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RESUMO

Dick, Sabrina. Producdo e Avaliacdo de Arcaboucos de Poli-hidroxi-
alcanoatos para Bioengenharia de Cartilagem Humana. Rio de Janeiro, 2009.
Tese (Doutorado em Ciéncias Morfoldgicas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009

Problemas nas cartilagens articulares sdo comuns, dolorosos e de dificil
tratamento com as técnicas atualmente disponiveis. A bioengenharia de tecidos
tem se mostrado muito promissora na medicina regenerativa, em especial no
reparo de lesdes nas cartilagens hialina. Os Poli-hidroxi-alcanoatos (PHA) séo
polimeros termoplasticos biodegradaveis que vém apresentando bons resultados
como arcaboucos para a bioengenharia. N6s produzimos arcaboucos porosos 3D
de P3HB, PHBV e 4 novas blendas denominadas 129B1, 129B2, 129B5 e 129B6,
para experimentacdo in vitro e in vivo. Devido as dificuldades de obtencdo de
condroblastos autdlogos, as culturas de células-tronco mesenquimais sdo uma
importante fonte alternativa de células. Neste trabalho, condroblastos articulares e
células mesenquimais derivadas de tecido adiposo (condro-induzidas) humanos
foram cultivadas in vitro nos arcaboucos de PHA's para avaliar e comparar 0s
materiais quanto a sua capacidade de manter a morfologia arredondada das
células e da producéo de matriz extracelular pelas células em tais condi¢des. Para
o estudo da resisténcia in vivo dos polimeros e a resposta do tecido hospedeiro,
implantamos os arcabougos subcutaneamente em camundongos Swiss por 01, 04
e 12 semanas. Os arcaboucos produzidos apresentaram poros interconectados e
homogeneamente distribuidos, indicando condi¢cées adequadas para seu uso em
ensaios de bioengenharia. Ambas as células cultivadas apresentaram morfologia
esférica em nosso sistema tridimensional de cultura sugerindo a preservagao do
fendtipo celular pretendido, fator crucial para o sucesso da regeneragdo de
cartilagem. A presenca de algumas estruturas fibrilares proximas as células pode
ainda indicar a possibilidade de producdo de matriz extracelular. Na

experimentagdo in vivo, ndo observamos significativa reagéo inflamatéria local, e
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sob luz polarizada em MO, a refringéncia das paredes dos arcaboucos mostra a
resisténcia temporal do polimero. Assim, de acordo com nossos dados 0s novos
PHA'’s estudados neste trabalho apresentam bom potencial para serem utilizados
sob a forma de arcaboucgos 3-D para a bioengenharia de cartilagem em medicina

regenerativa.
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ABSTRACT

Dick, Sabrina. Producédo e Avaliacdo de Arcaboucos de Poli-hidroxi-
alcanoatos para Bioengenharia de Cartilagem Humana. (Production and
avaluation of Poly-hydroxi-alkanoates scaffolds for Human Cartilage
Bioengineering) Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em Ciéncias Morfologicas)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2009

Articular cartilage problems are common, painful and difficult to be treated by
currently available techniques. The tissue bioengineering has been promising
results in regenerative medicine, especially in injuries repair of hyaline cartilage.
Poly-hydroxy-alkanoates (PHA) are thermoplastic biodegradable polymers that
recently are presenting good results as scaffold for bioengineering. We produced
3-D porous scaffolds of P3HB, PHBV and others novel blends called 129B1, 129B2,
129B5 and 129B6, to in vitro and in vivo experiments. Because of restricted
autologus chondrocyte donor areas, use of mesenchimal stem cells is a good
alternative source of cells. In this work, human articular chondroblast and human
adipose derived mesenchimal stem cells (chondro-induced) were seeded and
cultured in vitro in our 3-D PHA'’s constructs for 07 days to evaluate and compare
the potential of the scaffolds to maintain round cell morphology and, possibly, the
extracellular matrix production by cells. To study polymer temporal resistance in
vivo and host tissue response, scaffolds were subcutaneously implanted in Swiss
mice for 01 or 04 weeks. Our scaffolds presented interconnected pores
homogeneously distributed, thus indicating appropriate conditions for
bioengineering assays. Round chondrocytes and human chondro-induced adipose
derived mesenchimal stem cells was present inside all scaffolds suggesting that
their phenotype might be preserved in these conditions, which is crucial to the
success of cartilage regeneration. The presence of some fibrillar structures near
some cells, can indicate the possibly of extra cellular matrix production. In addition,

at in vivo experiments, no significant inflammatory reaction was locally observed
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and the refringence of scaffold walls could be evidenced by polarized OM
indicating that these biopolymers have enough temporal resistance. Conjointly,

our data support that our novel PHA 3-D scaffolds have potential to be used for

cartilage bioengineering in regenerative medicine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Bioengenharia de Tecidos

A Bioengenharia de Tecidos € uma nova area da ciéncia que visa
alternativas de tratamento para diversas enfermidades ou para a reparacdo de
tecidos danificados. As estratégias de tratamentos baseados na implantacdo de
biomateriais celularizados possuem grande potencial na pratica da medicina
reparadora, trazendo grandes inovacbes para o tratamento de doencas comuns
como infarto do miocardio, diabetes, queimaduras de pele, osteoartrites, dentre
outras (Alsberg et al., 2002; Shin et al., 2003). Além disso, as técnicas utilizadas
na Bioengenharia permitem investigar, em laboratorio, as relagcfes entre estrutura
e fungéo, associadas a formacdo de um novo tecido, contribuindo para o sucesso
do tratamento clinico especifico (Shin et al., 2003).

Ha trés importantes objetos relacionados com a Bioengenharia de Tecidos:
as células, o arcabouco ou matriz de material biocompativel e os fatores bioativos.
Para a funcionalidade de bioproteses, precisamos aliar tipos celulares especificos
a polimeros biocompativeis e, preferencialmente, biodegradaveis, que formem o
arcabouco que ira carrear as células para o local do implante (Lu et al., 2001,
Alsberg et al., 2002; Shin et al., 2003).

