podem
estar mascarados por picos semelhantes presentes na quitosa e/ ou na gelatina, o
que torna dificil uma caracterizacdo detalhada das membranas (Poon, Wilson e
Headley, 2014).
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Ao analisar os espectros, observamos a presenca do pico 1592 cm™ apenas
nas membranas de quitosana-gelatina (3:1) reticuladas com glutaraldeido 0,02%, a
presenca de um pico em torno de 1590 cm™ corresponde a formacdo de imina
(C=N), estrutura presente na base de Schiff’'s formada na reacdo dos grupos aminos
da Quitosana e aldeido do glutaraldeido (Baldino et al., 2015). Demonstrando dessa
forma que ocorreu a reticulagio das membranas de quitosana-gelatina pelo
glutaraldeido.

Um biomaterial adequado para regeneracéo tecidual deve conter elevado teor
de 4gua para fornecer um espaco para crescimento celular, difusdo de nutrientes e
secrecdo de matriz (Whu et al., 2013). Foi relatado no estudo de Mao e
colaboradores, uma relacdo de absorcdo de agua muito mais baixa em matrizes de
suportes 3D, porosas, de quitosana-gelatina reticuladas com glutaraldaido quando
comparadas as nao reticuladas (Mao et al., 2003). Kim e colaboradores observaram
que filmes de Quitosana e gelatina reticulados com glutaraldeido e proantocianidina
tiveram intumescimento menor do que os filmes néo reticulados, indicando que a
capacidade de absorcao de agua foi afetada pela presenca de reticulantes (Kim et
al., 2005)

No presente trabalho também foi possivel observar que membranas de
quitosana-gelatina (3:1) reticuladas com glutaraldeido 0,02%, apresentavam uma
menor absorcdo de agua em todos os tempos avaliadas, ao ser compara com as
membranas ndo reticuladas, bem com membranas reticuladas com diferentes
concentragbes de TPP. Além disso as membranas reticuladas com as diferentes
concentracbes de TPP apresentaram absor¢cdo de agua menor do que as nao
reticuladas, demonstrando dessa forma, que esse tipo de reticulacdo também afeta
a capacidade de absor¢cédo de agua pelas membranas.

Normalmente, € esperado que o biomaterial atue como um suporte temporario
e, quando o novo tecido € formado, ele deve ser degradado, sendo necessario,
portanto, o desenvolvimento de biomateriais que degradam ao longo de uma escala
de tempo que corresponda a formacédo do tecido maduro funcional (Smith et al.,
2009; Marklein e Burdick, 2010). A degradacdo do biomaterial permite a infiltracéo
de células e a sintese e distribuicdo de MEC e o perfil de degradacao ideal € aquele
em que ocorre diminuicdo das propriedades mecanicas do biomaterial a média que

ocorre a sintese de MEC pelas células (Marklein e Burdick, 2010).
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Enzimaticamente, a quitosana pode ser degradada por enzimas que Sao
capazes de  hidrolisar ligagbes  glicosamina-glicosamina, glicosamina-
Nacetilglicosamina e Nacetilglicosamina-Nacetilglicosamina (Dasha et al., 2011). A
quitosana € considerada biodegradavel e em geral a lisozima é a principal
responsavel pela degradacdo da quitosana no corpo humano, a lisozima esta
presente em muitos tecidos sendo secretada através da lagrima, saliva, sangue e
leite além de ser liberada e utilizada por células fagociticas durante a resposta
inflamatoria a um corpo estranho (Pillai, Willi e Sharma, 2009).

A partir da avaliacdo da capacidade de degradacdo das diferentes
membranas de quitosana-gelatina (3:1), sem reticular, reticuladas com glutaraldeido
0,02%, TPP 0,1% e TPP 1 %, na presenca de lisozima em concentracfes
fisiol6gicas, foi observado uma grande degradacdo das membranas nos primeiros
sete dias, tanto em contato com lisozima, quanto em contato apenas com PBS, isso
ocorreu, possivelmente, devido a perda de gelatina, que devido ao seu alto grau de
hidrofilicidade, ela se dissolve facilmente em meio aquoso. Nossos resultados estao
de acordo com os de Thein-Han e colaboradores, que ao comparar matrizes de
suporte apenas de quitosana e de quitosana associada a gelatina, demonstraram
que suportes de quitosana-gelatina degradaram drasticamente nos primeiros sete
dias, o que ndo acontecer com 0s suportes apenas de quitosana, podendo dessa
maneira concluir a perda da gelatina (Thein-Han et al., 2009).

