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RESUMO

A Engenharia de Tecidos € uma ciéncia multidisciplinar que oferece uma
estratégia para contornar 0s principais problemas relacionados aos
procedimentos terapéuticos e regenerativo do 0sso. Neste contexto, as células-
tronco humanas derivadas do tecido adiposo (hASC) sdo uma fonte abundante
e atrativa para serem cultivadas em matrizes tridimensionais sob estimulo de
fatores especificos. Uma expansdo ex vivo dessas células € necesséria antes
da aplicacéo clinica e atualmente os meios de cultura celular utilizam soro fetal
bovino (SFB). No entanto, soro animal ndo é um suplemento seguro para meio
de cultura, aumentando o risco de desenvolver resposta imunoldgica severa no
receptor e transmissdo de microorganismos patogénicos. Sendo ainda um
desafio estabelecer um meio de cultura celular padréo que seja seguro. Dessa
forma o objetivo deste estudo € avaliar a possibilidade de utilizar um pool de
soro alogénico humano (SH alo) substituindo o SFB como suplemento para o
meio de cultura das hASC. Assim como, cultiva-las nessas condicbes em
matrizes tridimensionais de poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (PHB-
HV), desenvolvidas pela técnica de freeze drying, com intuito de utiliza-las no
campo da engenharia de tecido 6sseo. Os resultados demonstraram que as
hASC cultivadas em DMEM suplementado com SH alo apresentaram uma
maior proliferacdo, mas mantiveram as caracteristicas imunofenotipicas das
células-tronco mesenquimais e foram capazes de diferenciar em células da
linhagem osteogénica. As matrizes tridimensionais de PHB-HV desenvolvidas
mostraram uma estrutura adequada permitindo a adeséo e proliferacdo das
hASC. Além disso, as hASC foram capazes de diferenciar em células da
linhagem osteogénica. Todos os resultados indicaram que o SH alo pode ser
um suplemento promissor para o meio de expanséo e diferenciagcéo ex vivo das
hASC e as matrizes tridimensionais de PHB-HV associadas a estas células e
meio de cultura suplementado com SH alo e fatores osteogénicos sé&o
adequadas para induzir a osteogénese. Preliminarmente, esse constructo

parece ser viavel e seguro para utilizacdo na engenharia de tecido 0sseo.

Palavras chave: células-tronco, soro humano, poli-3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato, 0sso, engenharia de tecidos



ABSTRACT

Tissue Engineering is a multidisciplinary science that offers a strategy to
circumvent the major problems related with bone regenerative and therapeutic
procedures. In its context, the human adipose stem cells (hASC) are an
attractive and abundant cell source to be cultured in scaffolds under specifics
factors stimulus. An ex vivo expansion of these cells is necessary before clinical
application and currently, cell culture medium use fetal calf serum (FCS).
However, animal serum is not a safety supplement for culture medium, raising
the risk of trigger severe immune response and transmission of pathogenic
microorganisms to the recipient. So the challenge is to establish standard and
reliable cell culture medium. Therefore, the aim of this study is evaluate the
possibility of using a pool of allogeneic human serum (allo HS) rather than FCS
as supplement of the culture medium for hASC. As well as seeding these cells
on poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate (PHB-HV) scaffolds, developed
by freeze drying technique, in order to be used in bone tissue engineering field.
The results showed that hASC cultured in DMEM supplemented with allo HS
had an increased proliferation but maintained the immunophenotype
characteristic for mesenchymal stem cell and the cells were capable of
differentiate into osteogenic lineage. The scaffolds of PHB-HV developed
showed an adequate structure allowing adhesion and proliferation of hASC.
Moreover the hASC were capable of differentiate into osteogenic lineage. All
these results indicate that allo HS may be a promising supplement for ex vivo
expansion and differentiation medium of hASC and the PHB-HV scaffolds
associated with hASC and medium supplemented with allo HS and osteogenic
factors are suitable to induce bone formation. At first, this construct seems

useful and safety to bone tissue engineering.

Keywords: stem cell, human serum, poly-3-hydroxybutyrate-co-3-

hydroxyvalerate, bone, tissue engineering
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1. INTRODUCAO

Os ossos e cartilagens formam o sistema esquelético, proporcionando
sustentacdo para o corpo, protecdo para 6rgdos vitais, a base mecanica do
movimento e reserva de calcio e fosfato necessarios para manutencao da
homeostase, exercendo assim uma funcdo metabdlica; além de ser uma fonte
de células hematopoiéticas, por alojar a medula dssea (Hadjidakis &
Androulakis, 2006).

Os dois tipos de osso sado: cortical (representa 80% dos 0sSsos) e
esponjoso ou trabecular (representa 20% dos 0sso0s). A arquitetura dos
mesmos e proporcdo variam de acordo com a funcéo (Salgado et al., 2004). O
0sso cortical é denso e compacto com aproximadamente 10% de porosidade
(Salgado et al., 2004). E encontrado nos 0ssos longos, formando uma fina
camada de 0sso compacto sobre todos 0s ossos e tem como funcéo fornecer
resisténcia mecéanica e protecao (Hadjidakis & Androulakis, 2006). JA 0 0sso
esponjoso é menos denso e mais elastico com 50-90% de porosidade. E
encontrado em metafises de o0ssos longos e € recoberto pelo osso cortical
(Salgado et al., 2004), que além de sua funcédo metabdlica também € capaz de
fornecer suporte mecanico (Hadjidakis & Androulakis, 2006).

A matriz Ossea € constituida por 25% de parte organica, que
compreende as células (2-5%) e ostedide (Tab. 1), 70% de parte inorganica,
composta por hidroxiapatita e 5% de agua (Sommerfeldt & Rubin, 2001).

As células encontradas na matriz 6éssea sdo: osteoblastos, células
cuboidais uninucleadas que sintetizam os componentes da matriz 6ssea e séo
responsaveis por sua mineralizagdo; ostedcitos, osteoblastos altamente
especializados e com menos organelas, aprisionados pela matriz 6ssea, sendo
0 componente celular mais abundante no o0sso; osteoclastos, células
multinucleadas, originadas de precursores hematopoiéticos, que estdo
envolvidas na reabsorcdo da matriz 6ssea e células mesenquimais
osteoprogenitoras, que se diferenciam em osteoblastos (Sommerfeldt & Rubin,
2001).

O osso é um tecido metabolicamente ativo que se encontra em
constante remodelamento pela acéo equilibrada entre osteoblastos (formagé&o
0ssea) e osteoclastos (reabsor¢cdo dssea). Este mecanismo além de manter a
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estrutura 6ssea de acordo com as necessidades mecanicas e ajudar a reparar
microdanos ocorridos na matriz 6ssea, levando a renovagdo do 0sso, exerce

papel importante na homeostasia de minerais (Hadjidakis & Androulakis, 2006).

Tabela 1. Proteinas constituintes da parte organica da matriz 6ssea.
Proteinas Propriedades e fungbes

Compde 90% da matriz organica 0ssea; fornece a

Colageno tipo |

estrutura, na qual minerais 6sseos sao depositados
(Mackie, 2003 e Salgado et al., 2004)

Sulfato de condroitina —
decorina

Proteoglicana; co-localizada com colageno tipo I; regula a
fibrogénese do coldgeno (Mackie, 2003)

Sulfato de condroitina —
biglicana

Proteoglicana; localizacdo pericelular; modula a resposta
de precursores de osteoblastos ao TGF-§ (fator indutor
de formacéo 0ssea) (Mackie, 2003)

Osteonectina/SPARC

Tenascina-C

- . Glicoproteinas; regulam a adesao, migracao, proliferacao
Fibronectina P g grag P ¢

Membros da familia da e diferenciacéo celular (Mackie, 2003)

trombospondina

Glicoproteina; regula a adeséo celular (osteoblasto e
osteoclasto) (Sikavitsas et al., 2001 e Mackie, 2003), a
mineralizagdo e esta envolvida no remodelamento ésseo
(Davies, 1996 e Salgado et al., 2004)

Osteopontina

Glicoproteina; nucleo para mineralizagéo e regula adeséo

Sialoproteina 6ssea celular (Davies, 1996)

Proteina y-carboxilada (Gla); envolvida no
remodelamento 6sseo, estabiliza a matriz de
hidroxiapatita e previne mineralizagdo excessiva
(Sikavitsas et al., 2001; Mackie, 2003; Salgado et al.,
2004)

Osteocalcina

Polipeptideo; promove formacao de cristais na matriz por
remover inibidores de nucleos de mineralizacao
(Sikavitsas et al., 2001)

Fosfatase alcalina

7

O remodelamento ésseo é regulado sistemicamente por hormdnios e
localmente por citocinas, fatores de crescimento, mediadores inflamatorios
(Hadjidakis & Androulakis, 2006),

(Sommerfeldt & Rubin, 2001). Uma disfungcdo nessa regulagédo pode causar

assim como por estimulo mecanico

uma variedade de doengas 0sseas que resultam, em raros casos, no aumento
da formacao 6ssea como a osteopetrose (Raisz, 1999) e na maioria das vezes
em excessiva degradacdo Ossea, como na osteoporose (Kanis, 2002),
hiperparatiroidismo e hipertiroidismo, doenca de Paget, na doenca periodontal
e na imobilizacdo (Raisz, 1999). A perda déssea ocorre também em fraturas
extensas, cirurgias ortopédicas, infeccbes e reseccdo de tumores (Dimitriou et
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al., 2011), e em desordens genéticas como na osteogénese imperfeita, na qual
um dos genes para colageno tipo | encontra-se mutado (Gajko-Galicka, 2002;
Venturi et al., 2006).

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo, ha uma maior
incidéncia de fraturas, que pode estar relacionada com a maior degradacao
Ossea (osteoporose), assim como a fatores de risco ndo relacionados, dentre
0S quais estdo: visdo prejudicada, utilizagdo de medicamentos e mobilidade
comprometida (Kanis et al., 2005).

A capacidade de regeneracdo intrinseca do osso sem formacéo de
cicatriz, através do remodelamento 6sseo, é conhecida (Sommerfeldt & Rubin,
2001). No entanto, nas situagbes em que esse processo encontra-se
comprometido ou insuficiente, como citado anteriormente, ou que o defeito
0sseo excede o tamanho critico, resultando em sua n&do unido, o tratamento
padrdo ouro, atualmente empregado, € o transplante de osso autdlogo. Esse
0sso pode ser coletado em diversos sitios, sendo o sitio doador mais comum a
crista iliaca da pelve (Dimitriou et al., 2011).

O osso autdlogo (tecido do préprio paciente) combina as principais
propriedades requeridas em um material para reposicao 6ssea: (i) osteoindutor,
capacidade de recrutar e estimular a diferenciagdo das células
osteoprogenitoras em osteoblastos (Giannoudis et al., 2005); (ii) osteocondutor,
capacidade de atuar como matriz estrutural para deposicdo de nova matriz
Ossea e (iii) osteogénese, presenca de células osteoprogenitoras capazes de
diferenciar em osteoblastos. Além disso, € compativel com o tecido receptor e
nao-imunogénico, reduzindo rea¢des imunoldgicas e transmissdo de doencas.
No entanto, acarreta em um procedimento cirargico adicional ao paciente,
causando desconforto e possiveis infeccbes (Dimitriou et al., 2011), e,
principalmente, apresenta a limitacdo da quantidade de tecido 6ésseo que pode
ser coletada sem causar morbidade do sitio doador (Salgado et al. ,2004).

Diferentemente, o transplante de osso alogénico (tecido de um doador)
gue ndo envolve os problemas associados ao transplante autdlogo, apresenta
algumas desvantagens como diminuicdo da capacidade osteoindutora,
escassez de doadores, assim como rejeicdo imunologica, transmissdo de

doencas e custo para a saude publica do pais (Dimitriou et al., 2011).
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Nesse contexto, espera-se que o desenvolvimento de substitutos ésseos
possam ser uma alternativa para contornar as desvantagens citadas (Dimitriou
et al., 2011) tornando a medicina regenerativa um campo promissor.

A medicina regenerativa € uma area da pesquisa emergente que
envolve a terapia celular e engenharia de tecidos com o objetivo de regenerar
e/ou substituir 6rgaos e tecidos, lesados ou perdidos (Ikada, 2006).

Langer e Vacanti, em 1993, definiram a Engenharia de Tecidos, como
um campo interdisciplinar que aplica os principios da engenharia e das ciéncias
da vida no desenvolvimento de substitutos biolégicos com o intuito de
restaurar, manter ou melhorar a fungdo de um tecido. Ou seja, na engenharia
de tecidos uma matriz estrutural, na qual s&o incorporadas moléculas
indutoras, serve como superficie para adesao, proliferacdo celular, sintese de
moléculas bioativas e a formacdo de matriz extracelular favorecendo a
regeneracao tecidual.

Para utilizacdo na engenharia de tecido 6sseo a matriz tridimensional
deve apresentar algumas propriedades intrinsecas ao biomaterial empregado e
a sua arquitetura, para que seja adequada a funcdo destinada. Essas
propriedades sao:

i.  Biocompatibilidade - capacidade de integrar ao tecido hospedeiro e
exercer a funcdo que € destinada, sem causar resposta imune (Yang et
al., 2001).

ii. Biodegrabilidade - capacidade de sofrer degradacédo em produtos nao-
toxicos, por digestdo enziméatica ou por hidrélise e/ou formando
fragmentos solGveis em agua que sdo carreados do local (Tabata,
2009). A degradacdo deve ocorrer na mesma cinética em que 0 novo
tecido é formado (Yang et al., 2001 e Salgado et al., 2004).

iii. Porosidade - o tamanho dos poros deve ser adequado para permitir a
penetracdo celular, producéo da matriz extracelular e vascularizagdo. O
tamanho minimo para o propésito da engenharia de tecido 6sseo é 100
pum, sendo poros maiores que 200 um o mais apropriado (Karageorgiou
& Kaplan, 2005). Uma adequada microporosidade é essencial para o
crescimento de capilares (Salgado et al.,, 2004). Os poros devem ser
interconectados, permitindo a proliferacdo e distribuicdo celular através

da estrutura tridimensional, difusdo de nutrientes e remocdo de
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metabdlitos, assim como a vascularizagdo (Salgado et al., 2004).

Aproximadamente 80% de porosidade € o ponto de equilibrio entre

propriedades mecanicas e interconectividade ideais (Karageorgiou &

Kaplan, 2005).

iv.  Propriedades mecanicas - devem ser semelhantes as apresentadas pelo
0sso, com uma forgca mecanica suficiente para resistir a pressao
hidrostatica e manter o espaco necessario para crescimento celular e
producdo da matriz extracelular (Salgado et al., 2004).

v.  Osteoindutor

vi.  Propriedades de superficie - quimica, que esta relacionada a capacidade
de adesdo celular e topogréfica, que esta associada a capacidade do
material ser osteocondutor (Salgado et al., 2004).

Diversas técnicas tém sido empregadas para desenvolver matrizes
tridimensionais com aplicacdo na engenharia de tecido 0sseo: solvent casting
(Murphy et al.,, 2002), fiber bonding, melt based technologies (Yang et al.,
2001), phase inversion, high pressure based methods, freeze drying (Salgado
et al., 2004), rapid prototyping technologies (Lichte et al., 2011) e
electrospinning (Liu & Ma, 2004). A técnica de processamento escolhida deve
ser consistente com as propriedades desejadas, assim como nao afetar as
propriedades do biomaterial (Salgado et al., 2004).