As células utilizadas nesses tratamentos podem ser células diferenciadas
especificas, isoladas a partir de biopsias, ou células progenitoras que possuam
capacidade de se diferenciar no tipo celular de interesse sob condi¢cbes
especificas. De maneira geral, as células sdo expandidas em cultura e, apos a
formacao do novo tecido funcional, sdo re-implantadas no paciente, de forma que
se restabelecam as funcdes normais. Muitas das células utilizadas em processos
de Bioengenharia precisam ser cultivadas em arcaboucos tridimensionais para a
manutencédo do fendtipo caracteristico (Lu et al., 2001; Alsberg et al., 2002; Shin et
al., 2003). Um exemplo de célula que necessita do arcabouc¢o 3D séo as células
de cartilagem, os condrécitos. Quando essas células sdo mantidas em

monocamada sobre uma placa de cultivo, elas perdem suas formas esféricas
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caracteristicas e param de produzir moléculas especificas da matriz cartilaginosa,
como colageno tipo Il, passando, entdo, a produzir o colageno tipo I. No entanto,
guando cultivados em arcaboucos tridimensionais (3D), os condrocitos mantém
seu fendtipo diferenciado (Temenoff & Mikos, 2000).

O arcabouco ou matriz 3D atua como substrato para adeséo, proliferacéo,
migracdo celular, e também como suporte mecéanico para a formacédo do novo
tecido, proporcionando espaco definido e limitado para o desenvolvimento do
tecido artificial, induzindo o processo de regeneracgéo do tecido lesado (Shin et al.,
2003; Sittinger et al., 2004).

Os biomateriais utilizados como arcabouco celular, podem ainda ser
utilizados como carreadores de farmacos ou fatores bioativos que modulam
funcdes celulares especificas e com a expressao do fenotipo desejado (Shin et al.,
2003). Existem diferentes materiais que estdo sendo testados e utilizados para
estes fins, mas apenas os acidos poli-lactico (PLLA), poli-glicélico (PGA) e seus
copolimeros - 0 acido poli-co-glicdlico-lactico (PLGA) - possuem autorizacdo pela
agéncia do governo americano, Food and Drug Administration (FDA), para uso em
humanos (Tememoff & Mikos, 2000). No Brasil, o poli-3-hidroxi-butirato (P3HB),
um dos nossos objetos de estudo, encontra-se em fase de aprovacédo, pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), como embalagem de
cosméticos e alimentos, mas ainda sem requerimento de aprovagdo de uso

médico animal ou humano.

1.2 Biomateriais utilizados em Bioengenharia Tecidu  al

Os biomateriais, de uma maneira geral, séo diferentes tipos de dispositivos
gue sado utilizados para substituicdo ou reparacdo de um tecido lesado. Os
biomateriais podem ter origem sintética ou bioldgica. Os de origem bioldgica séo
isolados de diferentes organismos como bactérias, algas, corais, plantas e alguns
animais. Sao exemplos de biomateriais bioldgicos: colagenos, agar, alginato, acido
hialurénico, poli-hidroxi-alcanoatos, dentre outros. Os sintéticos sé&o originados

principalmente, de produtos do refino do petréleo ou de misturas de diferentes
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compostos quimicos. Como exemplos, podem ser citados: acidos poli-lactico e
poli-glicélico, fosfatos e carbonatos de calcio, caprolactona, silicone, dentre outros
(Alsberg et al., 2002; Kdse et al., 2005).

A escolha do biomaterial ideal € de fundamental importancia para o sucesso
do tratamento. Fatores como composicado quimica, biocompatibilidade, produtos e
tempo de degradacdo no organismo, propriedades mecéanicas e forma de
apresentacao (gel, membrana ou arcaboucgo) devem ser previamente conhecidos
para escolha do biomaterial adequado a cada tipo de tecido. O arcabouco ideal
precisa ser de material moldavel, com porosidade controlada, e na maioria das
vezes, possuir poros interconectados para facilitar o crescimento e migracao
celular, além de possibilitar o transporte de nutrientes e metabdlitos. Ainda,
precisa ser biocompativel e muitas das vezes bioabsorvivel, com degradacdo
controlada e com taxa de absorcdo compativel com o crescimento celular/tecidual
in vitro ou in vivo; e ter sua superficie quimicamente modificavel para induzir a
adeséo, proliferacdo e diferenciacdo celular; além de ter propriedades mecéanicas
compativeis com o tecido e o local de implantagdo (Hutmacher, 2000).

Os biomateriais estudados neste trabalho sdo os poli-hidroxi-alcanoatos,
familia de materiais que tem se mostrado muito promissora, haja vista os
resultados ja publicados na literatura (Volova et al., 2003; Shishatskaya et al.,
2004; Martin e Williams, 2003; Ying Deng, 2003; Novikov et al., 2002).

1.2.1 Poli-Hidroxi-Alcanoatos

Os Poli-hidroxi-alcanoatos (PHAs) sdo polimeros poliésteres naturais,
termoplésticos e biodegradaveis. Eles séo sintetizados e acumulados em granulos
intracelulares por uma grande variedade de microorganismos como reserva de
energia e de carbono (Poirier et al., 1995; Anderson e Dawes, 1990) podendo
apresentar até 90% da massa seca total da célula (figura 1) (Anderson & Dawes,
1990; Poirier et al., 1995; Lenz & Marchessault, 2005).

Esses granulos sdo sintetizados na presenca de excesso de fonte de

carbono sob condi¢des limitadas de crescimento, devido ao esgotamento de
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nutrientes essenciais (Park et al., 2002). Dependendo das condicbes de
crescimento, da espécie de organismo e da fonte de carbono, diferentes tipos de

moléculas podem ser produzidos.