A degradacédo devido a presenca da lisozima comecou entre a quarta e oitava
semana, jA& que na oitava semana houve perda significativa de massa das
membranas tratadas com lisozima quando comparada com as tratadas apenas com
PBS em todas as membranas de quitosana-gelatina (3:1) em estudo, isso ocorreu
provavelmente porque a quitosana comecou a sofrer degradacao significativa pela
lisozima a partir da quarta semana. Porém, foi possivel observar que as membranas
reticuladas com TPP e sem reticular tiveram uma reducdo de massa similar e
significativamente maior do que aquelas reticuladas com glutaraldeido. Bem como
observado no presente trabalho, Kim e colaboradores demonstraram que a
reticulacdo com glutaraldeido reduziu significativamente a degradacéo dos filmes,
ocorrendo menor taxa de degradacdo nos filmes de quitosana e gelatina néo
reticulados, provavelmente devido a reticulagdo poder restringir 0 acesso dos sitios

digestivos ou obstruir a penetracao de proteases (Kim et al., 2005).
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A quitosana € degradada principalmente pela lisozima, presente em varios
fluidos corporais e tecidos humanos, e o inchaco, devido absor¢cdo de agua e a
degradacédo da quitosana envolve a protonacdo dos grupos amino e relaxamento
mecanico das cadeias de quitosana, porém, devido a natureza hidrofilica da
Quitosana a difusdo de agua nas matrizes de quitosana € mais rapida do que a
degradacédo ( Thein-Han et al., 2009).

A reticulacdo tem propriedades de reduzir a degradacdo dos biomateriais
(Kim et al., 2005), porém, observamos que apenas a reticulacdo por gluataraldeido
alterou a taxa de degradacédo das membranas nao reticuladas, demonstrando dessa
maneira uma maior eficiéncia da reticulacdo por glutaraldeido, quando comparada a
do TPP em diferentes concentracoes.

Para que biomateriais formulados a partir da associacdo de quitosana e
gelatina sejam Uteis na regeneracao tecidual eles devem ser biocompativeis e
possuir propriedades mecéanicas favoraveis, e a formulacdo de estruturas instaveis
desses polimeros tem sido uma limitacdo para sua aplicacdo clinica, com isso, 0
desenvolvimento de métodos de reticulacdo tem sido realizada para tentar melhorar
a estabilidades mecéanicas e estruturais dos biomateriais (Kim et al., 2005).
Propriedades mecéanicas, como por exemplo, o modulo de elasticidade, podem
provocar efeitos significativos no comportamento das células-tronco, além disso, 0s
biomateriais devem fornecer propriedades mecanicas necessarias para oferecer
temporariamente um suporte estrutural para que o novo tecido se forme (Smith et
al., 2009; Cosson et al., 2015).

In vitro, as matrizes de suporte devem possuir resisténcia mecanica suficiente
para resistir as pressdes hidrostaticas e para manter 0s espagos necessarios para o
crescimento das células e da producdo da matriz, jA4 in vivo as propriedades
mecanicas devem corresponder as do tecido em questdo, de modo que a
mobilizacdo do sitio de leséo possa ser possivel (Salgado, Coutinho e Reis, 2004).

A partir das analises dos ensaios mecanicos realizados em nosso trabalho, foi
possivel concluir que o processo de reticulagdo altera as propriedades mecéanicas
das membranas, demonstrando que a reticulagédo, em geral, promove um aumento
na tensdo maxima e na elasticidade, bem como a reducdo da deformacéo das
membranas em estudo.

A engenharia tecidual tem mostrado grande potencial para enfrentar os

problemas do transplante de oOrgaos, servindo como uma fonte potencialmente
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inesgotavel de tecidos e 6rgdos e evitando a necessidade de imunossupressao
através da utilizagdo de células autélogas (Katari, Peloso e Orlando, 2014).