A técnica de freeze drying tem sido muito empregada no processamento
de matrizes para regeneracao 6ssea (Mao et al., 2003; Kdse et al., 2003; Nam
& Park, 1999; Whang et al., 1998; Whang et al.,1995). Esta técnica baseia-se
em uma inducéo térmica de separacdo de fase, na qual a temperatura de uma
solugcdo polimérica homogénea, disposta em um molde, diminui e h4 a
formacéo de cristais do solvente. Uma vez separadas as fases, a fase rica em
solvente, cristalizada, é removida por sublimacéo a vacuo deixando somente a
espuma polimérica. O resultado final é a formacdo de matrizes altamente
porosas, que podem apresentar porosidade acima de 90% e poros variando
entre 20 e 200 um. A estrutura dos poros depende das condi¢bes de pH, taxa
de congelamento e pressdo parcial empregadas durante o processamento
(Puppi et al., 2010). E por ser uma técnica muito sensivel, todos os parametros
devem ser bem controlados durante o processamento (Liu & Ma, 2004;
Salgado et al., 2004).
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Diferentes biomateriais tém sido investigados na engenharia de tecido
0sseo e a etapa de sua escolha, no desenvolvimento da matriz tridimensional,
é importante, uma vez que suas caracteristicas determinam as propriedades da
matriz. Os biomateriais empregados em substitutos &ésseos podem ser
classificados em orgéanicos, inorganicos (Lichte et al., 2011) e compdsitos
(associacao de dois ou mais biomateriais) (Cheung et al., 2007).

Os biomateriais inorganicos compreendem (i) os metais, que apesar de
serem biocompativeis, moldaveis, e apresentarem alta resisténcia, ndo sao
biodegradaveis (Lichte et al., 2011); e (i) as ceramicas, que sao
biocompativeis, osteoindutoras e osteocondutoras, no entanto apresentam
baixa estabilidade mecanica, sdo quebradicas e sua biodegradabilidade é dificil
de ser prevista comprometendo a estabilidade da matriz (Salgado et al., 2004).

Os biomateriais organicos compreendem os polimeros, que sao
biocompativeis e biodegradaveis, apresentando um grande potencial para
engenharia de tecido 6sseo (Lichte et al., 2011). Os polimeros podem ser
classificados em (i) naturais como: colageno, fibrinogénio, quitosana, amido,
acido hialurénico e polihidroxialcanoatos (PHA) e (ii) sintéticos como: poli(a-
hidroxiacidos), poli(e-caprolactona), poli(propileno fumaratos), poli(carbonatos),
poli(anidridos) (Salgado et al., 2004).

Os PHA sédo poliésteres sintetizados por diversos microorganismos
(bactérias, algas verde azul e algumas plantas geneticamente modificadas)
(Cheng et al., 2011) sob condicbes de crescimento ndo balanceadas, com
grande disponibilidade de fontes de carbono e quantidade limitada de
nitrogénio, fésforo ou oxigénio.

Estes polimeros podem ser sintetizados através de quatro rotas de
biossintese conhecidas (Lee, 1996). A rota de sintese classica é iniciada com
a metabolizacdo de fontes de carbono em acetil-CoA, catalizada por trés
enzimas (Fig. 1) (Singh et al., 2009). Uma vez produzidos, sdo estocados em
inclus@es citoplasmaticas como reserva de energia (Verlinden et al., 2007).

Apbs a fermentacédo, as células que produziram PHA sdo separadas por
procedimentos convencionais de centrifugacéao, filtracdo ou floculacao-filtracéo
e 0s métodos de purificacdo. A purificacdo pode ser através da extragcdo com
solventes organicos (cloroférmio, cloreto de metileno e dicloroetano) ou por

digestdo com hidroxido de sédio (NaOH) (ambientalmente correta e de baixo
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custo). O método por digestdo com NaOH é vantajoso também por fornecer um
alto grau de pureza na remocdo de endotoxinas decorrentes da sintese por
bactérias gram-negativas (Lee, 1999).

Fonte de carbono: Acucar

CiclodeKrebs <—  Acetil-CoA
B-cetotiolase (phaA)
Acetoacetil-CoA

Acetoacetil-CoAredutase (phaB)

(R)-3-hidroxibutiril-CoA

PHAsintase (phC)

PHA
phC

4-hidroxiacil-CoA

Outras fontes de carbono

Figura 1. Via metabdlica classica envolvida na sintese de PHA (Verlinden et al., 2007).

Os PHA sao considerados biocompativeis pelo fato de seu produto de
degradacéo in vivo, D-3-hidroxibutirato, ser um constituinte normal do sangue
humano (Kdse & Kenar et al.,, 2003), o que possibilita sua utilizacdo médica
para confeccdo de fios de sutura, curativos, sistema de liberagédo de drogas e
matrizes estruturais para engenharia de tecidos (Chen & Wu, 2005).

Diversos microorganismos podem utilizar os PHA como fonte de carbono
e reduzi-los, por PHA depolimerases extracelulares, em mondmeros e
oligbmeros soluveis em agua, e o produto final de degradacdo é o gas
carbbnico e agua, sendo considerados, portanto, biodegradaveis. A
biodegradabilidade e suas propriedades fisico-quimicas (semelhantes as do
polipropileno) os tornam bons substitutos para o plastico petroquimico (Lee,
1996).

Ha aproximadamente 150 diferentes tipos de PHA conhecidos, dentre
eles o poli-3-hidroxibutirato (PHB), poli-4-hidroxibutirato (P4HB), os co-
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polimeros de poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato  (PHB-HV), poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato (PHB-HHXx) e polihidroxioctanoato (PHO)
(Puppi et al., 2010). Entre os PHA mais estudados e produzidos
industrialmente, estdto o PHB e o PHB-HV e ambos apresentam as
caracteristicas intrinsecas dos PHA (Kdse et al., 2003).

A producéo industrial de PHB e PHB-HV nacional (PHB Industrial S.A.)
aproveita o bagaco de cana-de-agUcar, que seria descartado pela usina
sucroalcooleira, e a biomassa resultante apés a extracdo do polimero pode ser
utilizada como fertilizante na plantacéo de cana (Squio & Aragéo, 2004).

O produto é conhecido comercialmente como Biocycle e est4d sendo
destinado, inicialmente, a universidades, empresas e centros de pesquisa e
desenvolvimento, pelo menor custo observado no mundo, 2,5 a 5 doélares /Kg,
enquanto na Europa é produzido por 10 a 20 délares /Kg (Squio & Aragao,
2004).

O PHB é um polimero termoplastico cristalino com a temperatura de
transicao vitrea em torno de 5 °C e temperatura de fusdo em torno de 180 °C,
préxima ao ponto de degradacédo térmica, aproximadamente 200 °C, o que o
torna termicamente instavel. O PHB possui propriedades mecanicas, como
resisténcia e médulo de elasticidade, semelhantes aos polimeros sintéticos.
Entretanto, a elevada fragilidade cristalina e a instabilidade térmica limitam sua
aplicacao (Lee, 1996). Por isso seus copolimeros em diversas propor¢cdes ou
blendas com outros polimeros tém sido utilizados com o intuito de melhorar
suas propriedades mecéanicas (Khanna & Srivastva, 2007; Cheng et al., 2011).

Através da adicdo de acidos organicos, como acido propidnico e acido
valérico a fonte de carbono, subunidades de 3-hidroxivalerato (HV) séao
incorporadas ao PHB, formando o copolimero PHB-HV (Fig. 2), sendo o tempo
de exposicdo aos acidos e a concentracdo inicial destes responsaveis pelo
conteudo de HV. Com o aumento de unidades de HV, o polimero torna-se mais
resistente (aumenta a resisténcia ao impacto) e flexivel (diminuicdo no modulo
de elasticidade) assim como h& diminuicdo da temperatura de fusdo, o que o
torna mais processavel (Lee, 1996; Khanna & Srivastava, 2007). Da mesma
forma, de acordo com sua composi¢cao e quanto menos cristalino maior a sua
taxa de degradacdo em agua, mas comparado a alguns polimeros perde

massa em uma cinética mais lenta (Kése & Kenar et al., 2003).



INTRODUCAO 9

pas

HB HV
Figura 2. Estrutura quimica do PHB-HV (Kose & Kenar et al., 2003).

O PHB-HV além de ter origem natural, biocompatibilidade e
biodegradabilidade, assim como propriedades mecanicas otimizadas e
termoplasticidade, apresenta  outra  caracteristica  interessante, a
piezoeletricidade (carga que se acumula em certos biomateriais solidos em
resposta as tensées mecanicas) (Kose et al., 2003). Portanto, surge como uma
nova geracdo de polimeros com propriedades ajustaveis para aplicagdo na
engenharia de tecidos. Sendo que os resultados ja observados em estudos
empregando matrizes tridimensionais de PHB-HV associados a células para
reparar defeitos 6sseos foram promissores (Kose et al., 2003; Kdse & Kenar et
al., 2003; Kumarasuriyar et al., 2005; Tang & Wu, 2006; Huang et al., 2010; Ke
et al., 2010).

A fonte de células empregada na engenharia de tecidos exerce um papel
essencial para o seu sucesso. Estas podem ser classificadas, em relacdo ao
tipo de doador, em autélogas (células do préprio paciente), alogénicas (células
humanas de um doador) e xenogénicas (células de origem animal). As células
autdlogas sdo mais apropriadas, no contexto da engenharia de tecidos, uma
vez que as ceélulas alogénicas e xenogénicas, por serem imunogénicas, tornam
necessario utilizar terapia imunossupressora. No entanto, a fonte de células
autdlogas é limitada quando o paciente encontra-se severamente acometido
por uma doenca (lkada, 2006).

E essas células também podem ser classificadas com base no grau de
diferenciacdo em células especializadas ou células-tronco. A aplicacdo de
células especializadas é limitada, pois ndo sao capazes de serem expandidas e
coletadas em quantidade suficiente para o tratamento clinico (Ikada, 2006).

Enquanto as células-tronco sao células indiferenciadas que possuem grande
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capacidade de proliferacdo e auto-renovacao e de diferenciacdo em linhagens
especializadas, apresentando um enorme potencial para aplicacdo clinica
(Mountford, 2008).

De acordo com seu potencial de diferenciacdo as células-tronco podem
ser basicamente totipotentes, pluripotentes e multipotentes (Wagers &
Weissman, 2004).

Apés a fecundacgéo as células que formam a moérula sdo capazes de
originar um individuo completo, inclusive os anexos embrionarios, por isso sédo
consideradas totipotentes (Fischbach & Fischbach, 2004).

As células-tronco embrionérias, isoladas da massa interna do blastocisto
sdo capazes de diferenciar em células de origem dos trés folhetos
embrionarios, sendo consideradas pluripotentes. Suas caracteristicas de
proliferacdo prolongada e pluripoténcia geraram enorme expectativa para seu
uso terapéutico, no entanto sua capacidade de formar teratomas e
envolvimento em questdes éticas, politicas e religiosas, decorrente do uso do
embrido, tem limitado sua utilizacdo (Mountford, 2008). No Brasil o uso de
embrido humano é regulamentado pela Lei de Biosseguranca 11.105, 2005
Art.5° (Pereira, 2008).

As células-tronco de pluripoténcia induzida (ips) podem ser uma forma
de contornar os problemas relacionados as células-tronco embrionarias.
Através da reprogramacao de células somaticas, por transferéncia nuclear de
alguns fatores de transcricdo (Oct3/4; Sox 2; c-myc), é possivel reverter e
alcancar o estado de pluripoténcia (Takahashi & Yamanaka, 2006), mas
mesmo assim muitas questdes moleculares e funcionais sobre estas células
ainda séo desconhecidas, sendo necessario maiores estudos (Volarevic et al.,
2011).

Dessa forma, uma alternativa aos problemas expostos € a utilizacdo de
células-tronco adultas, multipotentes, capazes de originar células de diversos
tecidos, mas ndo de todos os folhetos embrionarios. Essas células podem
originar tipos celulares de origem embrionaria diferente, por um processo
denominado plasticidade (Raff, 2003). E as mais estudadas sdo as ceélulas-
tronco hematopoiéticas (HSC) e mesenquimais (MSC).

As HSC sao responsaveis pela renovacdo de células sanguineas da
linhagem linféide e mielbide (Hipp & Atala, 2008).
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A fracdo de células aderentes presentes na medula 0ssea, capazes de
auto-renovar e diferenciar em linhagens celulares de origem mesodérmica
(osteoblastos, condroblastos e adipdcitos) foram primeiramente descritas por
Friedenstein, em 1968, e na década de 90 popularizada como MSC, por
Caplan (Lindroos et al., 2011).

Células com caracteristicas semelhantes as MSC da medula Gssea
foram isoladas em diversos tecidos: adiposo (Zuk et al., 2001), pele (Toma, et
al., 2001), sistema nervoso (Kruger et al., 2002) e liquido amniotico (De Coppi
et al., 2007). Dessa forma a Sociedade Internacional para Terapia Celular
(ISCT) definiu critérios minimos para se classificar células como MSC (Domicini
et al., 2006):

1-aderéncia a superficie plastica;

2-multipoténcia, in vitro (capaz de diferenciar em osteoblastos,
condroblastos e adipdcitos em condi¢cdes adequadas);

3-devem expressar um conjunto de marcadores: CD105, CD73 e CD90;
e nao expressar outros: CD34, CD14, CD79a, CD19 e HLA-DR,;

As células-tronco humanas derivadas da medula éssea (BMSC) sao
MSC viaveis para aplicacdo terapéutica. No entanto, o procedimento de coleta
é invasivo com possivel morbidade do sitio doador, sendo poucas células
isoladas a partir dessa fonte.

O tecido adiposo, de origem mesodérmica, dentre suas funcbes de
reserva energética, envolvimento no metabolismo de gorduras e alguns
horménios esterdides, é atualmente, uma fonte de células-tronco conforme
proposto por Zuk et al., em 2001.

Dessa forma, as células-tronco humanas derivadas do tecido adiposo
(hASC) apresentam varias vantagens em relacdo as BMSC. Uma vez que o
tecido adiposo subcutaneo é acessivel e abundante, pode ser extraido por
lipoaspiracdo, que € um procedimento menos invasivo que a aspiracdo da
medula e assim, uma grande quantidade de hASC pode ser isolada. Além
disso, o numero de células-tronco em 1g de tecido adiposo é cerca de 500
vezes maior do que em 1g de medula oOssea (Mizuno, 2009). Quando
comparadas as BMSC, as hASC proliferam mais rapidamente e podem ser

cultivadas por maior tempo sem senescer (Locke et al., 2009).
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Ja foi demonstrada a capacidade das hASC em diferenciar em
osteoblastos, condroblastos e adipdcitos, assim como mioblastos, células
endoteliais (Locke et al., 2009) e células neuronais (Anghileri et al., 2008) .

Com o avanco das pesquisas envolvendo células-tronco e sua potencial
utilizacdo clinica, € necesséria uma expansdo ex vivo dessas células e é
fundamental controlar essa etapa laboratorial (Lindroos et al., 2011).

Novas regulamentacdes da Food and Drugs Administration (FDA)
classificam os procedimentos envolvendo células de acordo com o grau de
manipulacdo em (i) minima manipulacdo, como criopreservacao de células
autodlogas e (ii) manipulacdo maior que minima, por exemplo, expansao ex vivo,
ativacado celular, aplicagdo com componentes nédo teciduais e transplante de
células ou tecidos alogénicos (Harvath , 2000 e Lindroos et al., 2011).