Figura 1: Micrografia eletrbnica de transmissédo da bactéria Burkholderia contaminans
I29B cultivada em glicose/caseina. A e B demonstrando o acumulo de polimeros na
linhagem (setas). (barra corresponde a 200nm) (Matias, F; 2009)

A familia dos PHA's é dividida em dois grandes grupos: os PHA'’s de cadeia
curta ou SCL (short chain length) representados pelas siglas scl-PHA ou PHASCL
gue contém de 3 a 5 carbonos em sua molécula; e os de cadeia média ou MCL
(medium chain length), representados pelas siglas mcl-PHA ou PHAMCL que
contém de 6 a 16 carbonos em sua molécula. Embora ainda ndo tenham sido
descritos, propde-se a classificacdo dos monémeros de PHA em cadeias longas
ou LCL (long chain length) se estes possuirem um numero igual ou superior a 17
moléculas de carbono (Steinblchel & Valentin, 1995).

O membro mais comum do grupo dos scl-PHA'’s, o poli-3-hidroxi-butirato
(P3HB ou apenas PHB), com mondémero constituido de 4 carbonos, foi identificado
na década de 1920 por Lemoigne como substancia de reserva em
microorganismos (Miller e Seebach, 1993). Mas so recentemente, a importancia e

distribuicdo desses biopolimeros vém se esclarecendo. Pesquisas em meados de
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1990, mostraram que o P3HB néo é exclusivo de procariotos, ocorrendo também
nas membranas celulares de varios animais e plantas (Reusch, 1992; Miiller e
Seebach, 1993).

O P3HB tem sua estrutura quimica composta por atomos de carbono,
oxigénio e hidrogénio, possuindo cadeia lateral com CHsz no radical R, como
mostrado na figura 2.

o}
CH—CH,— Cc—0 Figura 2. Férmula estrutural da unidade

| monomérica de PHB.
CH.

Outros PHA’s também muito estudados sdo o poli-4-hidroxi-butirato (P4HB -
com 4 carbonos), o poli-hidroxi-valerato (PHV — com 5 carbonos), o poli-hidroxi-
hexanoato (PHHX — com 6 carbonos) e o poli-hidroxi-octanoato (PHO — com 8
carbonos). Em geral, todos esses mondmeros sao produzidos naturalmente na
forma de co-polimeros com o P3HB, e quanto maior a cadeia de carbonos, mais
dificil é sua produgédo. O co-polimero PHBHHX (Poli-hidroxi-butirato-co-hidroxi-
hexanoato) € um dos mais estudados para aplicagdes médicas (Chen & Wu, 2005)
e € um dos PHA’s que possui maior nimero de patentes tanto para a producdo
quanto para a aplicagdo médica (ESPACENET, 2009).

O tipo de monbémero formador do polimero e/ou a combinacdo de
diferentes monbmeros influencia diretamente nas caracteristicas quimicas e
mecanicas do material. O homopolimero de P3HB ¢é cristalino, rigido e
relativamente hidrofobico, e como conseqiéncia, possui tempo de degradacéo in
vivo na ordem de alguns anos (Lenz & Marchessault, 2005). Ja o co-polimero
formado por poli-3-hidroxi-butirato e poli-3-hidroxi-valerato (P3HB-3HV) possui
propriedades semelhantes ao polipropileno, podendo ser termoplasticamente
moldado e processado em folhas, fibras e objetos tridimensionais. Quando na
proporcédo de 70% de P3HB/ 30% de P3HV (PHBV) é mais flexivel que o P3HB e
degrada-se mais rapidamente (Muller e Seebach, 1993). Assim, manipulando as

proporcdes e os polimeros utilizados, pode-se adequar o biomaterial ao seu uso.
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O P3HB, o PHBV e o PHBHHX séo produzidos em escala comercial por
algumas companhias que fazem plasticos biodegradaveis, sendo encontrados no
mercado mundial (Shimao, 2001). Entre suas aplicagbes comerciais esto:
matéria-prima de frascos e embalagens ndo poluentes, cdpsulas para liberacdo
gradual de pesticidas e herbicidas na agricultura, e como biomateriais para
bioengenharia na medicina veterinaria e humana (Muller e Seebach, 1993).

No Brasil, a producdo de PHA comecgou a ser discutida e estudada somente
partir de 1990. Em 1995, Rodrigues isolou, selecionou e caracterizou linhagens do
género Burkholderia capazes de acumular poli-3-hidroxibutirato (P3HB) e poli-3-
hidroxi-4-pentenoato (P3H4P) a partir de sacarose (Rodrigues, 1995). Em 2000,
Bonatto isolou a linhagem 61A6 de Ralstonia pickettii que se mostrou bastante
promissora para producdo de bioplastico em escala industrial utilizando-se como
fonte de carbono melaco de cana-de-agucar (Bonatto et al., 2004).

Testes in vitro tém demonstrado que o PHB é compativel com varios tipos
celulares, incluindo as epiteliais, osteoblasticas e condroblasticas (Zhao Kai et al.,
2003). Os PHAs nao possuem toxicidade para o hospedeiro porque os produtos
de degradacdo sdo componentes encontrados naturalmente nos tecidos (Reusch
et al., 1992), e por isso, vém sendo testados como pele artificial, material de sutura
cirdrgica (Volova et al., 2003; Shishatskaya et al.,, 2004), arcabougo em
bioengenharia cardiaca e arterial como valvulas, implantes celularizados, stents e
patches (Martin e Williams, 2003; Ying Deng, 2003), reparo de nervos periféricos
(Novikov et al., 2002), placas e pinos ortopédicos (Ying Deng, 2003), barreira
oclusiva em extracdes dentarias (Gotfredsen et al., 1994), em capsulas para
microdispersdo controlada de farmacos (Kang et al., 2001; Martin e Williams,
2003) e como arcabouco para cultura de células, como fibroblastos, para
implantes teciduais (Kang et al., 2001). Ja mostrou-se, também, a manutencao
fenotipica de condrdcitos cultivados em arcaboucgos 3-D de PHBHHXx (poli-hidroxi-
butirato-co-poli-hidroxi-hexanoato) (Ying Deng et al., 2003) com a respectiva
expressao de proteinas especificas de matriz extracelular (Ying Deng et al., 2002).