O sucesso da engenharia tecidual depende de matrizes que suportem o
volume do tecido a ser regenerado e interaja com moléculas de adesao especificas,
com fatores de crescimento, guiando a migragdo celular, e estimulando sua

expansao e diferenciacdo (Arosarena, 2005).

A busca de novas matrizes de suporte tem se tornado uma area de pesquisa
ativa e em constante mudanca, isso devido a grandes variacdes que podem ocorrer
nas propriedades dos biomateriais, na taxa de degradacao, absorcdo de agua, no
tipo celular utilizado, no tecido a ser regenerado (Arosarena, 2005).

A quitosana tem sido, atualmente, um dos polimeros mais estudados para
producdo de biomateriais, sendo um biopolimero extremamente versatil,
biocompativel, hidrofilico, biodegradavel, ndo imunogénico, similar aos
glicosaminoglicanos da MEC, além de possuir grupamentos reativos que permitem
interacdes com outras moléculas e com a superficie celular (Yuan et al., 2004).
Apesar das existéncia de grandes perspectivas no uso da quitosana como
biomaterial para a engenharia tecidual, a transferéncia dos conhecimentos

adquiridos para sua aplicacédo ainda é um grande desafio (Lieder et al., 2013).

Utilizando a técnica de evaporacdo de solvente, foi possivel obter uma fina
membrana lisa, sem poros, capazes de proporcionar a adeséao e proliferacdo celular,
mesmo apoés a utilizacdo dos reticulantes glutaraldeido e TPP. A reticulagdo com
glutaraldeido foi mais eficiente do que a reticulacdo utilizando TPP, ja que o
glutaraldeido foi capaz de alterar significativamente as propriedades fisicas e
guimicas das membranas, e apesar de ser considerado um composto toxico, ele se
mostrou com melhor biocompatibilidade ao ser comparado com as membranas
reticuladas com TPP. Para confirmar o potencial dessas membranas na medicina
regenerativa, € necessaria a realizacado de outros estudos mais detalhados, além
disso, é preciso uma pesquisa mais a fundo para determinar qual tipo de tecido e

regeneracao esse biomaterial seria eficaz.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que membranas desenvolvidas a partir da
combinacéo de quitosana (0,7%) e gelatina (0,7%) em uma proporcdo de 3:1 pelo
método de evaporacdo de solvente reticuladas ou ndo com glutaraldeido 0,02%,
TPP 0,1% ou TPP 1% apresentaram estrutura adequada para permitir a colonizagao
celular e diferenciacdo em linhagens osteogénicas e condrogénicas, ndo se
apresentando toxicas para as hASCs. Pode-se considerar que as membranas de
quitosana-gelatina (3:1) nédo reticuladas e reticuladas com glutaraldeido 0,02% s&o
indutoras de pouca reacdo inflamatoria, sendo, portanto, biocompativeis in vivo
podendo dessa maneira ser indicativo seu uso favoravel como biomateral, indicando
também que apesar de estudos demonstrarem que o glutaraldeido é um reticulante
toxico, nas concentracfes utilizadas em nosso trabalho, ele se demonstrou mais
vidvel ao ser comparado com o TPP, considerado menos téxico. Foi ainda possivel
observar que o glutaraldeido possui um efeito reticulante mais eficiente do que o
TPP, sendo capaz de alterar caracteristicas importantes das membranas, porém
levando a uma menor adesdo e proliferacdo celular. A combinacdo dessas
metodologias serdo Uteis para viabilizar a utilizacdo desses biomateriais na medicina

regenerativa, bem como para o desenvolvimento de estudos futuros.
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8. PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos, pode-se tracar algumas questbes que

precisam ainda ser investigadas:

- Inserir fatores de crescimento ou outras moléculas nas membranas com objetivo de
funcionalizad-las e melhoras ainda mais a capacidade de adesdo e proliferacédo
celular

- Confirmar a viabilidade e avaliar a distribuicdo celular utilizando o ensaio de
Calceina-AM