Diferentemente da industria farmacéutica, na qual o processamento é
direcionado a uma producdo em massa, na engenharia de tecidos a demanda
laboratorial é por um produto, praticamente, individualizado. E por isso 0s
protocolos de Boas Praticas de Manipulagdo (GMP) para utilizacdo de células-
tronco envolvem o controle de qualidade em todas as fases do processo,
dentre os quais podemos citar: testes funcionais; controle da producao por
testes bacteriolégicos, fenotipico e visual das culturas; testes que garantam
que as células ndo sofreram transformacdo (caridtipo, expressdo de
telomerase, c-myc, FISH) e um teste de qualidade final, incluindo viabilidade e
fenotipagem, compativeis com a rapida liberacdo das células (Lindroos et al.,
2011).

Uma questdo crucial na utilizagéo clinica das células-tronco é a escolha
de uma Otima estratégia de cultivo através da elaboragdo de um meio de
cultura ideal. Ainda ndo existe um consenso e, portanto, o0 meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) e o Meio Essencial Minimo (a-MEM) sé&o
geralmente empregados e suplementados com soro fetal bovino (SFB)
(Lindroos et al., 2011). A condicdo de cultura das células in vitro deve ser
semelhante a condicdo fisioldgica in vivo, desde a superficie de cultura,
temperatura, pH, osmolaridade até suporte de oxigénio e nutrientes, para
manutencdo do crescimento e expressao de funcdes metabdlicas das células.
Sendo o meio de cultura um dos fatores mais importante para alcancar tal

similaridade (Brunner et al., 2010).
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O soro animal é uma mistura de inUmeros constituintes (proteinas,
fatores de adesdo, enzimas, hormonios, fatores de crescimento, citocinas,
lipideos, acidos graxos, vitaminas, elementos trago e carboidratos) que s&o
responsaveis por fornecer (i) fatores de crescimento e horménios, (ii) proteinas
de transporte, (iii) fatores de adesao (iv) fatores de detoxificacao (v) inibidores
de protease, (vi) fatores para manutencdo de pH e pressdo osmdtica, e (vii)
reduzir o shear stress (Brunner et al., 2010).

Do ponto de vista bioldégico e no contexto deste trabalho, a utilizacdo do
SFB como suplemento é desvantajosa, principalmente por conter proteinas
xenogénicas que podem ser internalizadas pelas células-tronco ou aderir a
superficie dessas células (Spees et al., 2004; Martin et al., 2005; Heiskanen et
al., 2007), podendo provocar reacbes imunologicas (Selvaggi et al., 1997),
conter endotoxinas e ser uma fonte potencial de microorganismos patogénicos
(virus, bactérias e prions) (Mannello & Tonti, 2007). Ainda por ser um
suplemento mal definido apresenta variacdo de lote para lote (Priece &
Gregory, 1982). Além disso, acarreta na morte de milh6es de fetos para sua
obtencao, representando um problema ético (Brunner et al., 2010).

Devido aos potenciais riscos associados a exposicao das células-tronco
ao SFB, durante a expanséao ex vivo, diversos estudos vem sendo conduzidos
na tentativa de substituir este suplemento por soro AB (alogénico ou aut6logo)
(Bieback et al., 2009; Kocaoemer et al., 2007; Shahdadfar et al., 2005; Lindroos
et al., 2010), plasma rico em plaquetas — trombina ativada (Bieback et al., 2009;
Kocaoemer et al.,, 2007), lisado plaquetario humano (Bernardo et al., 2007,
Bieback et al., 2009) e meios de cultura quimicamente definido, livre de soro
(van der Valk et al., 2010).

O risco da utilizacdo das MSC expandidas, ex vivo, ndo esta associado
somente com o potencial de imunogenicidade das células expostas aos
componentes dos meios, mas com o0 potencial de sofrerem transformagéo
durante a expansdo, levando ao acumulo de alteragbes genéticas. A
transformacdo maligna pode acarretar em taxa de proliferacdo aumentada,
morfologia alterada, anormalidades fenotipicas e citogenéticas, além disso,
podem induzir formacéo de tumor. Por ainda ndo existir evidéncias conclusivas
a respeito, células expandidas in vitro sdo adequadas para serem utilizadas em

terapias, mas recomenda-se a realizacdo dos ensaios genéticos, funcionais e
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fenotipicos rotineiramente antes de sua utilizacdo in vivo (Bernardo et al.,
2011).

Para a utilizagdo na engenharia de tecidos as células devem ser obtidas
em grande quantidade, por procedimento pouco invasivo, ser diferenciadas em
multiplas linhagens de maneira regulada, ser transplantadas de maneira segura
e efetiva para receptor autélogo ou alogénico e ser processadas de acordo com
as normas de BPM (Gimble et al., 2007; Lindroos et al., 2011).

Varios trabalhos, descritos na literatura, demonstram a capacidade de
diferenciacdo osteogénica de hASC promovida em matrizes de diversos
biomateriais: de colageno (Gabbay et al., 2006), beta-fosfato tricalcico (B-TCP)
(Hattori et al., 2006) e poli-acido lactico (PLA)/B-TCP, PLA/ vidro bioativo (Haimi
et al., 2009). E do potencial uso como substitutos 6sseos de matrizes
tridimensionais de PHB-HV (Kose et al., 2003; Kose & Kenar et al.,, 2003;
Kumarasuriyar et al., 2005).

Dessa forma, hASC séo células atrativas para a regeneracao 6ssea, por
estarem disponiveis em grandes gquantidades em lipoaspirados. E devido a
caracteristica multipotente, € conhecida sua capacidade de diferenciacao
osteogénica através do enriquecimento do meio de cultura com fatores
indutores ja estabelecidos, como a dexametasona, o acido ascoérbico e o -
glicerofosfato (Girolamo et al., 2007).

Esta pesquisa envolve também a utilizacdo de uma matriz tridimensional
altamente porosa constituida do polimero natural PHB-HV, obtida pela técnica
de freeze-drying. O PHB-HV é um polimero natural atraente por sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade, assim como, por ser produzido a
partir de uma matéria prima renovavel e abundante, a cana-de-agucar e a um
baixo custo.

Diante do exposto, esta € a primeira pesquisa que avalia o potencial das
hASC associadas a uma matriz tridimensional de PHB-HV, em sofrer
diferenciacdo osteogénica através de um meio de cultura suplementado com
pool de soro alogénico humano (SH alo), enriquecido com fatores de inducéao.

Dessa forma, a avaliagdo do processamento, in vitro, desse constructo
visa buscar uma forma viavel e segura de cultivo celular, adequando as normas
de BPM, em etapa prévia ao transplante para receptores alogénicos na pratica
clinica da engenharia de tecido 6sseo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral do trabalho é avaliar a capacidade das hASC em
diferenciar em células da linhagem osteogénica, ao serem cultivadas em meio
de cultura suplementado com SH alo sobre uma matriz tridimensional de PHB-
HV.

2.2. Objetivos especificos

» Processar e caracterizar as matrizes tridimensionais constituidas pelo
polimero PHB-HV.

= Cultivar e caracterizar as hASC em meio de cultura suplementado com
SH alo.

= Avaliar a viabilidade das hASC associadas as matrizes tridimensionais
de PHB-HV.

= Avaliar a diferenciacdo das hASC semeadas sobre as matrizes

tridimensionais de PHB-HV em células da linhagem osteogénica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Processamento das matrizes tridimensionais de PHB-HV

As matrizes tridimensionais desenvolvidas sédo constituidas pelo PHB-
HV, com conteudo de 12% de HV, peso molecular 425.692 kDa. Este polimero
foi obtido a partir da fermentacdo da cana-de-agUcar por bactérias do género
Alcaligenes, produzido e fornecido pela PHB Industrial S/A., Serrana — SP,
Brasil.

As matrizes tridimensionais de PHB-HV foram processadas pelo Grupo
“3B’s Research Group in Biomaterials, Biodegradables and Biomimetics” —
Instituto Europeu de Exceléncia em Engenharia de Tecidos e Medicina
Regenerativa, Braga, Portugal.

Para o desenvolvimento das matrizes tridimensionais de PHB-HV foi
utilizada a técnica de freeze-drying. O p6 do polimero PHB-HV, sem nenhum
tratamento adicional para purificacdo, foi dissolvido em cloroférmio (VWR
International — Laboratorial Material Ltd., Portugal) a 65 °C, sob constante
agitacdo magnética até a dissolugcdo completa, obtendo a solug¢do polimérica
com concentragcdo final de 7,5% PHB-HV. A esta solugcdo polimérica foi
adicionada uma fase aquosa de &cido acético (Panreac, Espanha) para obter
uma emulsdo, que foi congelada a -80 °C e subsequentemente liofilizada
(Telstar - Terassa, Espanha) a -76,6 °C, por 94 h. As matrizes tridimensionais
produzidas foram cortadas em matrizes de tamanho menor com

aproximadamente 5 mm de diametro e 6 mm de altura.

3.1.1. Esterilizagc&do das matrizes tridimensionais de PHB-HV

Todas as matrizes tridimensionais de PHB-HV produzidas foram
esterilizadas por irradiacdo gama, a 15 KGy, por 30 minutos. A irradiagéo foi
realizada no Laboratério de Irradiagdo Gama do Centro de Desenvolvimento da
Tecnologia Nuclear — UFMG (CDTN).
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3.1.2. Caracterizacdo das matrizes tridimensionais de PHB-HV
3.1.2.1. Caracterizagéao estrutural

As matrizes tridimensionais de PHB-HV foram analisadas para uma
avaliacao preliminar da sua morfologia por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Para essas analises as amostras foram submetidas a metalizagdo com
ouro, prévia a observacao ao microscoépio eletrénico de varredura.

Para a analise da estrutura tridimensional interna das matrizes foi
utilizado um equipamento de microtomografia computadorizada, por uma
técnica ndo destrutiva. Imagens seriadas obtidas foram reconstruidas
tridimensionalmente para analisar a microestrutura das matrizes, morfologia
dos poros e determinar a porosidade e tamanho dos poros.

Teste de compressdo mecanica foi realizado. E os valores descritos

significam a média de andlises obtidas em diferentes matrizes.
3.1.2.2. Caracterizagdo quimica

As matrizes tridimensionais de PHB-HV foram analisadas através de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), com o objetivo de caracterizar e
confirmar o0s constituintes quimicos através da captacdo de raios-X
caracteristicos resultantes da interacdo do feixe primario de elétrons com a
amostra. As matrizes foram submetidas a metalizacdo com ouro, prévia, a
observacéo ao microscépio eletrénico de varredura, através do qual as areas a
serem analisadas por EDS foram escolhidas. O espectrometro de energia
dispersiva (Quanta 200 - FEG - FEI - 2006) — Centro de Microscopia/lUFMG,

utilizado, fornece a informacéo qualitativa de cada area analisada.

3.2. Pool de soro alogénico humano

O soro humano foi obtido de doadores voluntarios, entre 20 e 40 anos,
submetidos a técnica de coleta de sangue convencional com tubos para coleta
de sangue (VACUPLAST), a vacuo e sem anticoagulante, de acordo com as
normas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa (Parecer n° ETIC
0023.0.203.000-11).
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O sangue total coletado foi deixado coagular espontaneamente a 4 °C e
centrifugado a 252 G e 20 °C, por 15 minutos para separagéo do soro. O soro
de diferentes doadores (pelo menos 5 doadores) foi removido dos tubos de
coleta e misturado para produzir o SH alo. Posteriormente, o soro foi inativado
a 56 °C, por 30 minutos e congelado a -20 °C para ser utilizado na producédo do

meio de cultura para as células.

3.3. Meios de cultura celular

As hASC utilizadas no presente estudo foram cultivadas em 4 condi¢ces
de cultura diferentes. Para manutencéo do estado indiferenciado: (i) meio de
cultura basal suplementado com SFB e (ii) meio de cultura basal suplementado
com SH alo. Para inducéo da diferenciacdo osteogénica: (iii) meio osteogénico
suplementado com SFB (descrito nas figuras como SFB DIF) e (iv) meio

osteogénico suplementado com SH alo (descrito nas figuras como SH alo DIF).

3.3.1. Meio de cultura basal

DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado com 5 mM de bicarbonato de
sédio (Cinética Quimica Ltda), 10% de SFB (Cripion) ou 10% de SH alo, 1000
unidades/mL de penicilina, 1 mg/mL de estreptomicina e 2,5 pg/mL de
anfotericina B (Sigma-Aldrich) e 60 mg/L de gentamicina (Schering-Plough).

O pH do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, o meio foi filtrado com
membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 um (Millipore).

3.3.2. Meio osteogénico

Aos meios de cultura basal foram adicionados os fatores indutores: 50
pg/mL de acido ascorbico (Ecibra), 10 mM de 3-glicerofosfato (Sigma-Aldrich) e
0,1 uM dexametasona (Aché).

O pH do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, o meio foi filtrado com
membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 um.

3.4. Isolamento e cultivo das hASC
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O isolamento e cultivo das hASC foram realizados conforme descrito por
Zuk et al., 2001.

As hASC foram obtidas do lipoaspirado resultante de pacientes, entre 20
e 40 anos, submetidos a cirurgia de lipoaspiracéo realizada na Clinica Origen
em Belo Horizonte, Minas Gerais, coordenada pelo Dr. Selmo Gerber, de
acordo com as normas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa (Parecer
ne ETIC 0023.0.203.000-11).

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

Em capela de fluxo laminar vertical, o conteddo das seringas foi
transferido para tubos de polietileno de 50 mL (Sarstedt) para lavagens com
mesmo volume de tampéo fosfato salina 0,15 M, pH 7,2 (PBS), seguido de
centrifugacéo a 252 G, 20 °C, por 6 minutos. Apds a centrifugacdo o produto de
lipoaspiracao formou uma solugéo bifasica, cuja fase inferior continha a solucao
de PBS e células sanguineas e a fase superior, o tecido adiposo.

A fase superior foi transferida para novo tubo de polietileno (50 mL) e
tratada com solucdo de colagenase tipo | (Gibco) 0,10% em PBS 0,15 M, pH
7,4, na proporcao de 1:1, por 2 horas, em estufa a 37 °C, atmosfera umida e
5% CO,, para digestdo da matriz extracelular. Durante este periodo, a cada 15
minutos, os tubos foram agitados vigorosamente.

Ao término das duas horas de incubacéo, os tubos foram centrifugados a
252 G, 20 °C, por 10 minutos para obter a fragdo vascular estromal, que foi
ressuspendida em 5 mL de meio de cultura basal suplementado com SFB e
também em meio de cultura basal suplementado com SH alo, transferidas para
garrafas de cultura celular T-25 (Sarstedt) e mantidas em estufa a 37 °C,
atmosfera umida e 5% CO..

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

em novas garrafas de cultura celular T-75 (Sarstedt).



MATERIAL E METODOS 20

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

passagens para acompanhar as culturas ao longo das mesmas.

3.5. Estudos béasicos em culturas de hASC
3.5.1. Caracterizagdo do imunofenotipo das hASC

As hASC foram caracterizadas, ao longo das passagens, por citometria
de fluxo para analise da expressédo das moléculas de superficie celular CD29,
CD44 e CD73, que sédo marcadores expressos em MSC. Para verificar a
existéncia de contaminac¢bes da cultura de MSC com HSC, também foi
analisada a presenca das moléculas de superficie celular CD34 e CD45, que
sdo marcadores expressos em HSC. As células foram também caracterizadas
em relacdo a expressdo do complexo de histocompatibilidade principal de
classe | e II: HLA-ABC e HLA-DR, respectivamente (Lindroos et al., 2010;
Dominici et al. e Mitchel et al. 2006).