Os PHA'’s investigados neste trabalho foram produzidos a partir de cepas

bacterianas isoladas de solo do estado do Rio Grande do Sul. Os polimeros PHB
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e PHBV foram produzidos pela bactéria Alcaligenes eutrophus e os demais
polimeros foram produzidos pela linhagem bacteriana Burkholderia contaminans
[29B que de acordo com a combinacdo de fontes de carbono produziu os 4
polimeros diferentes aqui denominados 129B1, 129B2, 129B5 e 129B6. Entre os
polimeros produzidos, destacamos o 129B2 e o 129B6, por terem apresentado
guantidades significativas de PHDd, nunca antes produzido utilizando-se fontes de
carbono nao relacionadas ao produto polimérico final. O PHDd, possui
propriedades cristalinas e elastoméricas Unicas que o tornam ainda mais

promissor que os demais para a bioengenharia de tecidos.

1.3 Tecido Cartilaginoso

O tecido conjuntivo cartilaginoso desempenha fungéo de suporte mecéanico
para outros tecidos e reveste as superficies articulares, absorvendo choques e
facilitando o deslizamento entre ossos longos (Gartner & Hiatt, 2002). Existem trés
tipos de tecido conjuntivo cartilaginoso no corpo: hialino, elastico e
fibrocartilaginoso. A cartilagem hialina, nosso tecido de interesse, € a mais
abundante e pode ser encontrada nas superficies articulares da maioria dos
0SS0S; Nos anéis da traquéia e nas cartilagens laringea, nasal, dentre outras
(Gartner & Hiatt, 2002). A cartilagem hialina articular, a qual recobre a superficie
das articulagbes dos 0ssos, é um tecido relativamente rigido que sofre pequenas
deformacdes devido as forcas de compressdo geradas durante os movimentos
(Fig. 3) (Carvalho & Collares-Buzato, 2005). O tecido ndo apresenta vasos
sanguineos, vasos linfaticos ou nervos, e a nutricdo dos condrdcitos e o transporte
dos seus metabolitos se faz por difusdo através da matriz extracelular e dependem
do liquido sinovial (Temenoff et al., 2000; Carvalho & Collares-Buzato, 2005).



Cartilagem

Figura 3. Localizag¢éo das cartilagens hialinas na articulagédo do joelho. (Imagem modificada
de http://www.the-health-pages.com/images/articO.jpg)

A cartilagem possui poucas células (condroblastos e condrécitos) que se
dividem lentamente e contribuem pouco para o volume total do tecido,
aproximadamente 2 % na cartilagem articular adulta humana ou 10* células/mm?
de cartilagem (Temenoff et al.,, 2000). As células permanecem completamente
envolvidas em abundante matriz extracelular sintetizada pelos préprios
condrécitos, que possui moléculas especificas como os colagenos tipo Il (90%),
VI, IX, X, Xl, agrecanas (condroitin 4-sulfato + condroitin 6-sulfato + queratan
sulfato + proteina ligadora de proteoglicana + cerne de &cido hialurénico),
fibronectina, tenascina, ancorina CIl, condronectina, biglicana, decorina e
fioromodulina. (Saldanha & Grande, 2000; Temenoff et al., 2000; Gartner & Hiatt,

2002)(Figura 4).
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Figura 4. A. Fotomicrografia da cartilagem hialina evidenciando os condrdcitos localizados
nas lacunas da matriz extracelular. Na parte superior o pericéndrio aparece corado em
rosa. Coloracdo HE. Pequeno aumento. B. Esquema da area de transicdo entre o
pericondrio e a cartilagem hialina. A medida que se diferenciam em condrécitos, as
células alongadas do pericondrio tornam-se globosas e sua superficie, irregular. A matriz
da cartilagem contém fibrilas coldgenas muito finas (colageno tipo Il), exceto na matriz
capsular (regido na periferia dos condrdcitos), onde a matriz consiste principalmente em
proteoglicanos. (adaptado de Junqueira & Carneiro; 2008). C. Desenho esquemaético da
matriz extracelular da cartilagem, composta de proteoglicanos ligados em hastes de acido
hialurénico entremeando as fibrilas de colageno. Os proteoglicanos estdo agrupados em
regides ricas tanto em condroitin-sulfato quanto em queratan-sulfato, e ligados a proteinas
que facilitam a associacdo da agrecana ao acido hialurénico (adaptado de Moreland,
2003).

Pela sua caracteristica histologica e por ser desprovida de aporte
sanguineo, as lesdes da cartilagem articular possuem pouca ou nenhuma

capacidade de auto-reparacédo apés uma lesao, por isso tém sido foco das atuais
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pesquisas ortopédicas envolvendo biomateriais como alternativa dos processos ja
utilizados (Fragonas et al., 2000; Saldanha & Grande, 2000; Sittinger et al., 2004;).

1.3.1 Lesdes em cartilagens hialinas

Lesbes em cartilagens ainda sédo problemas em cirurgias de reconstrucao
facial e ortopédica, jA que este tipo de tecido ndo possui cicatrizagdo natural
eficaz, sendo substituida por tecido fibroso com caracteristicas fisiologicas
diferentes. Dores nas articulacdes s&o as maiores causas de inatividade de
pessoas de meia idade, originadas a partir da degeneragcdo das cartilagens
articulares devido as osteoartrites, ou até em funcédo de traumas com perda de
cartilagem (O’ Driscoll, 1998). A cartilagem hialina comec¢a naturalmente a se
degenerar quando os condrdcitos hipertrofiam e morrem, sendo substituidos por
cartilagem calcificada e 0sso, 0 que também pode acontecer com o aumento da
idade. Isto resulta na diminuicdo de mobilidade e dor (Buckwalter & Mankin, 1998).
Os processos degenerativos associados aos condrdcitos sdo mais frequentes nas
articulacbes e implicam em progressiva perda da estrutura e funcéo (diminuicdo
da mobilidade) e dor intra-articular. Os mais conhecidos sao a artrite reumatoéide e
a osteoartrite. Em geral, essas degeneracdes sdo acompanhadas por uma
tentativa de reparo e remodelacdo por parte dos condrocitos (Minas, 1999).
Devido a baixa capacidade de auto-reparo do tecido, essas doengas podem se
tornar cronicas e, eventualmente, chegar a uma degeneracdo avancada, a
osteoartite secundaria (Temenoff et al., 2000).