- Avaliar a citotoxicidade in vitro e proliferacdo celular durante a diferenciacao
osteogénica e adipogénica

- Avaliar a atividade da fosfatase alcalina durante a inducdo da diferenciacéo
osteogénica

- Avaliar a expressao de marcadores de células especificos durante a inducdo da
diferenciacao

- Avaliacao de formacéo de tecido apos implante subcutaneo a partir de membranas

cultivadas com células previamente induzidas a diferenciacao.
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10. ANEXOS

10.1. Apresentacdo em Congresso

Apresentacdo de péster no XllI Simposio Brasileiro de Matriz Extracelular & VIl
International Symposium on Extracellular Matrix. 22 — 25/11/2015

Nathéalia Alves Rodrigues Lima, Joyce Esposito Souza, Alfredo Miranda de Goes.
HUMAN MESENCHYMAL STEM CELLS CULTIVED IN CHITOSAN MATRIZ
SUPPORT. 2015

10.2. Trabalho Premiado

Mencdo Honrosa na XXIV Semana de Iniciagdo Cientifica / PRPQ — UFM. 19 —
23/20/2015.

Joyce Esposito de Souza, Nathalia Alves Rodrigues Lima, Thais Malta Boscatti,
Tadeu Henrigue de Lima, Rodrigo Lambert Oréfice

10.3. Co-orientacdo concluida

Co-orientadora na banca de defesa da monografia de conclusdo do Curso de
Ciéncias biologicas da aluna Joyce Esposito de Souza. Producéo e caracterizacao
de biomateriais produzidos a partir de quitosana para aplicagdo na engenharia de
tecidos. 09/12/2015
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10.4. Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE g Plabaforma
MINAS GERAIS %nrl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titwlo da Pesquisa: Ltilizagho de células-tronco humanas derivedas do tecido adiposo na engenharia de

tecidos
Pesquisador: Alfredo Miranda de Goes
Area Tematica:
VersBo: 1

CAAE: 21176413.9.0000.5149
Institulgdo Proponente: PRO REITORIA DE PESQUISA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Himers do Parecer: 501.189
Data da Relatorla: 1381272013

Apresentacio do Projeto:

Dois dos principais obstdculos para a aplicagio clinica dos produtos da engenharia de tecidos,
especialmenie no campo da medicina regenerativa dssea, refere-se 4 falta de vascularizagho que ocomre no
Interior do implante in vvo e 80 uso do soro fetal bovinag (SFB) comumente utilizado como suplemento dos
miedos die cultura celular. Uma estratégia promissora na tentativa de favorecer a vasculanzagio no interior do
implante sena a utilizaglo de células endolelials associadas & matrizes biologicas ou sintéticas.

Os objetivos desse estudo 880 estabelecer o cultivo de células-tronco humanas derivadas do tecido adiposo
(hASCs) em melo de cultura suplementado com sono akogénico humano (SH) ou plasma humano (FH) em
substituiglo ao soro fetal bovino (SFB), promover o cultivo dessas células em diferentes blomaterials, e
avaliar & capacidade de diferenciaglo endotelial ou osteogénica das referidas células na presencga dos
melos de cultura acrescidos dos fatores indutores endotelials ou osteogénicos, respectivameants.

0 soro e o plasma humanoes que serfo utilzados neste projeto serdo cedidos pela pesquisadora Thals Mana
da Mata Martins (Projeto: ldentificaclo e caractenizagio de células-tfronco humanas derivadas do tecido
adiposo e fibroblastos da palpebra - Mimero CAAE: 02B87512.6.0000.5149)- As hASCs serBo cedidas pela
pesquisadora Ana Claudia Chagas de Paula (Projeto: Utilizagao de

Emderego:  Av. Fresidente Anldnio Carlos, BEZT 2° Ad 51 2005

Eairro:  Unidade Administralia CEP: 31.270-501
UF: MG Municiplo: BELD HORIZDNTE
Telotona:  [31|3409-4552 E-mail: coepifprpg.idmg.br
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Cisntinuagie S Panssen 501,188

células-tronco humanas do tecido adiposo cultivadas em matriz tidimensional de polihidrosbuticato para
regensragao do tecido dsseo - NOamero CAAE: 11668613.7.0000.5148).