3.5.1.1. Marcacéao celular com anticorpos primario e secundario

As hASC cultivadas em meio suplementado com SFB e SH alo foram
plaqueadas na densidade de 5x10° células/poco em placa de 96 pocos (fundo
em U) e incubadas com 0,4 ug de anticorpos primarios (Tab. 2) a 4 °C, por 30
minutos. Apos a incubacao, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4
e incubadas com anticorpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-camundongo

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

granulosidade com a finalidade de estabelecer a populacéo a ser analisada.

Tabela 2. Anticorpos utilizados na marcacdo celular para imunofenotipagem por
citometria de fluxo.

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

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

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

3.5.1.2. Leitura no citdbmetro de fluxo

A obtencdo dos dados foi realizada através do citbmetro de fluxo
FACScan (Becton Dickinson Immunocytometry System, San Jose, CA)
utilizando-se o programa CELLQuest. Foram adquiridos 20000 eventos e 0s
dados obtidos foram analisados no programa WinMDI 2.8.

Primeiramente, a populacéo de células de cada cultura a ser avaliada foi
delimitada a partir do grafico de tamanho versus granulosidade (Fig. 3).
Posteriormente, um grafico de histograma foi criado para determinar a regiao
do controle negativo de fluorescéncia referente as células incubadas apenas
com o anticorpo secundario. Definidos estes parametros, as analises das
células marcadas, com anticorpos primario e secundario, foram realizadas.

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

expressos como média = erro médio padréo (EMP).
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Figura 3. Grafico de tamanho versus granulosidade. R1 é a populagdo escolhida para
andlise dos marcadores nas culturas em meio suplementado com (A) SFB e (B) SH
alo.

3.5.2. Cinética de proliferacéo

3.5.2.1. Taxa de duplicagdo acumulada da populacédo e tempo de
duplicacéo

As hASC foram expandidas além da 42 passagem em meio de cultura
basal suplementado com SFB e SH alo. Ao alcancarem a confluéncia em cada
passagem, as células foram contadas e a taxa de duplicacdo da populacdo de
cada passagem foi determinada.

Para este ensaio, as hASC foram acompanhadas desde seu isolamento,
a partir do lipoaspirado, sendo que em cada passagem foram plaqueadas
1x10° células/garrafa de cultura celular T25 (Sarstedt) e incubadas & 37 °C,
atmosfera umida e 5% CO, até alcancarem a confluéncia. As culturas
confluentes foram contadas: para isso, foram lavadas com 10 mL de PBS 0,15
M, pH 7,4 e removidas das garrafas de cultura celular T25 utilizando solucéo de
tripsina 0,05% EDTA, por 5 minutos, as células foram centrifugadas a 252 G,
por 6 minutos e ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura basal
suplementado com o respectivo soro para contagem do numero de células
através de um hemocitémetro (HBG, Germany).

A taxa de duplicacdo da populagéo de cada passagem foi determinada

utilizando-se a seguinte férmula:
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x = [log1o N2 — log,o N1] <+ log,, 2

na qual,
X: taxa de duplicacéo da populacao;
N2: niamero de células contadas ao alcancarem confluéncia;

N1: nimero de células plagueadas;

Para calcular a taxa de duplicacdo acumulada da populagéo, a taxa de
duplicacdo da populacdo determinada em cada passagem foi adicionada a da
passagem anterior (Kocaoemer et al., 2007). Os resultados foram analisados
por ANOVA one-way e two-way seguido pelo teste de Bonferroni e expressos
como meédia £ EMP.

Paralelamente, o tempo de duplicacdo das células cultivadas nos

diferentes meios de cultura foi determinado utilizando-se a seguinte formula:

y= (T2-T1) X logio 2 +log;,(N2 +~ N1)

na qual,

y: tempo de duplicacéao;

T2: horéario de contagem das células;

T1: horario de plaqueamento das células;

N2: nimero de células contadas ao alcancarem confluéncia;

N1: niamero de células plagqueadas;
3.5.2.2. Curva de crescimento

O tempo de crescimento das hASC, cultivadas nos meios de cultura
basal suplementado com SFB e SH alo, foi determinado pela contagem do
nimero de células em tempos definidos. No tempo 0, 5x10° células, na 42
passagem, foram plagueadas em garrafas de cultura celular T25 e incubadas a
37 °C, atmosfera umida e 5% CO, pelos seguintes intervalos de tempo: 3, 5, 7,
9 e 11 dias. Ao final de cada intervalo as células foram contadas, de acordo

com o procedimento descrito no item 3.5.2.1, em hemocitémetro.
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Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA one-way e two-way

seguido pelo teste de Bonferroni e expressos como média + EMP.

3.5.3. Viabilidade e proliferacéao celular

A viabilidade e proliferacdo das hASC foram mensuradas pelo ensaio de
MTT, baseado em um método colorimétrico que avalia a capacidade de
enzimas desidrogenases, presentes em células viaveis, em converter o sal de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium, solavel em agua, em
cristais de formazan, produto insolavel em agua (Mosmann, 1983). Os cristais
de formazan séo solubilizados e a densidade éptica pode ser determinada pelo
espectrofotometro a 595 nm. O numero de células viaveis é diretamente
proporcional a quantidade de cristais de formazan produzido.

As hASC, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB e
SH alo, foram semeadas em placas de 24 pocos (NUNC) na densidade de
5x10° células/poco contendo 1 mL do respectivo meio de cultura basal. As
células foram incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO, por 0, 7, 14, 21 e
28 dias.

Ao término de cada periodo de incubacdo, o meio de cultura foi retirado
e descartado e 210 pL/poco do respectivo meio de cultura basal foi adicionado.
Em seguida, foi acrescentado 170 pL/poco de solucdo de MTT (invitrogen) (5
mg/mL) e a placa incubada em estufa a 37 °C, atmosfera imida e 5% CO,, por
2 horas. As hASC foram observadas ao microscopio éptico (M. O.) (OLYMPUS
IX70) para visualizagédo dos cristais de formazan. E estes foram solubilizados
através da adicdo de 210 ulL/pogco de uma solugdo de SDS 10%-HCI (4cido
cloridrico 0,01 M - 10% de sulfato de sodio dodecil em &agua) seguido de
incubacdo em estufa a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,, por 18 horas.
Transferiu-se 100 uL de cada pogo para uma placa de 96 pocos (fundo reto),
em triplicata, e a densidade Optica foi mensurada no espectrofotbmetro a 595
nm. Durante o experimento, todos os passos envolvendo o reagente MTT
foram executados em condi¢cdes minimas de luminosidade.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido

pelo teste de Bonferroni e expressos como média £ EMP.
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3.5.4. Atividade da fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada através do ensaio de BCIP-
NBT (Gibco). Este ensaio é baseado na reacdo cromogénica decorrente da
clivagem de um grupamento fosfato do BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato
p-toluidina) pela fosfatase alcalina produzida pelas células. Essa reacéo produz
um préton que reduz o NBT (nitroblue tetrazdlio cloridrico), formando um
precipitado insoltvel de cor purpura (Valerio et al., 2004).

As hASC, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB e
SH alo, foram semeadas em placas de 24 pocos (NUNC) na densidade de
5x10° células/poco contendo 1 mL do respectivo meio de cultura basal. Em
seguida, foram incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,, por 0, 7, 14, 21
e 28 dias.

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

Apos o periodo de incubacdo observou-se a formacéo dos precipitados
parpura em M. O. (OLYMPUS 1X70). Em seguida, foram adicionados 210
ML/poco de SDS 10%-HCI para a solubilizacdo dos precipitados purpura. E as
placas foram incubadas em estufa a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,, por 18
horas. Transferiu-se 100 uL de cada pogo, em triplicata, para uma placa de 96
pocos (fundo reto) e a densidade Optica foi medida no espectrofotbmetro a 595
nm. Durante o experimento, todos os passos envolvendo os reagentes foram
executados em condi¢Bes de minima luminosidade.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido

pelo teste de Bonferroni e expressos como média £ EMP.

3.6. Diferenciacdo osteogénica das hASC

Para promover a diferenciagdo osteogénica, as hASC foram cultivadas
com o meio osteogénico (item 3.3.2), a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,, por
7, 14, 21 e 28 dias. O meio de cultura foi renovado a cada dois dias. Os

ensaios para comprovar a diferenciacdo foram realizados apds cada intervalo
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de cultivo e estdo descritos a seguir. Todas as culturas e experimentos
envolvendo o meio de diferenciacdo foram realizados em condi¢des de minima

luminosidade.

3.6.1. Avaliacdo da proliferacdo celular durante a inducdo da
diferenciacao osteogénica

Para avaliar a proliferacao celular, durante a inducéo da diferenciacao
osteogénica, foi realizado o ensaio de MTT.

As hASC, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB e
SH alo, foram semeadas na densidade de 5x10° células/poco em placas de 24
pocos (NUNC) contendo 1 mL do respectivo meio osteogénico suplementado
com SFB ou SH alo. Incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,, por 7, 14,
21 e 28 dias. Como controle, hASC também foram cultivadas em seus
respectivos meios de cultura basal, na auséncia dos fatores indutores, nas
mesmas condic¢des.

Ao término de cada periodo de inducdo, o ensaio de MTT foi realizado
conforme descrito no item 3.5.3.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido

pelo teste de Bonferroni e expressos como média £ EMP.

3.6.2. Avaliacéo da atividade da fosfatase alcalina durante a inducéao
da diferenciacdo osteogénica

Para avaliar a atividade da fosfatase alcalina, durante a inducdo da
diferenciac@o osteogénica, foi realizado o ensaio de BCIP/NBT.

As hASC, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB e
SH alo, foram semeadas na densidade de 5x10° células/poco em placas de 24
pocos (NUNC) contendo 1 mL do respectivo meio osteogénico suplementado
com SFB ou SH alo. Incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,, por 7, 14,
21 e 28 dias. Como controle, hASC também foram cultivadas em seus
respectivos meios de cultura basal na auséncia dos fatores indutores, nas
mesmas condicdes.

Ao término de cada periodo de inducdo, o ensaio de BCIP/NBT foi

realizado conforme descrito no item 3.5.4.
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Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido

pelo teste de Bonferroni e expressos como média £ EMP.

3.6.3. Avaliacdo da sintese de colageno durante a inducdo da
diferenciacdo osteogénica

Para avaliar a sintese de colageno pelas células, durante a inducdo da
diferenciacdo osteogénica, foi realizado o ensaio colorimétrico baseado no
Sirius Red (Tullberg-Reinert & Jundt, 1999).

As hASC, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB e
SH alo, foram semeadas na densidade de 5x10° células/poco em placas de 24
pocos (NUNC) contendo 1 mL do respectivo meio osteogénico suplementado
com SFB ou SH alo e incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,. As hASC
foram induzidas por 7, 14, 21 e 28 dias. Como controle, hASC também foram
cultivadas em seus respectivos meios de cultura basal, nas mesmas condi¢des.

Ao término de cada periodo de inducdo, as células de todos os grupos
foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4. Em seguida, foram adicionados 1
mL/poco da solucdo de Bouin (solucdo aquosa de &cido picrico saturada /
formol 37% / &cido acético) e incubadas a 37 °C, sob agitacéo, por 1 hora para
fixacdo das células. Apés a fixacdo, as células foram lavadas em agua corrente
por 15 minutos e, em seguida, com agua destilada para posterior coloracao
pelo reagente Sirius Red a 37 °C, sob agita¢do, por 30 minutos. O excesso do
corante foi removido e os pocgos foram lavados com HCI 0,01 N. Posteriormente
foram adicionados 300 pL de NaOH 0,5 M, por 30 minutos e agitacao.
Transferiu-se 100 pL de solucdo para uma placa de 96 pocos (fundo reto) e a
densidade o6ptica foi mensurada no espectrofotdmetro a 540 nm.

Uma curva padréo de concentracdo de colageno foi produzida a partir de
dosagens estabelecidas de colageno bovino comercial tipo I. O colageno em pé
foi dissolvido em solugéo de &cido acético 0,1 N, em diferentes concentracées
e transferido para placas de 24 pocos (NUNC), que foram deixadas secar a 37
°C. Em seguida, o colageno distribuido sobre a superficie dos pogos da placa
foi submetido ao mesmo procedimento de dosagem de colageno acima
descrito. Os resultados de densidade Optica obtidos foram utilizados para

producdo da curva padrdo de concentracdo de colageno (Fig. 4).
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Figura 4. Curva padréo para concentragdo de colageno bovino tipo I. A equacdo da
reta fornece a concentracdo de colageno em mg de acordo com a densidade Optica
obtida em 540 nm.

Utilizando a curva padrédo de concentracao de colageno, a concentracao
de colageno sintetizada pelas células ao final de cada tempo de cultura e
inducéo foi inferida a partir da densidade Optica obtida a 540 nm.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido

pelo teste de Bonferroni e expressos como média + EMP.

3.6.4. Avaliacdo da mineralizagdo durante a inducdo da
diferenciacao osteogénica

Para avaliar mineralizagdo durante a indugdo da diferenciagéao
osteogénica foi realizado a coloracédo pelo método de von Kossa.

As hASC, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB e
SH alo, foram semeadas na densidade de 5x10° células/poco em placas de 24
pocos (NUNC) contendo 1 mL do respectivo meio osteogénico suplementado
com SFB e SH alo e incubadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,. As hASC
foram induzidas por 7, 14, 21 e 28 dias. Como controle, hASC também foram
cultivadas em seus respectivos meios de cultura basal, nas mesmas condi¢des.

Ao término de cada periodo de inducédo, as células de todos os grupos
foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 e fixadas com solucdo de 4% de p-
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formaldeido em PBS 0,2 M, pH 7,4, por 1 hora. Em seguida, as células foram
lavadas abundantemente com &gua destilada, adicionado 1 mL/poco de
solucdo de 5% de nitrato de prata (AgNO3) em agua e as células foram
expostas a luz ultra-violeta, por 1 hora. A solucdo de AgNOj3; foi removida e as
células foram lavadas com agua destilada para posterior adicdo de solucéo de
5% de tiossulfato de sédio em agua, por 5 minutos. Novamente foi realizada
lavagem abundante com agua destilada e as células coradas com eosina por
40 segundos.

As células foram observadas em M. O. (OLYMPUS 1X70, aumento 4x
0.13 PhL e aumento 10x 0.30 Phl) e fotografadas (SONY Cyber-shot DSC-H3)
para demonstracdo da presenca de mineralizacdo indicada pela coloracéo

negra ou marron.

3.6.5. Avaliagdo da expressdo de marcadores de células da
linhagem osteogénica durante ainducao da diferenciacao

A diferenciacdo das hASC em células da linhagem osteogénica foi
comprovada pela deteccdo da expresséo de proteinas especificas, produzidas
por osteoblastos, utilizando a técnica de imunofluorescéncia.

As hASC foram cultivadas sobre laminulas (22x22 mm) estéreis, em
placa de 6 pocos, contendo 2 mL meio osteogénico suplementado com SH alo
a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO,, por 7, 14, 21 e 28 dias.