A osteoartrite € caracterizada pela erosédo progressiva da cartilagem
articular, fibrilagdo, exposicdo da superficie 6ssea e crescimento 0sseo nas
margens das articulacdes. Ela pode surgir sem nenhuma anormalidade aparente
da articulacéo (idiopatica), ou apds trauma excessivo ou croénico, carga anormal e
por instabilidade das articulagdes (Cohen et al., 1998). Os condrécitos reagem a
estas perturbacbes mecanicas da cartilagem e tentam restaurar o tecido sem

Sucesso.
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Alteracdo no equilibrio entre sintese e degradacdo das macromoléculas e,
consequentemente, na integridade da matriz extracelular esta entre as causas
dessa doenca. A sintese de metaloproteinases parece estar envolvida na
degradacdo excessiva dos componentes da matriz (Eikenberry et al., 1992). Em
situacbes patologicas, o0s proteoglicanos sintetizados pelos condrécitos
apresentam menos cadeias de condroitin-sulfato ou cadeias mais curtas. A
resposta dos condrécitos a estimulos diversos, inclusive a fatores de crescimento,
também diminui. Essas mudancas podem limitar a habilidade das células em
manter as fungdes normais do tecido, contribuindo assim para o desenvolvimento
de degeneracdes da cartilagem articular (Eikenberry et al., 1992).

Durante décadas, cientistas e cirurgides tentaram reparar ou regenerar
cartilagens perdidas, com um minimo de sucesso diante das complexas
caracteristicas mecéanicas e funcionais exercidas no corpo (Temenoff & Mikos,
2000). A estratégia de utilizar matrizes biocompativeis, degradaveis e
celularizadas para a reposicao de lesdes de cartilagens tem sido alvo de interesse
cientifico, pois permite a recontrucéo e a implantagéo de tecido sadio e funcional.

Biomateriais, em teoria, sdo sempre mais atrativos para serem utilizados
como arcabouco porque aprisionam as células e oferecem protecdo contra
rejeicdo imunologica e instabilidade fenotipica. Eles também podem apresentar
vantagens para a sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e habilidade de
sintese dos condrdcitos, capazes entdo, de sintetizar componentes de matriz e
reconstituir a arquitetura da cartilagem hialina (Dausse et al., 2003).

A proliferacdo e a diferenciacdo celular in vitro proporcionam uma opgao
terapéutica, ndo so para reparacao de defeitos em cartilagens articulares, mas em
cartilagens tipo hialina encontrada em outras regides do corpo como fossas nasais
e traquéia. As células autélogas sdo sempre preferidas para os implantes por néo
apresentarem rejeicao e pela maior probabilidade de pega do implante.

Entre as células autdlogas para o reparo de cartilagens, as células
mesenquimais derivadas de tecido adiposo e de medula 6ssea possuem mais facil
acesso para coleta e podem ser induzidas para se diferenciarem em cartilagem.

J& os condroblastos autélogos apresentam maiores dificuldades de coleta, pois
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necessitam de cirurgia e ha poucos tecidos para extracdo. O uso de métodos de
Bioengenharia Tecidual pode ser um caminho apropriado para a geracao de pecas
de cartilagens in vitro em tratamentos de defeitos teciduais, tanto no uso

veterinario como em humanos, no futuro proximo.

1.4 Células — Tronco

As células-tronco sdo consideradas as unidades responsaveis pelos
processos de geracao e de regeneracdo do organismo adulto (Weissman, 2000).
As células-tronco sao definidas pela capacidade de auto-renovacdo e pela
geracao de células maduras de um tecido particular ao longo da diferenciacdo
(Reya et al., 2001). Elas podem ser encontradas em tecidos embrionarios,
principalmente na massa interna do blastocisto, onde sdo as responsaveis pela
geracao de todos os tecidos do organismo (Donovan & Gearhart, 2001), bem
como em praticamente todos os tecidos de animais adultos, onde contribuem para
0s processos de reparo e homeostase tecidual (Kaplan et al., 2007).

As células-tronco podem ser classificadas quanto a sua plasticidade como
multipotentes, quando geram varias linhagens de células diferenciadas, ou

oligopotentes, quando geram somente poucas linhagens (Krause et al., 2001).

1.4.1 Células-Tronco Adultas

As células-tronco adultas séo células pouco diferenciadas que localizam-se
em nichos especificos, distribuidos nos diferentes tecidos adultos (Kaplan et al.,
2007). Acredita-se que o nicho dessas células esta intimamente relacionado com a
regulagéo de suas propriedades de células-tronco (Spradling et al., 2001).

As células-tronco adultas mais estudadas tém sido as da Medula Ossea
(Prockop, 1997), mas também vém sendo isoladas de diferentes tecidos tais como
no Tecido Adiposo (Zuk et al., 2001), na articulagéo sinovial (De Bari et al., 2001),
no musculo esquelético (Dellavalle et al., 2007), na polpa dentéria e no ligamento

periodontal (Shi & Gronthos, 2003), no maxilar e na mandibula (Akintoye et al.,
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2006), na placenta (Kogler et al., 2004), no couro cabeludo humano (Shih et al.,
2005) e, em muito menor numero, no sangue de corddo umbilical (Wang et al.,
2004) e no sangue periférico (Kuznetsov et al., 2001).