Serdo 20 participanies (10 doadores de Bpoaspirado e 10 doedores de sangue). terd financiamento prapria,
nio haverd retengdo de amostras para armazenamenio em banco, & propde dispensa do Termo de
Consentimento Livre & Esclarecido.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Frimario

Estabelecer o cultive de células-tronco humanas derivadas do tecido adiposo (hASCs) em melo de cultwra
suplementado com soro alagénico humano (SH) ou plasma humano (FH) em substitui¢lo a0 soro fetal
bowing (SFB). assim como promover o culivo dessas cilulas em diferentes matrizes, blologicas ou sintéticas
&, avaliar 8 capacidade de diferenclagBo endotelial ou osteogénica dessas cédulas.

Objetivos secundarios:

1_Awaliar a viabikdade das hASCs cultivadas em diferenies matrizes, bdologicas ou sintéticas; 2. Induzir a
diferenciag¢ao endotelial das hASCs em meko suplementado com SH ou PH; 3. Induzir a diferenciacio
osteagénica das hASCs em melo suplementado com SH ou PH; 4. Avallar a capacidade de diferenciagio
endatelial das hASCs; 5. Avaliar a capacidade de diferenciagio ostesgénica das hASCs

Avallagio dos Riscos e Beneficlos:

Fiscos:

A condugBo dos experimenios planejados neste projeto prevé riscos minimos para a salde dos
manipuladores, [4 que estd de acordo com as Normas de HosSseguUranca & serd rigorosamente controlada.
B0 existemn riscos associados aos procedimentes edotados neste estudo com o wso 4o materal de orgem
humana, porque estes serdo oblidos de pesquizadores que & tiveram os seus projetos previaments
aprovados no Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerals.

Beneficios:

0 estudo poderd contribuir para o apimoramento dos melos de cultura celular utilizados para a expansdo de
células potencialmente interessantes para posterior usa clinico & na minimizagio do uso de elementos de
origem animal no cultivo de células importantes para terapia celular humana. Ainda, poderd contribuir para o
estabelecimento de estratégias que favoregam & vasculanzegdo no intenor do produto da engenharia de
tecidos, principaiments no campo da regensracio dssea.

Emdorogn:  Av. Fresidente Anidnio Carlos, BEZT 2° Ad 51 2005

Balrro:  Unidade Adminisiraiia Il CEP: 31.270-501
UF: WG Munmicipio: BELD HORIZDNTE
Telatone: (3134084557 E-mail: coep{§prpguimg.br
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo & exeqOivel e tem redevancia cientifica. Permitira o aprimoramento dos melos de cultura celular
para posterior uso dinico. Ainda, permitira o estabelecimento de estratégias que favoregam a
vascularizacfo no interior do produto da engenharia de tecidos.

Consideragbdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Foram apresentados:

Folha de Rosto adequada

Parecer consubstanciado da CaAmara Departamental ; Departamento de Bioquimica e Imunologia do
Instituto de Cinclas Bioldgicas ; UFMG - adequado

Projeto de pesquisa completo

Termo de doag2o de plasma e soro do projeto ;ldentificago e caracterizaclo de células-tronco humanas
derivadas do tecido adiposo e fibroblastos da palpebra; - Numero CAAE: 02887512.6.0000.5149

Termo de doag&o de lipoaspirado do projeto ;Utilizagao de células-tronco humanas do tecido adiposo
cultivadas em matriz tridimensional de polinidroxibutirato para regeneracao do tecido dsseo; - Numero
CAAE: 11668613.7.0000.5149

Recomendagdes:

Diante do exposto, s.m ., sou pela aprovag3o do projeto.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N2o ha.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragtes Finals a critério do CEP:

Aprovado conforme parecer.

Endorego:  Av. Presidente Antdnio Carlos, 6627 2° Ad SI 2006

Bairro: Unidade Adminisratha Il CEP: 31.270-801
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone: (31)3408-4592 E-maill: coep@prpg.ufmg.be
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BELO HORIZONTE, 19 de Dezembro de 2013

Assinador por:

Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)
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