Ao término de cada intervalo de inducéo, as células foram lavadas com
PBS 0,15 M, pH 7,4 e fixadas em p-formaldeido a 4% em PBS 0,15 M, pH 7,4,
por 15 minutos, a temperatura ambiente. As células foram lavadas com PBS
0,15 M, pH 7,4 e foi feita a permeabilizacdo da membrana plasmatica
utilizando-se Triton-100x a 0,1% em PBS 0,15 M, pH 7,4, por 10 minutos. Ap0s
a permeabilizacdo, as ceélulas foram lavadas novamente com PBS 0,15 M, pH
7,4 (3 vezes por 5 minutos). E em seguida, foi feito o bloqueio da reacéo,
incubando as células com 1% de BSA (albumina de soro bovino) e 5% de soro
de cabra em PBS 0,15 M, pH 7,4, por 1 hora, a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram incubadas com o anticorpo primario diluido
em solucdo de BSA a 1% em PBS 0,15 M, pH 7,4 (Tab. 3), por 2 horas, a

temperatura ambiente e em camara Umida.
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Tabela 3. Anticorpos primarios utilizados na marcacdo das células para
imunofluorescéncia.

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

Apés incubacdo com anticorpo primério, as células foram novamente
lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 (3 vezes por 5 minutos) e, em seguida, foram
incubadas com os respectivos anticorpos secundarios (Tab. 4) diluido em
solucdo de 1% de BSA em PBS 0,15 M, pH 7,4, na proporgéo de 1:500, por 1
hora em ca&mara Umida, na auséncia de luminosidade e a temperatura
ambiente. Os controles negativos foram feitos utilizando-se apenas o

respectivo anticorpo secundario.

Tabela 4. Anticorpos secundarios utilizados na marcagéo para imunofluorescéncia.

Tipo Fornecedor | Diluigdo
Alexa Fluor 488 goat anti-coelho 1gG invitrogen 1: 500
Alexa Fluor 488 goat anti-camundongo IgG | invitrogen 1: 500

Posteriormente, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 e
incubadas com a sonda Hoechst (1 pg/mL) (Molecular Probes), por 20 minutos
para marcacao do nucleo. Em seguida, foram feitas novas lavagens com PBS
0,15 M, pH 7,4 (3 vezes por 10 minutos). E as laminulas montadas com
Hydromount sobre laminas.

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

3.7. Colonizacéao in vitro das matrizes tridimensionais de PHB-HV
por hASC

As matrizes de PHB-HV foram dispostas em placas de 48 pocos, 1
matriz/poco e em seguida 5x10° hASC foram semeadas sobre cada matriz

tridimensional. A placa foi incubada a 37 °C, atmosfera imida e 5% CO,, por 1
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hora, para a adesdo celular a matriz. Apds a incubacéo, foi adicionado 1
mL/poco de meio de cultura basal suplementado com SH alo e as células foram
cultivadas a 37 °C, atmosfera umida e 5% CO..

3.7.1. Avaliacdo da colonizacdo e adesdo celular as matrizes
tridimensionais de PHB-HV

Andlises por MEV foram realizadas para confirmar a presenca e adesao
das hASC a superficie das matrizes colonizadas.

Apos a colonizacdo das matrizes (item 3.7), estas foram mantidas em
meio de cultura basal suplementado com SH alo. ApGs o 7°, 14°, 21° e 28° dia,
as matrizes colonizadas foram preparadas para anélise por MEV.

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

Apbs a fixacdo, as amostras foram lavadas com tampao fosfato 0,1 M,
pH 7,4 (3 vezes, por 10 minutos) e em seguida adicionado tetroxido de ésmio a
1% em tampédo fosfato 0,1 M, pH 7,4, & 4 °C, por 1 hora e protegido de
luminosidade. As amostras foram novamente lavadas com tampéo fosfato 0,1
M, pH 7,4 (3 vezes, por 10 minutos) e adicionada solugédo de acido tanico 1%
em agua destilada, por 20 minutos, seguida de lavagens com tampéao fosfato
0,1 M, pH 7,4 (3 vezes por 10 minutos) e adicionada nova solucao de tetroxido
de 6smio a 1% em agua destilada, a 4 °C, por 1 hora, protegido da luz.

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

Finalizada a desidratacdo, as matrizes tridimensionais foram reduzidas
de tamanho, utilizando nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras

permaneceram em alcool absoluto até a secagem em ponto critico de CO,,
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realizado no aparelho de ponto critico (Balzers modelo CPD-020), CEMEL do
Departamento de Morfologia do ICB/UFMG, processo pelo qual o alcool é
substituido por CO,, evitando dano a célula, causado pela tensdo superficial
durante o processo de evaporacédo natural.

As amostras secas foram aderidas sobre suporte de aluminio e
submetidas ao processo de metalizacdo com ouro. As imagens foram obtidas
no Microscopio Eletrénico de Varredura (DSM950 - Zeiss), utilizando voltagem
de 10 KV e distancia de trabalho de 14 mm. A metalizacdo e MEV foram
realizadas no CEMEL do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG.

3.7.2. Viabilidade e proliferacago das hASC nas matrizes
tridimensionais de PHB-HV

A proliferacédo e viabilidade das hASC cultivadas nas matrizes de PHB-
HV foram avaliadas pelo ensaio de MTT.

As matrizes de PHB-HV colonizadas por hASC, descrito no item 3.7,
foram mantidas por 7, 14, 21 e 28 dias em meio de cultura basal suplementado
com SH alo. Ap6s cada tempo de cultivo, o ensaio de MTT foi realizado
conforme descrito no item 3.5.3.

Para verificar se havia interferéncia da matriz tridimensional no processo
de colorimetria, foi realizado o ensaio somente com as matrizes sem células e
a média dos valores da densidade O6ptica obtidos, foi similar ao realizado
somente com os reagentes envolvidos, mesmo assim dos valores obtidos para
as matrizes com células, cultivadas em meio de cultura basal suplementado
com SH alo, nos diferentes tempos, foi subtraido o valor da média obtido
somente com as matrizes.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA one-way seguido

pelo teste de Bonferroni e expressos como média £ EMP.

3.8. Diferenciacdo osteogénica das hASC associadas as matrizes
tridimensionais de PHB-HV

As matrizes de PHB-HV foram colonizadas conforme descrito no item
3.7 e apos 24 horas de incubacdo com o meio de cultura basal, este foi trocado

pelo meio osteogénico suplementado com SH alo. Estas foram cultivadas, a 37
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°C, atmosfera umida e 5% CO,, por 7, 14, 21 e 28 dias. ApOs cada intervalo de
cultivo, as amostras foram utilizadas em ensaios, descritos a seguir, para

comprovar a diferenciacdo das hASC em células da linhagem osteogénica.

3.8.1. Avaliacdo da proliferacdo celular durante a inducdo da
diferenciacao osteogénica

As matrizes de PHB-HV foram colonizadas por hASC e induzidas a
diferenciacéo osteogénica, descrito no item 3.8. A proliferacdo celular durante a
inducdo da diferenciacdo foi avaliada pelo ensaio de MTT descrito no item
3.5.3. Como controle foram utilizadas matrizes colonizadas com hASC em meio
de cultura basal suplementado com SH alo, nas mesmas condigdes.

Para evitar a possivel interferéncia da matriz tridimensional no processo
de colorimetria, também foi realizado o ensaio somente com as matrizes sem
células e a média dos valores da densidade Optica obtidos, foi similar ao
realizado somente com o0s reagentes envolvidos. Mesmo assim dos valores de
densidade Optica obtidos para as matrizes com células, nos diferentes tempos,
foi subtraido o valor da média obtido somente com as matrizes.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA one-way e two-way

seguido pelo teste de Bonferroni e expressos como média + EMP.

3.8.2. Avaliacao da atividade da fosfatase alcalina durante a inducéao
da diferenciacdo osteogénica

As matrizes de PHB-HV colonizadas por hASC e induzidas a
diferenciacdo osteogénica, descrito no item 3.8, foram avaliadas, apos cada
intervalo de cultivo, em relagao a atividade da fosfatase alcalina das hASC pelo
ensaio de BCIP/NBT realizado conforme descrito no item 3.5.4. Como controle
foram utilizadas matrizes colonizadas com hASC em meio de cultura basal
suplementado com SH alo, nas mesmas condigdes.

Para evitar a possivel interferéncia da matriz tridimensional no processo
de colorimetria, também foi realizado o ensaio somente com as matrizes sem
células e a média dos valores da densidade O6ptica obtidos, foi similar ao

realizado somente com o0s reagentes envolvidos. Mesmo assim dos valores de
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densidade Optica obtidos para as matrizes com células, nos diferentes tempos,
foi subtraido o valor da média obtido somente com as matrizes.
Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA two-way seguido

pelo teste de Bonferroni e expressos como média + EMP.

3.8.3. Avaliagcdo da expressdo de marcadores de células da
linhagem osteogénica durante ainducgéo da diferenciacgéo

As matrizes de PHB-HV colonizadas por hASC induzidas a diferenciagéo
osteogénica, descrito no item 3.8, foram processadas por criomicrotomia, apos
cada intervalo de cultivo. As seccbes obtidas foram submetidas a técnica de
imunofluorescéncia para detectar a expressao de proteinas especificas,

produzidas por osteoblastos.

3.8.3.1. Processamento das amostras para obtencédo de secc¢des por
criomicrotomia

As amostras foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4, por 2 vezes para
retirar 0 meio de cultura e fixadas em solucdo de p-formaldeido a 4% em
tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4, por 24 horas. Em seguida, foram lavadas com
PBS 0,15 M, pH 7,4, por 5 minutos e colocadas em solucdo de sacarose a 10%
em PBS 0,15 M, a 4 °C, por 6 horas. ApGs esse periodo, as amostras foram
transferidas para uma solucdo de sacarose a 20% em PBS 0,15 M, a 4 °C, por
24 horas. Posteriormente as amostras foram congeladas em meio de inclusédo
para criostato, soluvel em agua (KILLLIK- Easy Path). Secc¢des histologicas de
10 pm foram obtidas em criostato (Leica CM1510S-Leica Mycrosystems,
Wetzlar, Germany) e estas foram mantidas a -20 °C até o momento de realizar

a marcacao para imunofluorescéncia (Boeloni et al., 2010).

3.8.3.2. Reacédo de imunofluorescéncia nas secc¢des

Seccdes de todos os grupos (diferentes intervalos de inducdo) foram
descongeladas por 15 minutos e em seguida iniciada a etapa de hidratacéo,
através da imersdo das mesmas em alcool absoluto (3 vezes, por 5 minutos) e

em gradiente de alcool etilico em diferentes concentracdes (95% e 80%), por 5
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minutos cada. Para finalizar as sec¢des foram imersas em 6 banhos de agua
destilada, por 5 minutos e 3 banhos de PBS 0,15 M, pH7,4, por 5 minutos.

A etapa de permeabilizagéo foi realizada incubando as sec¢des com
solucdo Triton X-100 a 0,25% e BSA a 2% em PBS 0,15 M, pH 7,4, (200
puL/seccdo) por 1 hora, em camara umida a temperatura ambiente. As seccdes
foram lavadas através da imersdo em PBS 0,15 M, pH 7,4 (3 vezes, por 5
minutos) e incubadas com solucéo de BSA a 2% e Tween 20 a 0,1% em PBS
0,15 M, pH 7,4, por 1 hora em camara Umida a temperatura ambiente.

ApoOs a permeabilizacéo, as seccdes foram lavadas com PBS 0,15 M, pH
7,4 (3 vezes, por 5 minutos), e feito o bloqueio de reacbes inespecificas,
incubando as secc¢des com solucdo de 5% de soro de cabra e BSA a 1% em
PBS 0,15 M, pH 7,4, por 1 hora em camara Umida a temperatura ambiente. Em
seguida, as seccdes foram lavadas novamente em solucédo de PBS 0,15 M, pH
7,4 (3 vezes, por 5 minutos).

Posteriormente, as seccbes foram incubadas com o0s anticorpos
primarios (Tab. 5) diluidos em solucdo de Triton X-100 a 0,025% e BSA a 0.2%

em PBS 0,15 M, por 2 horas, em camara Umida, a temperatura ambiente.

Tabela 5. Anticorpos primarios utilizados na marcacdo das secgBes para
imunofluorescéncia.

Antigeno Tipo Espécie Fornecedor Concentracao
Osteopontina | Policlonal Coelho abcam® 1: 200
Osteocalcina | Monoclonal | Camundongo abcam® 10pg/mL

Colageno | | Monoclonal | Camundongo abcam® 1: 200

Apés incubagdo com anticorpo primario, as sec¢gfes foram novamente
lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 (3 vezes, por 5 minutos) e, em seguida, foram
incubadas com os respectivos anticorpos secundarios (Tab. 4) diluidos em
solugdo de Triton X-100 a 0,025% e BSA a 0.2% em PBS 0,15 M, por 1 hora
em camara Umida, na auséncia de luminosidade e a temperatura ambiente. Os
controles negativos foram feitos utilizando-se apenas a marcagdo com 0S
respectivos anticorpos secundarios.

Posteriormente, as sec¢des foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,4 (3
vezes, por 5 minutos) e incubadas com a sonda Hoechst (1 yg/mL), por 20

minutos, para marcagdo do nacleo. Em seguida, foram feitas novas lavagens
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com PBS 0,15 M, pH 7,4 (3 vezes, por 10 minutos). E as laminas montadas
com Hydromount e laminulas.

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

4.1. Caracterizacéo das matrizes tridimensionais de PHB-HV

4.1.1. Caracterizacéao estrutural

A técnica de freeze-drying (item 3.1) permitiu a obtencdo de matrizes
tridimensionais de PHB-HV 7,5% (m/v) que foram reduzidas ao diametro de 5
mm e 6 mm de altura.

A estrutura dessas matrizes foi avaliada, preliminarmente, por MEV (item
3.1.2.1) e observou-se que estas apresentavam poros de aproximadamente
200 pm, assim como poros de diametro menor, interconectados (Fig. 5).

L= SE1 EHT= 15.0 K  WD= 20 mm MAG= X 100.  PHOTO= O
200 ym b——""""4
UNIY. MINHO

Figura 5. Estrutura das matrizes tridimensionais de PHB-HV. (a) Imagem
macroscopica e (b) imagem de MEV representativa da matriz tridimensional de PHB-
HV.

Através da técnica de microtomografia computadorizada (item 3.1.2.1),
imagens seriadas das matrizes foram obtidas e a reconstrugcdo dessas
forneceu uma imagem tridimensional da matriz de PHB-HV (Fig. 6). Nao se
observou diferencas significativas na morfologia entre suas partes internas e
externas. As andlises mostraram uma rede de poros totalmente
interconectados, porosidade de 88.1 + 0.3% e a média do tamanho dos poros
de 163.5+ 0.1 um.
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O teste de compressao mecanica revelou que as matrizes sao estruturas
anisotropicas, com moédulo compressivo longitudinal de 1.3 MPa e transversal
de 3.8 MPa.

Figura 6. Reconstrucéo tridimensional da matriz de PHB-HV.

4.1.2. Caracterizacdo quimica

A analise por EDS, realizada em diversas areas das matrizes
tridimensionais de PHB-HV detectou a presenca dos elementos quimicos
carbono (C), oxigénio (O) e ouro (Au), sendo este ultimo, devido ao processo
de metalizacdo das matrizes com ouro (Fig. 7). A sonda utilizada néo é capaz

de detectar o hidrogénio, portanto sua presenca ndo pode ser confirmada.