As células-tronco mesenquimais sdo ceélulas multipotentes que séo
identificadas por suas propriedades de adeséo ao plastico in vitro, imunofendétipo
(expressdo de antigenos de superficie especifico) e potencial de diferenciacio
para as trés principais linhagens mesodermais: osteoblastos, adipocitos e
condrocitos (Domonici et al., 2006; Bernardo et al., 2009). Elas possuem um

grande potencial terapéutico e que podem ser isoladas de diversos tecidos.

1.4.1.1.a Células —tronco mesenquimais derivadas de  Tecido Adiposo
(Ad-MSC)

De uma forma geral, a fonte de células-tronco mesenquimais autdlogas
mais presente na literatura como fonte alternativa aos condroblastos para a
bioengenharia de cartilagem é a medula 6ssea. Isso ocorre pela facilidade de
coleta e de condro-indugéo dessas células. Porém, assim como a medula 6ssea, 0
tecido adiposo (TA) € derivado do mesoderma embrionario e gera, quando
colocado em cultura, uma fracdo celular aderente (estroma) (Ailhaud et al., 1992).
Tem-se demonstrado que no TA subcutédneo residem células progenitoras
mesodermais multipotentes (Zuk et al.,, 2001), embora ainda ndo haja um
consenso sobre a sua identidade tanto molecular como celular (Schéffler &
Bichler, 2007).

As células progenitoras mesodermais multipotentes (ou Células-Tronco
Mesenquimais (MSC)) do TA (Ad-MSC) vém demontrando grandes semelhancas
com as mais bem conhecidas MSC de Medula Ossea (Kaltz, N. et al, 2008),
podendo também assumir fendtipos de 0sso, cartilagem, musculo esquelético (Zuk
et al., 2001) bem como de células estromais capazes de sustentar a hematopoese
in vitro (Corre et al., 2006; Baptista et al., 2007). A boa plasticidade, a simplicidade
do procedimento cirargico de sua coleta e a baixa complexidade dos

procedimentos enzimaticos de isolamento, tornam as Ad-MSC excelentes
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candidatas para protocolos de medicina regenerativa de o0sso, cartilagem,
distrofias musculares e reconstrucédo de tecidos moles (Schéffler & Buchler, 2007),
e uma das mais atrativas fontes de MSC para pesquisadores e clinicos (Casteilla
et al., 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir arcaboucos porosos de diferentes PHA’s e verificar sua eficacia
como biomaterial de suporte para bioengenharia de cartilagem hialina articular a
partir de condroblastos ou células-tronco mesenquimais de tecido adiposo

humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIiFICOS

e Caracterizacdo de composicdo monomeérica e propriedades térmicas dos
novos PHA'’s estudados.

¢ Produzir membranas ou arcaboucos porosos 3D de diferentes PHA's;

e Avaliar a biocompatibilidade in vitro de filmes de PHA’s utilizando
condroblastos humanos.

¢ Avaliar a biocompatibilidade in vivo dos arcaboucos 3D de PHA's.

e Avaliar in vitro a estabilidade fenotipica de condroblastos humanos
cultivados em arcaboucos 3D de PHA's de diferentes porosidades.

e Avaliar a interagdo das Ad-MSC humanas condro-induzidas in vitro com

arcaboucos 3D de PHA'’s de diferentes porosidades.
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3 METODOLOGIA

3.1 Producédo de PHA's

Os PHA'’s utilizados foram produzidos e fornecidos pela Dra Fernanda
Matias, do grupo de pesquisa da Dra. Elizabete J. Vicente, do Departamento de
Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade de Sao Paulo
a partir de cepas bacterianas isoladas de solo do estado do Rio Grande do Sul. Os
polimeros PHB e PHBV foram produzidos pela bactéria Alcaligenes eutrophus
utilizando sacarose como fonte de carbono. Os demais polimeros foram
produzidos pela linhagem bacteriana Burkholderia contaminans 129B cultivada sob
6 diferentes combinacées de Meio Basal de Sais Minerais contendo sacarose
(2%)/ caseina (0,2%) ou glicose (2%)/ caseina (0,2%) com ou sem alimentacdo de
glicose ou sacarose como fontes de carbono (reagentes Sigma). Ambas bactérias
foram cultivadas em fermentacdo liquida em biorreator tipo New Brunswick
Scientific de 12 L contendo 10 L de meio de cultura total e ap0s aproximadamente
24h de cultivo, liofilizadas para extracdo dos polimeros. A extracdo dos polimeros
foi realizada utilizando-se Diclorometano P.A. (Vetec) aquecido a 50°C seguido de
precipitacdo com Eter Etilico P.A. (Vetec) e 2 lavagens com Etanol P. A. (Vetec).
Os polimeros solidos obtidos destes processos foram analisados para
determinacdo de pesos moleculares e composicdes monomeéricas e
posteriormente enviados ao Laboratorio de Proliferacéo e Diferenciacdo Celular —
UFRJ, onde as demais etapas foram realizadas.

O polimero designado como 129B1 foi produzido por ensaio com a linhagem
I29B com sacarose (2%) e caseina (0,2%) como fontes de carbono sem
alimentacdo posterior. Este ensaio apresentou acumulo de PHA de 80% do peso
total bacteriano. Os polimeros 129B2, 129B3 e 129B4 foram produzidos utilizando-
se glicose e caseina (2% e 0,2%) como fontes de carbono com alimentacdo com
glicose (2% do volume total) apdés 12h de cultivo. O acumulo de PHA’s nestes
ensaios variou entre 15 e 40% e em virtude da pouca quantidade de material

produzido dos polimeros 3 e 4, neste trabalho avaliamos apenas o 129B2. Os
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polimeros 129B5 e 129B6 foram produzidos utilizando-se sacarose e caseina (2% e
0,2%) com alimentacgéo de glicose (2% do volume total) e glicose e caseina (2% e
0,2%) com alimentagdo de sacarose (2% do volume total) respectivamente, sendo

ambas alimenta¢cdes apos 12h de cultivo (Matias, F. 2009).