Mag Spot HV wD el HFW 100.0pm
500x 3.0 |15.0 kV 9.0 mm SSD 0.27 mm CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG
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Label A: Chlorite [Mrm.26= 36.86, 20.96, 34.83. 1.14, 3.84, 0.28)

AuMa

100 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 .00 §.00 9.00 10.00 keV

Figura 7. Constituintes quimicos da matriz tridimensional de PHB-HV, detectados por
EDS. (a) Area selecionada por MEV para realizar a analise por EDS e (b) espectro
referente a &rea analisada.

4.2. Isolamento e cultivo das hASC

As culturas primarias, obtidas ap0s o processamento do lipoaspirado
descrito no item 3.4, eram compostas por uma populacdo heterogénea de
células, apresentando células aderentes a superficie plastica das garrafas de
cultura, de formato fusiforme e células ndo aderentes, de formato arredondado.

Ao longo do cultivo, com a expansao celular e com a troca dos
respectivos meios de cultura basal, um suplementado com SFB e outro com
SH alo, o numero de células ndo aderentes diminuiu em ambas as culturas,
predominando a populacdo de células aderentes de formato fusiforme, com
potencial de auto-renovacéo e formacao de coldnias.

O diferencial entre as duas culturas, € que na presenca de meio de
cultura basal suplementado com SH alo, as células apresentaram um tamanho
menor, menos granulos citoplasmaticos, menor aderéncia a superficie plastica
e maior tendéncia a se aglomerar ao alcancarem confluéncia. Além disso,
essas culturas apresentavam-se sempre mais densas quando comparadas as

culturas cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB (Fig. 8).
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Figura 8. Aspectos morfologicos das hASC isoladas e cultivadas em meio de cultura
basal suplementado com (a) SFB e (b) SH alo; M. O., aumento real de 10x.

4.3. Estudos basicos em culturas de hASC
4.3.1. Caracterizacdo do imunofenétipo das hASC

A andlise do imunofendtipo das populacdes de hASC foi realizada ao
longo das passagens (item 3.5.1) e a seguir, estdo representados o0s
histogramas das populacdes de células, na 42 passagem, cultivadas em meio
de cultura basal suplementado com SFB e com SH alo (Fig. 9). Estas
populacées de células analisadas foram determinadas pelo grafico de tamanho
versus granulosidade obtido de células sem nenhum tipo de marcacao
(populacéo R1 - Fig. 3)

A andlise dos histogramas das hASC cultivadas em meio de cultura
basal suplementado com SFB demonstrou que 92,33% + 2,00 das células
expressaram CD29; 0,38% + 0,45 CD34; 97,40% + 1,22 CD44; 0,11% =+
0,03 CD45; 96,55% + 0,76 CD73; 91,76% + 1,45 HLA-ABC e 0,08% + 0,04
HLA-DR (Fig. 9 IA-IG).

E a andlise dos histogramas das hASC cultivadas em meio de cultura
basal suplementado com SH alo demonstrou que 94,35% + 5,00 das células
expressaram CD29; 1,48% + 0,42 CD34; 98,04% + 1,34 CD44; 1,02% + 0,71
CD45; 90,18% + 9,96 CD73; 95,98% + 2,45 HLA-ABC e 0,59% + 0,96 HLA-DR
(Fig. 9 lIA-1IG).
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Figura 9. Andlise imunofenotipica das hASC através de citometria de fluxo. Os
histogramas apresentam o numero de eventos versus intensidade de fluorescéncia. A
curva vermelha é o controle negativo da fluorescéncia e a curva preta, representa a
populacdo de células avaliadas para um marcador especifico (0o deslocamento para
direita indica a existéncia de marcacao). (I) A populagéo de células cultivadas em meio
de cultura basal suplementado com SFB e (Il) populacdo de células cultivadas em
meio de cultura basal suplementado com SH alo para avaliagdo do marcador (A)
CD29; (B) CD34; (C) CD44; (D) CD45; (E) CD73; (F) HLA-ABC e (G) HLA-DR.
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Figura 10. Representacdo grafica do percentual de células fluorescentes dentro das
populagbes R1 (Fig. 3). Nao foi observada nenhuma diferenca significativa entre os
grupos avaliados (ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni).

4.3.2. Cinética de proliferacéo
4.3.2.1. Duplicacdo acumulada da populacéo e tempo de duplicacao

Observou-se uma expansdo acumulada significativamente maior na
populacdo de células cultivadas em meio de cultura basal suplementado com
SH alo comparada ao SFB (Fig. 11). As culturas, em meio de cultura basal
suplementado com SH alo, apresentaram um mesmo perfil de expanséo
acumulada observado até a 162 passagem, enquanto as culturas em meio de
cultura basal suplementado com SFB, s6 foram acompanhadas até a 102
passagem, uma vez que a partir da 82 passagem levaram quase 2 semanas
para confluir (item 3.5.2.1).

O tempo de duplicacdo das hASC cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com SFB e SH alo (item 3.5.2.1) foram estimados em 120 + 17

horas e 28 = 5 horas, respectivamente.
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Figura 11. Média acumulada da duplicacao das hASC cultivadas em meio de cultura
basal suplementado com SFB e SH alo. n= 3; Houve diferenga significativa na
expansdo acumulada entre os dois grupos avaliados ao longo das passagens (P)
(ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni); a expansdo acumulada das
células, cultivadas em meio suplementado com SH alo foi significativa com p<0,05
entre todas as passagens; a expansdo acumulada das células cultivadas em meio
suplementado com SFB foi significativa com p<0,05 quando comparado entre *P1 e
P3, “P3 e P5, *P5 e P6 e *P6 e P8 (ANOVA one-way seguido pelo teste de Bonferroni).

4.3.2.2. Curva de crescimento

A curva de crescimento das hASC, cultivadas nos 2 meios de cultura, foi
realizada utilizando um mesmo namero inicial de células e contadas aos 3, 5, 7,
9 e 11 dias de cultivo (item 3.5.2.2). A cinética de proliferacdo das populacdes,
demonstrada pelas curvas de crescimento (Fig. 12), mostrou um crescimento
inicial acelerado das hASC cultivadas em meio de cultura basal suplementado
com SH alo a partir do 7° dia de cultivo, enquanto as hASC cultivadas em meio
de cultura basal suplementado com SFB s6 ocorreu a partir do 9° dia de cultivo.

Também pdde se observar através deste experimento que as garrafas
de cultura das hASC em meio com SH alo alcancaram confluéncia total ao 9°
dia de cultivo, estagnando a proliferacéo celular a partir deste dia, enquanto

nas garrafas com meio com SFB, as células continuaram a proliferar.



RESULTADOS 44

2.5%106
2.0x106+ e sm

1.5x106 = SHalo
1.0x106
5.0x10°-

* 3
*

2.6x10°4 l ’
2.1x10°+
1.6x10°
1.1x10°4
5.5x10%4
5.0x10° T T T T T

NUmero de células

2

N\
Q % %) A 9 o

Figura 12. Curva de crescimento avaliando a cinética de proliferagcdo das hASC em
meio de cultura basal suplementado com SFB e SH alo nos dias 3, 5, 7, 9 e 11. n= 3;
*P<0,05 comparando hASC cultivadas em meio suplementado com SFB e SH alo nos
dias 7, 9 e 11 (ANOVA two way seguido pelo teste de Bonferroni). O crescimento entre
a populacdo de células no mesmo meio de cultivo foi significativo “P<0,05 quando
comparado entre 7 e 9 dias (SH alo) e *P<0,05 entre 9 e 11 dias (SFB) (ANOVA one-
way seguido pelo teste de Bonferroni).

4.3.3. Viabilidade e proliferacao celular

O ensaio de MTT utilizado consiste na metabolizacdo do substrato MTT
por enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias de células viaveis,
levando a formacéo de cristais de formazan (item 3.5.3). Estes cristais foram
observados, por M. O. nas culturas utilizando os diferentes suplementos no
meio e por todos os tempos de cultivo avaliados (Fig. 13a-b).

Apoés a formacgéo dos cristais, esses foram solubilizados com SDS-10%
HCI e realizada a leitura de absorbancia a 595 nm (item 3.5.3). Observou-se
que houve uma maior proliferacdo das hASC cultivadas em meio de cultura
basal suplementado com SH alo, quando comparadas as hASC cultivadas em
meio de cultura basal suplementado com SFB (Fig. 13c).



RESULTADOS 45

(c) 1.50+

1.35-
E 120
o | * N
g 10 *
< 0.90+ = SFB
'*é_ 0.75- * Il SHalo
©  0.601
K
S 0.45
wn
&  0.30
[a)

0.15-

0.00-

S N & &
Q A ,»b‘ ’]>’ (f/b

Figura 13. Viabilidade e proliferacdo das hASC, avaliados pelo ensaio de MTT.
Visualizacdo de cristais de formazan produzidos pelas hASC cultivadas em meio de
cultura basal suplementado com (a) SFB e (b) SH alo; M. O., aumento real de 25x. (c)
Representacdo grafica da proliferagdo celular das culturas em ambos os meios de
cultura; n= 3; *P<0,05 quando comparado hASC cultivadas em meio suplementado
com SFB e as cultivadas em meio suplementado com SH alo (ANOVA two-way
seguido pelo teste de Bonferroni).

4.3.4. Atividade da fosfatase alcalina

Neste ensaio de BCIP-NBT, baseado em uma reacdo cromogénica, 0
precipitado purpura formado quando a enzima fosfatase alcalina cliva o
grupamento fosfato presente no BCIP, produzindo um préton que reduz o NBT
(tem 3.5.4), foi observado, por M. O., nas hASC cultivadas nos 2 meios de
cultura basal (Fig. 14a-b).

A densidade o6ptica obtida foi maior nas culturas em meio de cultura
basal suplementado com SH alo em relagdo as culturas em meio de cultura
basal suplementado com SFB, ndo variando o nivel ao longo dos tempos
avaliados (Fig. 14c).
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Figura 14. Atividade da fosfatase alcalina das hASC, nas 2 culturas. Visualizagédo do
precipitado purpura produzido pelas hASC cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com (a) SFB (M. O., aumento real de 25x) e (b) SH alo (M. O., aumento
real de 50x). (c) Representacdo grafica da atividade da fosfatase alcalina em ambas
as culturas; n= 3; *P<0,05 quando comparado hASC cultivadas em meio
suplementado com SFB e as cultivadas em meio suplementado com SH alo (ANOVA
two-way seguido pelo teste de Bonferroni).

4.5. Diferenciacéo osteogénica das hASC

As hASC foram induzidas a diferenciacéo osteogénica pelo cultivo com o
meio de cultura para diferenciagdo osteogénica, por até 28 dias (item 3.6). A
diferenciacdo osteogénica das hASC foi confirmada pelos resultados dos
seguintes ensaios: teste de proliferacédo celular (item 4.5.1), quantificacdo da
atividade da fosfatase alcalina (item 4.5.2), dosagem de colageno pela
coloracao de Sirius Red (item 4.5.3), deteccdo de mineralizacédo pela coloracéo
de von Kossa (item 4.5.4) e avaliacdo da expressdo de proteinas de matriz

0ssea por imunofluorescéncia (item 4.5.5) demonstrados a seguir.
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45.1. Avaliacdo da proliferagdo celular durante a inducdo da
diferenciacao osteogénica

A proliferagédo celular durante a diferenciacdo osteogénica foi avaliada
até 28 dias de inducéo, pelo ensaio de MTT (item 3.6.1).

Pode-se observar que as hASC cultivadas em meio osteogénico
suplementado com SH alo sofreram uma proliferacdo inicial acelerada em
comparacao ao seu controle e a partir do 14° dia de inducao, a proliferacéo
diminuiu. J4 as hASC cultivadas em meio osteogénico suplementado com SFB
apresentaram uma proliferacdo maior em relacdo ao controle, em todos os
tempos; também sendo, essa proliferacdo, menor quando comparada as hASC
cultivadas em meio osteogénico suplementado com SH alo até o 14° dia de

inducao e proliferando mais que estas aos 28 dias de inducéo (Fig. 15).
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Figura 15. Representacdo gréfica da proliferacdo celular durante a inducdo da
diferenciagdo osteogénica, avaliada pelo ensaio de MTT. n= 3; Analise estatistica por
ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni.
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4.5.2. Avaliacado da atividade da fosfatase alcalina durante a inducéao
da diferenciacédo osteogénica

A atividade da fosfatase alcalina durante a diferenciacdo osteogénica foi
avaliada até o 28° dia de inducao, pelo ensaio de BCIP-NBT (item 3.6.2).

Pode-se observar que as hASC cultivadas em meio osteogénico
suplementado com SH alo apresentaram nivel de atividade da fosfatase
alcalina elevado desde o 7° dia de indug&o, no entanto ndo houve diferenca
significativa em relacdo ao seu controle, que também apresentou nivel elevado
de atividade de fosfatase alcalina (Fig. 16). Enquanto as culturas de hASC
cultivadas em meio osteogénico suplementado com SFB apresentaram um
aumento no nivel da atividade de fosfatase alcalina ao logo dos tempos
avaliados quando comparado ao seu grupo controle. Estas células
apresentaram um nivel de atividade da fosfatase alcalina significativo aos 21
dias de inducdo, que alcancou os niveis de atividade das culturas cultivadas
em meio suplementado com SH alo (na presenca ou auséncia de fatores
indutores) (Fig. 16).
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Figura 16. Representacédo grafica da atividade da fosfatase alcalina durante a indugéo
da diferenciacdo osteogénica, avaliada pelo ensaio de BCIP-NBT. n= 3; analise
estatistica por ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni.
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4.5.3. Avaliacdo da sintese de colageno durante a inducdo da
diferenciacao osteogénica

A quantificacdo da sintese de colageno pelas células durante a inducéo
da diferenciacdo osteogénica foi realizada através do ensaio colorimétrico
baseado no Sirius Red (item 3.6.3).

POde-se observar que as hASC cultivadas em meio osteogénico
suplementado com SH alo apresentaram uma sintese de coladgeno superior a
ao seu grupo controle. Esta sintese também foi maior em relacdo a sintese de
colageno pelas células cultivadas em meio osteogénico suplementado com
SFB a partir do 14° dia de induc&o. Enquanto as culturas de hASC cultivadas
em meio osteogénico suplementado com SFB apresentaram sintese de
colageno significativamente superior ao controle a partir do 21° dia de inducéo
(Fig. 17).
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Figura 17. Representacao grafica da quantidade de coldgeno sintetizado durante a
inducdo da diferenciagdo osteogénica, avaliada pela coloracdo pelo Sirius Red. n= 3;
Andlise estatistica por ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni.
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45.4. Avaliacdo da mineralizacdo durante a inducdo da
diferenciacao osteogénica

A mineralizagdo durante a indugcdo da diferenciagdo osteogénica foi
avaliada pela coloragéo pelo método de von Kossa (item 3.6.4).

A presenca de mineralizacdo, representada por coloracdo negra ou
marron, nao foi observada nos grupos controles (Fig. 18a, e). J& as hASC
cultivada em meio osteogénico suplementado com SFB a mineralizagao foi
observada somente a partir do 28° dia de inducdo (Fig. 18b-d). Enquanto as
células, cultivadas em meio osteogénico suplementado com SH alo, a

mineralizacao foi observada a partir do 14° dia de inducao (Fig. 18 f-h).