3.2 Caracterizacdo dos PHA’s

3.2.1 Analises fisico-quimicas

Para a identificacdo qualitativa/comparativa, assim como para quantificagéo
dos polimeros, foram realizadas anélises em cromatografia a gas acoplada a
espectrometro de massa através de quebra quimica dos polimeros e obtencéo de
propil-ésteres por propandlise de acordo com Riis & Mai (1988). Os ésteres
obtidos foram analisados em cromatografo a gas da marca Hewlet Packard
modelo 5890A com coluna HP-5 Agilent, acoplado a espectrobmetro de massas
(CG/EM) de marca Shimadzu, modelo GCMS-QP5050A. O gas da fase movel
utilizado foi o Hélio a uma vazao de 0,8 ml/min. Aproximadamente 2 ul da fase
organica foram analisados, usando-se como gas de arraste o N, (vazdo 0,5
ml/min). As temperaturas do injetor e do detector foram de 250 °C e 300 °C,
respectivamente. Utilizamos o programa de 100 °C por 1 min, aumentando a
temperatura em 8 °C/min e mantendo como temperatura final 200 °C porl5
minutos e tendo como tempo total aproximado 30 minutos para uma eficiente
separacdo dos ésteres. A fim de quantificar e identificar os polimeros obtidos
foram utilizados como padrdes os polimeros: poli-hidroxi-butirato (PHB), poli-
hidroxi-valerato (PHV), poli-hidroxi-hexanoato (PHHXx), poli-hidroxi-heptanoato
(PHHp), poli-hidroxi-octanoato (PHO), poli-hidroxi-nonanoato (PHN), poli-hidroxi-
decanoato (PHD), poli-hidroxi-dodecanoato (PHDd) e poli-hidroxi-dodecanoato
insaturado (PAHDd).

Os polimeros foram caracterizados quanto a composicdo monomérica
através de ressonancia magnética nuclear (RMN), procedimento através do qual

pode—se verificar a presenca de PHAs dos tipos cadeia curta (SCL) e cadeia
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média (MCL). Foi utilizado o equipamento espectrometro de ressonancia
magnética nuclear 300 MHz BRUKER, modelo Advance DPX-300, da Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo. Os produtos e
intermediarios foram dissolvidos em cloroféormio deuterado. Todos o0s
deslocamentos quimicos foram registrados em partes por milh&o (ppm).

Para as andlises de peso molecular, amostras contendo 10 mg de polimero
em 1 ml de cloroférmio foram injetadas em equipamento de Cromatografia de Gel
Permeacdo (CGP) contendo detector Waters 2410 com bomba isocrética Waters
510, integrador Waters 746 e 3 colunas Phenogel 5u linear Phenomenex. Foi
utilizado cloroférmio como fase mével a 1 ml/min. A corrida teve duracao de 45
min e padrbes de poliestireno da marca Polymer Standards Service - Waters
foram utilizados para construgdo de uma curva de peso molecular (MW):
5.480.000, 3.390.000, 1.260.000, 836.000, 464.000, 178.000, 37.600, 6.610,
2.630.

3.2.2 Analise Termogravimeétrica (TGA)

Os polimeros estudados foram submetidos a analise de TGA em
equipamento Modelo TGA-Q500. (T.A. Instruments, USA). As analises foram
realizadas em atmosfera inerte de nitrogénio com vazéo de 40ml/min na balanca e
60ml/min na amostra, variando a temperatura de 25C a 700C com taxa de

aquecimento de 10C/min.

3.2.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As amostras poliméricas foram avaliadas por DSC em equipamento Modelo
DSC — Q1000 (T.A. Instruments, USA), em atmosfera inerte de nitrogénio com
vazdo de 50ml/min. O equipamento foi calibrado com Niquel. Foram realizados
trés ciclos de aquecimento para cada amostra. O primeiro aquecimento consistiu
da elevagcdo da temperatura de -35C a 200C com raz &o de aquecimento de

10C/min, para eliminar a histéria térmica das amostras e entdo podermos
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compara-las em condi¢des térmicas similares. A seguir, o sistema foi mantido na
temperatura mais alta por 1 min e resfriado rapidamente até -35TC, para
possibilitar a maxima desorganizacdo da estrutura, evidenciando, assim, a
transicao vitrea (Tg) no aguecimento seguinte.

O segundo e o terceiro aquecimentos foram de -35° a 200C com
velocidade de 10C/min separados por um resfriamento & mesma velocidade, o
gue permite evidenciar as temperaturas de cristalizagcdo (Tc) e fusdo (Tm) dos
materiais.

3.3 Preparacao de membranas e arcaboucos 3-D de PHA s

3.3.1 Dissolucéo dos PHA’s

Os polimeros foram dissolvidos individualmente em Cloroférmio P.A.
(CHCI3) (Vetec) a 65C, sob agitacéo continua. A solucao foi filtrada em papel filtro
Whatmam n° 03, para a eliminacédo de particulas nédo dissolvidas e impurezas, e
concentrada em sistema de vacuo para a obtencdo de solugcdo final com

concentracao aproximada de 12%.

3.3.2 Producéo de membranas de PHA'’s

Para a producdo das membranas, laminulas de vidro redondas (10 mm de
didametro) foram recobertas com 50ul da solucdo polimérica (previamente
preparada) e mantidas em Camara de Exaustdo Quimica a temperatura ambiente
até a total evaporacéo do solvente. As membranas poliméricas sobre as laminulas
de vidro foram devidamente embaladas e enviadas para esterilizacdo em Oxido de
Etileno pela empresa ACECIL — Central de Esterilizacdo Comércio e Industria
LTDA (Campinas — SP).
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3.3.3 Producéo de estruturas porosas 3-D de PHA'’s