455. Avaliacdo da expressdao de marcadores de células da
linhagem osteogénica durante ainducéo da diferenciacéo

As hASC cultivadas em meio osteogénico suplementado com SH alo,
passaram a expressar marcadores de osteoblastos (Fig. 19 e 20) demonstrado
pelo ensaio de imunofluorescéncia utilizando anticorpos especificos para
osteopontina e osteocalcina (item 3.6.5)

As hASC cultivadas na auséncia de fatores indutores apresentaram uma
marcacgao discreta para osteopontina (Fig. 19a) enquanto nenhuma marcacao
para osteocalcina foi observada (Fig. 20a). J4 as células, cultivadas em meio
osteogénico suplementado com SH alo, passaram a expressar uma marcacao
significativa para osteopontina (Fig. 19b-c) e osteocalcina (Fig. 20b-c) a partir
do 21° dia de indugéo.
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Figura 18. Coloracdo de von Kossa para confirmar a mineralizagdo (coloragcdo marrom). Cultura de células cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com (a) com SFB e (e) com SH alo (controles); cultura de células cultivadas em meio osteogénico suplementado com SFB por
(b) 14 dias de inducao, (c) por 28 dias e culturas de células cultivadas em meio osteogénico suplementado com SH alo por (f) 14 dias de
inducéo e (g) 28 dias; M. O., aumento real de 10x. Culturas de células cultivadas em meio osteogénico suplementado com (d) SFB e (h) SH
alo, M. O., aumento real de 25x; n= 3.



RESULTADOS 52

Figura 19. Marcacao para osteopontina (coloracdo verde) em hASC cultivadas em (a)
meio de cultura basal suplementado com SH alo e em meio de cultura osteogénico
suplementado com SH alo por (b) 21 dias e (c) 28 dias. A coloracdo azul marca o0s
nucleos celulares. Imagens obtidas em microscépio confocal.



RESULTADOS 53

10 pm 10 pm 10 pm

Figura 20. Marcacéo para osteocalcina (coloracdo verde) em hASC cultivadas em (a)
meio de cultura basal suplementado com SH alo e em meio de cultura osteogénico
suplementado com SH alo por (b) 21 dias e (c) 28 dias. A coloracdo azul marca os
nucleos celulares. Imagens obtidas em microscopio confocal.

4.6. Estudos sobre a colonizagcdo das matrizes tridimensionais de
PHB-HV por hASC

4.6.1. Avaliagdo da colonizagdo in vitro das matrizes
tridimensionais de PHB-HV por hASC

As hASC cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH alo

foram capazes de colonizar e penetrar no interior das matrizes tridimensionais



RESULTADOS 54

de PHB-HV, como observado pela MEV das matrizes inteiras e fraturadas (item
3.7.1). As imagens obtidas revelaram uma alta densidade celular (Fig. 21).

As células, em geral, apresentavam-se achatadas, com emissao de
prolongamentos citoplasmatico, aderidas a superficie homogénea da matriz ou
no interior de poros (Fig. 22a-f). Em algumas células havia a presenca de
muitas vesiculas na superficie da membrana celular (Fig. 22g).

{ v 4

Figura 21. Imagens da MEV das matrizes de PHB-HV colonizadas pelas hASC. Visao
panoramica do interior das matrizes, com predominio de células achatadas. (a)
Aumento: 100x. (b) Aumento: 200x. Setas brancas indicam algumas hASC e a seta
preta indica uma regido com alta densidade celular.
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Figura 22. Imagens da MEV das matrizes de PHB-HV colonizadas pelas hASC,
mostrando células aderidas a superficie. (a) Aumento: 200x. (b) Aumento: 500x. (c)
Aumento: 2000x e (d) Aumento: 1000x. (e) A adesao celular a superficie pela emisséo
de prolongamentos citoplasmaticos; aumento: 4000x e (f) interconexdo com outras
células através dos prolongamentos; aumento: 2500x. (g) InUmeras vesiculas aderidas
a superficie da membrana celular; aumento: 3000x.
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4.6.2. Viabilidade e proliferacdo das hASC em matrizes
tridimensionais de PHB-HV

Para verificar se o biomaterial PHB-HV estava influenciando na
viabilidade e proliferacdo celular, foi realizado o ensaio de metabolizacdo do
MTT (item 3.7.2).

Observou-se que aumentou a proliferacdo das células semeadas sobre
a matriz tridimensional de PHB-HV até o 28° dia de cultivo (Fig. 23).
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Figura 23. Representacgdo gréafica da proliferacdo das hASC semeadas sobre a matriz
tridimensional de PHB-HV em meio de cultura basal suplementado com SH alo,
avaliada pelo ensaio de MTT. n= 3; *P<0,05 comparando entre 1 e 7 dias e *P<0,05
comparando entre 14 e 21 dias. Analise estatistica por ANOVA one-way seguido pelo
teste de Bonferroni.

4.7. Diferenciagdo osteogénica das hASC associadas as matrizes
tridimensionais de PHB-HV

A diferenciagcdo osteogénica das hASC semeadas sobre matrizes
tridimensionais de PHB-HV cultivadas em meio osteogénico suplementado com
SH alo (item 3.8) foi evidenciada pelos resultados dos seguintes ensaios:
avaliacdo da proliferacdo celular (item 4.7.1), quantificacdo da atividade da
fosfatase alcalina (item 4.7.2) e avaliacdo da expresséo de proteinas de matriz

0ssea por imunofluorescéncia (item 4.7.3) demonstrados a seguir.
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4.7.1. Avaliagdo da proliferagdo celular durante a indugdo da
diferenciacao osteogénica

A proliferacéo celular foi avaliada pelo ensaio de MTT (item 3.8.1).

Pode-se observar que as hASC cultivadas em meio osteogénico
suplementado com SH alo apresentaram uma proliferagdo inicial significativa,
até o 14° dia de inducéo, inclusive sendo superior a proliferagcdo das hASC
qguando cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH alo nesses

primeiros 14 dias. Depois desse tempo, o crescimento das hASC cultivadas em

meio osteogénico se estabilizou (Fig. 24).
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Figura 24. Representagéo grafica da proliferacdo das hASC semeadas sobre a matriz
tridimensional de PHB-HV em meio de cultura osteogénico suplementado com SH alo,
avaliada pelo ensaio de MTT. n= 3; *P<0,05 comparando hASC em meio de cultura
basal suplementado com SH alo e meio de cultura osteogénico suplementado com SH
alo (ANOVA two-way seguido pelo teste de Bonferroni). “P<0,05 quando comparado a
proliferacdo de hASC em meio SH alo DIF entre 2 e 7 dias e *P<0,05 entre 7 e 14 dias
(ANOVA one-way seguido pelo teste de Bonferroni).

4.7.2. Avaliagéo da atividade da fosfatase alcalina durante a indugéo
da diferenciacdo osteogénica

A atividade da fosfatase alcalina durante a diferenciacdo osteogénica foi
avaliada pelo ensaio de BCIP-NBT (item 3.8.2).
Pdde-se observar que as hASC em meio osteogénico suplementado

com SH alo, apresentaram nivel de atividade da fosfatase alcalina inferior ou
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proximo ao do controle. No entanto aos 21 dias de inducdo apresentou um
aumento significativo do nivel de atividade da fosfatase alcalina nas culturas

com meio osteogénico em relacdo ao controle, e diminuiu novamente aos 28

dias de inducéo (Fig. 25).
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Figura 25. Representagdo gréfica da atividade da fosfatase alcalina nas hASC
semeadas sobre a matriz tridimensional de PHB-HV em meio de cultura osteogénico
suplementado com SH alo, avaliada pelo ensaio de BCIP-NBT. n= 3; *P<0,05
comparando hASC em meio de cultura basal suplementado com SH alo e meio de
cultura osteogénico suplementado com SH alo. Analise estatistica por ANOVA two-
way seguido pelo teste de Bonferroni.

4.7.3. Avaliacdo da expressdao de marcadores de células da
linhagem osteogénica durante ainducao da diferenciacao

As secc0Oes, obtidas em todos os tempos avaliados durante a inducéo da
diferenciacdo, foram avaliadas quanto a expressdo de marcadores de
osteoblastos, por imunofluorescéncia (item 3.8.3.2)

A marcagao inespecifica obtida no controle negativo foi utilizada para
ajustar os parametros de aquisi¢cdo das imagens (Fig. 26a, 27a e 28a). E dessa
forma, pdde-se observar que as sec¢Bes das matrizes colonizadas por hASC
cultivadas em meio osteogénico suplementado com SH alo, apresentaram
alguma marcacao para osteopontina (Fig. 26b-d), colageno tipo | (Fig. 27b-d) e
osteocalcina (Fig. 28b-d) a partir do 14° dia de inducéo. Através das imagens
de luz transmitida, foi possivel observar a arquitetura das matrizes

tridimensionais empregadas. Nota-se também que h& marcacédo das proteinas
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em questdo, em algumas secg¢lOes, no arcabouco da matriz tridimensional

proximo aos nucleos das células.

Figura 26. Marcagcdo para osteopontina (coloracdo verde) em secc¢des de hASC
cultivadas em matriz tridimensional de PHB-HV em meio de cultura osteogénico
suplementado com SH alo. (a) Controle negativo — marcagdo somente com anticorpo
secundario; marcagdo para osteopontina em matrizes sob inducdo da diferenciacédo
por (b) 14 dias, (c) 21 dias e (d) 28 dias. A coloracdo azul marca os nucleos celulares.
Imagens obtidas em microscépio confocal.
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Figura 27. Marcacdo para colageno tipo | (coloracdo verde) em seccbes de hASC
cultivadas em matriz tridimensional de PHB-HV em meio de cultura osteogénico
suplementado com SH alo. (a) Controle negativo — marcagdo somente com anticorpo
secundario; marcacgdo para colageno tipo | em matrizes sob inducéo da diferenciagéo
por (b) 14 dias, (c) 21 dias e (d) 28 dias. A coloracdo azul marca os nucleos celulares.
Imagens obtidas em microscépio confocal.
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Figura 28. Marcacdo para osteocalcina (coloracdo verde) em seccOes de hASC
cultivadas em matriz tridimensional de PHB-HV em meio de cultura osteogénico
suplementado com SH alo. (a) Controle negativo — marcagdo somente com anticorpo
secundario; marcagdo para osteocalcina em matrizes sob inducdo da diferenciagéo
por (b) 14 dias, (c) 21 dias e (d) 28 dias. A coloragdo azul marca os nucleos celulares.
Imagens obtidas em microscopio confocal.
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5. DISCUSSAO

Atualmente, a engenharia de tecidos € uma estratégia promissora no
campo da medicina regenerativa 6ssea (Dimitriou et al., 2011). Contudo ainda
enfrenta alguns desafios como, encontrar a fonte de células mais adequada
(Seong et al., 2010), condi¢cbes 6timas de cultura (Mannello & Tonti, 2007) e
desenvolver matrizes estruturais com caracteristicas ideais (Seong et al., 2010;
Dimitriou et al., 2011).

O PHB-HV surge como uma geracao de polimeros com ampla aplicacao
na rea médica por ser natural, biocompativel, biodegradavel, termoplastico e
apresentar propriedades mecanicas adequadas (Kose et al., 2003). Dessa
forma, este polimero foi escolhido para o desenvolvimento das matrizes em
estudo.

Através da técnica de freeze-drying, foram obtidas matrizes estruturais
de PHB-HV com poros apresentando tamanho médio de 163.5 £ 0.1 um, o que
permite a adesdo celular e o contato célula-célula. Além disso, uma alta
porosidade (88.1 + 0.3%) e interconectividade entre os poros, o que favorecem
0 crescimento e penetracdo celular pela estrutura interna da matriz,
vascularizacdo e difusdo de nutrientes e metabdlitos. A microporosidade
observada pode ser favoravel para formacéo de capilares. Em relacéo as suas
propriedades mecanicas, as matrizes obtidas sdo estruturas anisotrépicas,
apresentando médulo de compressao transversal maior que o longitudinal, o
gue é interessante considerando que 0 0SSO apresenta esse mesmo tipo de
propriedade. Dessa forma as propriedades das matrizes estdo de acordo com o
idealizado para 0 sucesso na regeneracéo 0ssea (Salgado et al., 2004).

As matrizes desenvolvidas sdo constituidas somente por carbono,
oxigénio e provavelmente hidrogénio (que nédo pode ser detectado pela sonda),
confirmando a sua composicdo, tipica de poliésteres, e que ndo estavam
contaminadas por nenhum outro elemento quimico.

Optou-se por utilizar as hASC por apresentarem varias vantagens para o
emprego na engenharia de tecidos, como: (i) podem ser uma fonte autdloga de
células; (ii) sdo coletadas por procedimento pouco invasivo, a partir do produto
da cirurgia de lipoaspiracdo, técnica menos invasiva que a puncdo da medula

Ossea (esta pode acarretar em desconforto e morbidade do sitio doador); (iii)
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estdo disponiveis em grande quantidade, podendo ser isoladas do tecido
adiposo e expandidas rapidamente; (iv) sado capazes de diferenciar em
multiplas linhagens, inclusive em linhagem osteogénica e (v) ndo estdo
envolvidas em questdes éticas (Gimble et al., 2007; Mizuno, 2009; Lindroos et
al., 2011).

Propomos a utilizagdo do SH alo como suplemento para o meio de
cultura em substituicio ao SFB na tentativa de evitar possiveis reacdes
imunologicas decorrentes da exposicdo das células a proteinas animais e a
transmissdo de microorganismos patogénicos (Mannello & Tonti, 2007). E
ainda por ser preconizado pelas BPM como uma das formas para utilizacao
terapéutica segura das hASC (Lindroos et al., 2011). O suplemento empregado
entdo, baseia-se em um pool de soro de origem distinta das hASC.

O emprego desse suplemento justifica-se, uma vez que a expressao dos
antigenos do sistema ABO e alguns outros antigenos de superficie baseados
em proteinas e carboidratos ndo sdo detectaveis em MSC, permitindo a
substituicdo do SFB por soro de qualquer grupo sanguineo e evitando a
rejeicdo no transplante dessas células (Schafer et al., 2011). A substituicdo por
soro humano e outros derivados sanguineos tem sido evidenciado por alguns
estudos, jA em andamento, (Shahdadfar et al., 2005; Kocaoemer et al., 2007;
Bieback et al., 2009; Lindroos et al., 2010).

As hASC isoladas, a partir da fragdo vascular estromal resultante do
processamento de lipoaspirados, cultivadas em 2 tipos de meio de cultura: um
suplementado com SFB e outro com SH alo, demonstrou resultados
satisfatorios. As células apresentaram formato tipo fibroblastdide e aderentes a
superficie plastica, corroborando com os dados de Zuk et al., 2001.

As diferengcas morfolégicas como: menor tamanho, menos granulos
citoplasmaticos, menor aderéncia a superficie plastica, tendéncia a se
aglomerar ao confluirem e culturas mais densas, foram observadas nas
culturas de hASC cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH
alo, assim como descrito para as hASC cultivadas em meio suplementado com
soro humano AB e plasma rico em plaquetas — trombina ativadas (Kocaoemer
et al., 2007), que entdo corrobora o resultado deste trabalho.

A menor aderéncia a superficie plastica foi observada também em

culturas de BMSC, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com
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soro autdlogo humano, quando comparadas as BMSC cultivadas em meio de
cultura basal suplementado com SFB. E uma analise da expressdo génica
dessas BMSC indicaram que a maior aderéncia pode estar relacionada a uma
super expressao genes de colageno nas células quando o suplemento utilizado
€ 0 SFB e nao o soro humano (Shahdadfar et al., 2005).

Além da caracterizacdo morfologica, foi estabelecida uma caracterizagédo
fenotipica para identificar a populacéo de células-tronco através da combinacéo
da expressao de marcadores de superficie. As populacdes de células estudada
em cada tipo de cultura (meio suplementado com SFB ou com SH alo) foram
definidas pelo grafico de tamanho versus granulosidade, que confirmou a
aparéncia visual menor e menos granulosa das hASC cultivadas em meio de
cultura basal suplementado com SH alo comparadas as hASC cultivadas em
meio suplementado com SFB.

As hASC constituiram, in vitro, uma populacdo homogénea de células
gue expressaram os marcadores de superficie CD29, CD44, CD73 e o HLA-
ABC e nado expressaram CD34, CD45 e HLA-DR, ndo havendo interferéncia
do tipo de suplemento utilizado no meio de cultura na expressao dos
marcadores. Fenotipicamente as hASC isoladas estdo de acordo com o perfil
proposto por Zuk et al., 2001 e Wagner et al., 2005 e aceito pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular.

As hASC caracterizadas, foram avaliadas quanto a sua capacidade de
expansdo, uma vez que as culturas em meio de cultura basal suplementado
com SH alo, apresentavam-se sempre mais densas. O tempo de duplicacdo
observado para as células cultivadas em meio com SFB foi cerca de 4 vezes
maior que o tempo de duplicacdo das células cultivadas em meio com SH alo.
Apesar da expanséo acumulada das hASC cultivadas em meio com SH alo ser
significativamente maior, as hASC cultivadas em meio com SFB apresentaram
uma expansao continua.

Além disso, as células em meio com SFB a partir da 82 passagem
apresentaram um crescimento mais lento. Shahdadfar et al., 2005 em seu
estudo de expressdo génica em BMSC (utilizando SBF como suplemento para
o meio de cultura celular) observou que 0s genes associados a proteinas
cruciais para a progressao do ciclo celular estavam sendo fortemente down

regulados na 102 passagem em relacdo a 42, enquanto genes associados a
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células especializadas estavam up regulados. Contrastando com a estavel
expressao génica ao longo das passagens de BMSC quando cultivadas em
meio suplementado com soro humano, sugerindo que a expansao nesse meio
nao apresenta risco de instabilidade do transcriptoma.

A cinética de proliferacdo das hASC foi mais acelerada quando o meio
de cultura foi suplementado com SH alo parecendo haver um estimulo para
proliferagdo (Kocaoemer et al., 2007) e contrariando o estudo de Lindroos et
al., 2010 que so6 alcangou proliferacdo das hASC em niveis compativeis em
meios suplementados com 10% de SFB e 15% de soro humano.

A expansdo observada nas culturas de hASC as tornam candidatas
atrativas para emprego clinico, uma vez que a expansao ex vivo € necessaria
para obter um numero suficiente de células requerido para o transplante.
Otimizando essa expansao o numero de células pode ser alcancado em menor
tempo e entdo, a cinética acelerada da proliferacdo das hASC em meio de
cultura suplementado com SH alo favorece ainda mais a utilizacdo deste
suplemento em substituicdo ao SFB.

As hASC cultivadas em meio de cultura basal, suplementado com os
dois tipos de soro, foram capazes de metabolizar o MTT e produzir cristais de
formazan e o aumento da densidade Optica, ao longo dos tempos de cultivo
avaliados, indicam que o tipo de suplemento utilizado nédo interferiu na
viabilidade dessas células. A maior densidade Optica observada quando o
suplemento para o meio utilizado foi SH alo, pode ser devido ao maior nimero
de células, corroborando com a maior proliferacdo observada para estas
células neste meio.

A fosfatase alcalina € um dos marcadores de indiferenciacdo das
células-tronco embrionéarias e € descrita também para hASC (Riekstina et al.,
2009). Os diferentes tipos de soro empregados nos meios de cultura basal
parecem nao interferir na atividade da enzima. Mas assim como foi observado
no ensaio de MTT, os niveis da densidade éptica foram superiores nas culturas
cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH alo comparado com
SFB. Esse perfil provavelmente se deve ao maior numero de células quando se
utiliza SH alo como suplemento e ndo que ha maior atividade da enzima.

A inducédo da diferenciacdo osteogénica foi realizada através da adi¢éo

de dexametasona, acido ascoérbico e B-glicerofosfato ao meio de cultura basal
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suplementado tanto com SFB quanto com SH alo por até 28 dias. A utilizacdo
desses fatores indutores na diferenciacdo osteogénica, utilizando células-
tronco, ja foi demonstrada na literatura (Halvorsen et al., 2001 Girolamo et al.,
2007; Liu et al., 2007). Para caracterizar a diferenciacdo osteogénica varios
ensaios foram realizados neste trabalho.

Sabe-se que as células-tronco possuem a capacidade intrinseca de
auto-renovacao, com alto potencial proliferativo que diminui gradualmente a
medida que essas células se comprometem com uma linhagem celular
(Mountford, 2008).

De fato, observou-se que as hASC induzidas a diferenciagdo por meio
osteogénico suplementado com SH alo apresentaram uma proliferacéo inicial
significativa e uma reducéo nessa a partir do 14° dia de inducéo, enquanto as
hASC cultivadas em meio de diferenciacdo suplementado com SFB
apresentaram uma proliferacao significativa até o 28° dia.

O aumento do nivel de atividade da fosfatase alcalina é considerado um
marcador precoce da diferenciacdo osteogénica, amplamente empregado em
outros trabalhos (Jaiswal et al., 1997; Aubin, 2001). Nossos resultados obtidos
com as hASC cultivadas em meio osteogénico suplementado com SFB,
indicam um aumento nessa atividade ao 21° dia de inducdo alcancando os
niveis apresentado pelas culturas em meio suplementado com SH alo e
manutencdo desse nivel até o 28° dia, de acordo com o esperado diante da
indug&o. No entanto, o resultado da atividade da fosfatase alcalina obtido com
as culturas cultivadas em meio osteogénico suplementado com SH alo,
considerado isoladamente, ndo foi conclusivo, uma vez que o nivel da atividade
de fosfatase alcalina foi elevado desde o 7° dia de indugéo e equivalente ao
obtido nas culturas sem inducéo. Mas relacionando o resultado da proliferacéo
celular com a atividade da fosfatase alcalina, pode-se inferir que houve um
aumento da atividade da fosfatase alcalina ao 21° dia de indugéo, pois a partir
de 14 dias de indugdo h& um decréscimo na proliferagéo celular que deveria
ser acompanhado pela diminuicdo enzimatica, que nao foi observado.

O SH alo utilizado como suplemento para 0 meio osteogénico no cultivo
das hASC parece ter favorecido a sintese de colageno pelas células em
diferenciacdo, uma vez que a partir do 14° dia de inducdo essa sintese foi

superior a sintese de todos 0s outros grupos, inclusive quando comparado as
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células em diferencia¢do sob estimulo do meio osteogénico suplementado com
SFB. Embora a dosagem néo tenha sido especifica para o colageno tipo |,
sabe-se que este tipo de colageno € um dos marcadores de osteoblastos mais
rapidamente expressos em células comprometidas com a linhagem, sendo sua
deposicdo como matriz extracelular um evento relativamente inicial na via de
diferenciacao de osteoblastos (Aubin, 2001).

Como pbde ser observado pelas imagens de coloragéo por von kossa, a
mineralizacdo ocorreu nas culturas cultivadas em meio osteogénico
suplementado com SH alo a partir do 14° dia de indu¢do, enquanto esta so6 foi
observada nas hASC cultivadas em meio osteogénico suplementado com SFB
no 28° dia de inducéo. A mineralizacdo observada esta de acordo com o perfil
de sintese de colageno apresentado pelas células, uma vez que o colageno
tipo | € essencial para a mineralizacdo da matriz 6ssea (Salgado et al., 2004).

A fim de verificar alteragdo fenotipica nas hASC cultivadas em meio
osteogénico suplementado com SH alo, foram realizados ensaios de
imunofluorescéncia para marcadores especificos de osteoblastos: osteopontina
e osteocalcina, proteinas ndo colagénicas, envolvidas no remodelamento
0sseo. A expressao de osteopontina e osteocalcina foi comprovada a partir de
21° dia de inducdo.

A osteopontina pode ser expressa em diversos tecidos, inclusive no 0sso
onde é produzida por osteoblastos em diferentes estagios de maturacéo.
Embora esta proteina secretada seja incorporada na matriz mineralizada, ela
pode ser encontrada também em fluidos biolégicos (soro, urina e fluido
seminal). Durante a formacdo 0ssea, in vitro, ocorre uma producao inicial de
osteopontina e esta encontra-se em niveis altos de expressdo mesmo apés a
mineralizagdo. A expressdo de osteopontina intracelular em células
osteogénicas, ainda em proliferacdo, parece estar relacionada a migracao
celular. Enquanto a osteopontina extracelular parece regular o processo de
mineralizacdo (Sodek et al., 2000).

A osteocalcina, por sua vez, apresenta maior expressdo somente na
fase apdés a proliferagdo, concomitante com a mineralizacdo da matriz
extracelular. Sendo sua expressao tardia no desenvolvimento de osteoblastos
e contribuindo para a regulacao da fase mineral do osso (Lian & Stein, 1992).

Recentemente, foi demonstrado que antes da sua deposicdo na matriz
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extracelular, a osteocalcina pode ser secretada e, assim quantificada no meio
de cultura antes do estagio de mineralizagdo, representando um bom marcador
para predizer o potencial osteogénico das células (Nakamura et al., 2009).

As células em diferenciacdo O0ssea passam por trés fases fenotipicas
distintas, iniciando com uma proliferativa (na qual ja existe sintese de colageno
tipo 1), em seguida, formagdo da matriz extracelular (elevada atividade da
fosfatase alcalina) e por fim, mineralizacdo da matriz (maior expressédo de
osteopontina, osteocalcina e deposicdo de minerais) (Lian & Stein, 1992).
Diante disso, o0s resultados obtidos demonstram que houve um
comprometimento das hASC na diferenciacdo osteogénica quando cultivadas
em meio osteogénico suplementado com SH alo, além de sugerir uma
diferenciacdo mais proeminente quando comparado a utilizacdo do SFB como
suplemento para o meio de cultura.

Diversos estudos ja comprovaram essa capacidade de diferenciacédo
osteogénica das hASC cultivadas em meio suplementado com SFB (Halvorsen
et al.,, 2001; Zuk et al., 2002; Girolamo et al., 2007). No entanto, ainda era
contraditéria a capacidade de diferenciacdo dessas células quando cultivadas
na presenga de soro humano. Os resultados obtidos nesse estudo foram
semelhantes aos observados por Kocaoemer et al., 2007 utilizando soro
humano AB e plasma rico em plaquetas — trombina ativada como suplemento
para o meio de cultura. Mas contrariam parcialmente um estudo de expressao
génica de hASC cultivadas em meio com soro humano que mostram genes
centrais para a progressao do ciclo celular e genes da diferenciacao celular up
regulados e down regulados, respectivamente, quando comparado as hASC
cultivadas em meio com SFB (Lindroos et al., 2010).

ApOs a caracterizagao das hASC cultivadas em meios de cultura basal e
osteogénico suplementados com SH alo, e observado seu potencial, essas
células foram cultivadas nas matrizes tridimensionais de PHB-HV
desenvolvidas.

Os resultados da MEV revelaram que as hASC foram capazes de aderir
a superficie do material, estabelecer conexdes entre elas, proliferar e penetrar
até o interior das matrizes. Portanto o tamanho dos poros e sua

interconectividade foram adequados, permitindo a colonizacdo das matrizes.
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Além disso, em algumas células foram observadas vesiculas na superficie da
membrana, que podem indicar a atividade de sintese e secre¢éo protéica.

Para avaliar a citotoxicidade de um material, o ensaio de MTT € 0 mais
aplicado (Onuki et al., 2008). O perfil dos valores de densidade Optica, obtidos
neste ensaio, demonstrou que as hASC, mesmo cultivadas na matriz
tridimensional de PHB-HV, mantiveram sua viabilidade e proliferacdo. Portanto
a matriz permitiu a proliferacdo celular ao longo dos tempos analisados, sem
apresentar efeito citotoxico para esse tipo celular.

O perfil de proliferacdo das hASC semeadas sobre a matriz
tridimensional de PHB-HV durante a indugcdo da diferenciagdo osteogénica
também foi avaliado. Demonstrando que as células sofreram uma proliferacao
inicial que estabilizou a partir do 14° dia de inducéo, sugerindo o inicio da
diferenciagéo.

Considerando o aumento da atividade da fosfatase alcalina, um
marcador precoce das células em diferenciacdo osteogénica, o pico da
atividade dessa enzima no 21° dia de inducdo das hASC semeadas sobre a
matriz tridimensional de PHB-HV e em meio osteogénico suplementado com
SH alo, corrobora com o ensaio de proliferacdo, indicando um fendétipo
osteogénico inicial apresentado por essas células.

Conforme foi observado para as hASC cultivadas em placa de cultura
celular, quando induzidas a diferenciacdo osteogénica, suplementando o meio
osteogénico com SH alo, as hASC cultivadas na matriz de PHB-HV também
foram capazes de expressar osteopontina e osteocalcina, assim como
coldgeno tipo I. A alteracdo no fenoétipo das células em diferenciacdo
associadas a matriz tridimensional de PHB-HV foi evidenciada no ensaio de
imunofluorescéncia para os marcadores especificos de osteoblastos citados,
osteopontina, colageno tipo | e osteocalcina. Hattori et al., 2005 também
observou intensa marcacdo para osteocalcina em matrizes de B-TCP
associadas a hASC, pela técnica de imunohistoquimica, s6 que esta foi
observada somente apés 8 semanas de inducdo osteogénica, in vitro,
enquanto a secrecdo de osteocalcina no meio de cultura foi detectada em 2
semanas de inducéo.

As imagens de imunfluorescéncia das seccfes revelam que a estrutura

tridimensional forneceu o arcabouco necessario para adesao, proliferacao e
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penetragdo celular em partes internas da mesma. AssSim como as
fluorescéncias observadas indicam a expressdo das proteinas secretadas por
células comprometidas com a diferenciacdo osteogénica. Sendo descrita a
maior expressao dessas proteinas em um estagio mais tardio desse processo
(Lian & Stein, 1992).

Sendo assim, as hASC associadas a esta matriz tridimensional de PHB-
HV cultivadas utilizando o meio osteogénico suplementado com SH alo,
demonstra favorecer a osteogénese, o que implica na necessidade de outros
estudos com este constructo no intuito de desenvolver uma alternativa aos

tratamentos em uso para a regeneracgio dssea.
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6. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que as matrizes tridimensionais de PHB-HV,
desenvolvidas pela técnica de freeze drying, apresentaram uma estrutura
adequada e néo foram citotoxicas, favorecendo a sua colonizacdo por hASC.
Além disso, o meio de diferenciacdo osteogénico suplementado com SH alo foi
eficiente para que as hASC adquirissem o fendtipo de células diferenciadas,
inclusive na matriz estudada. Portanto, a combinacao das estratégias utilizadas
neste trabalho representa uma alternativa viavel e segura para aplicagdo na

engenharia de tecido 6sseo.
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7. PERSPECTIVAS

Pesquisar possiveis fatores associados a proliferacdo observada nas

hASC cultivadas em meio suplementado com SH alo.

Avaliar a expresséo génica de marcadores 6sseos nas hASC cultivadas
na matriz tridimensional de PHB-HV e em meio osteogénico suplementado com
SH alo.

Avaliar a capacidade de regeneracdo 6ssea promovida pela matriz de
PHB-HV associada as hASC in vivo.
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