Na producao das estruturas porosas foi utilizada a Técnica de Lixiviagdo de
Sal adaptada de Sader (2006). Particulas secas de cloreto de sddio (NaCl) nas
faixas granulométricas de 150-75, 75-53 e 53-38 um foram dispersadas
mecanicamente na solucdo polimérica na proporcdo de 80/20 (massa de sal/
massa de polimero) diretamente em tubos cilindricos de fundo chato de 2,5mm de
didametro. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente sob fluxo continuo
de ar para a evaporacao do solvente. A remocéo total do solvente foi verificada
pela pesagem das amostras sélidas. A seguir, as amostras foram imersas em
agua tri-destilada sob agitacdo magnética para a remocédo das particulas de sal. A
agua foi trocada a cada 1 hora até que a condutividade da agua ap0és a agitacéo
com o0s arcabougos se mantivesse inalterada em relacdo a medicéao feita antes da
colocacao dos materiais, mostrando ndo haver residuos de sal. As estruturas de
polimero poroso foram, entdo, centrifugadas a 1000 rpm, varias vezes, para retirar
0 maximo da agua (diminuindo, assim, o tempo necessario para a sua secagem) e
secas em temperatura ambiente. As estruturas porosas secas foram secionadas
em cilindros de 6mm de diametro e 2mm de espessura (Figura 5) e esterilizadas
em Oxido de Etileno pela empresa ACECIL — Central de Esterilizagdo Comércio e
Industria LTDA (Campinas — SP). Os arcaboucos foram ambientados com meio de

cultura por 24 horas antes da semeadura.
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Figura 5. Aspecto macroscopico dos arcaboucos tridimensionais de PHA’s. A esquerda o
arcabouco do tamanho no qual é produzido e a direita apds redimensionamento.
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3.4 Testes in vivo de interacdo de arcaboucos 3D com tecido

hospedeiro

Os arcaboucos 3D de PHB das 03 porosidades produzidas com
aproximadamente 4 mm? foram implantados cirurgicamente sob o dorso de 18
camundongos Swiss de 02 meses e mantidos por 7 e 30 dias em gaiolas plasticas
sob condicbes ambientais controladas no biotério do Instituto de Microbiologia
Prof. Paulo de Goes (UFRJ). Dois camundongos adicionais também foram
mantidos como controle. A implantacdo foi realizada com o animal sob anestesia
(43 mg/mL de cetamina, 8,6 mg/mL de xilasina e 1,4 mg/mL de acepromazina, 2
mL/kg). Os animais foram eutanasiados em cémara de CO,, de acordo com 0s
tempos experimentais, e os biomateriais implantados foram retirados e preparados
para microscopia Optica e microscopia eletrbnica de varredura (MEV) para

observacao das intera¢cdes com o tecido do hospedeiro.
3.5 Isolamento e cultura de condroblastos humanos

Os condroblastos humanos foram isolados de bidpsias de cartilagens
articulares de pacientes do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia —
INTO. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) deste hospital — portaria: 092/05. As pecas de cartilagem isoladas foram
removidas cirurgicamente, e sofreram digestdo enzimética com 0,25 % de tripsina
EDTA e 0,25 % de colagenase Il (Gibco). As células isoladas foram mantidas em
garrafas de cultura contendo meio DMEM/F-12 (Sigma Chemical Co) com 10 % de
soro fetal bovino (Gibco), 50 pg/mL de &cido ascérbico, 2 mM de L-glutamina, 100
U/ml de penicilina G e 100 U/mL de estreptomicina, sendo o meio trocado a cada
02 dias. As garrafas foram mantidas em estufa incubadora com atmosfera imida
em 95 % contendo 5 % de CO, a 37°C. Ap6s confluéncia, as células da cultura
priméaria foram tripsinizadas e congeladas em soro fetal bovino/DMSO 5 % na

concentracdo de 01 x 10° células/mL e armazenadas em freezer a —80C.
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3.6 Isolamento e cultura das Ad-MSCs Humanas

As amostras de tecido adiposo de lipoaspirado (TAL) da parede abdominal
foram obtidas de pacientes submetidos a cirurgia estética no Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF- UFRJ). Os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) deste hospital — portaria: 088/04. Todos os
pacientes leram, concordaram e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Os procedimentos seguintes, de isolamento das células de interesse,
foram realizados sob a orientacdo da Dra. Maria Isabel Doria Rossi (ICB/UFRJ)
por seu grupo de pesquisa.

O material obtido da lipoaspiracéo foi submetido a digestdo enzimética com
1 mg/mL de colagenase IA (Sigma) por 20 minutos a 37°C. A suspenséo obtida foi
filtrada em malha de nylon com poro de 150 ym, centrifugadas a 300 g por 10
minutos e lavada duas vezes com PBS. As células foram ressuspensas em DMEM
(Sigma) com 10% de SFB e antibi6tico e 5 mL de suspensdo com 10° células/cm?
foram distribuidos em garrafas de cultura de 25 cm? que foram mantidas em
estufa a 37°C com 5% de CO,. ApGs aproximadamente 16 horas, as células ndo
aderentes foram retiradas e a fracdo aderente foi lavada com PBS, sendo mantida
a 37°C com 5% de CO, para expansdo. Quando confluentes, as células foram
dissociadas com solugéo de tripsina 0,125% (Gibco) e 0,78 mM de EDTA (Gibco)
e distribuidas numa densidade de 0,8 — 1,3 x 10* células/cm? para expans&o ou

criopreservacao.

3.7 Culturas celulares sobre os biomateriais

Para as culturas sobre os filmes poliméricos foram semeadas 01 x 10°
células e sobre os arcaboucos tridimensionais, foram semeadas 05 x 10 células.
Nos cultivos de condroblastos foi utilizado o meio DMEM-F12 (nao indutor)
(Sigma) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Gibco), 50 pg/mL de acido
ascorbico, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina G e 100 U/mL de

estreptomicina. Nos cultivos de Ad-MSC foi utilizado o kit de indugéo condrocitica
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CDM Bulletkit (Cambrex) constituido de meio Condrocyte Differentiation Medium
Bulletkit suplementado apenas com os componentes do kit (12,5 ml de soro fetal
bovino, 0,5 mL de Transferrina, 0,25 ml de sulfato de gentamicina / anfotericina B,
0,5ml de insulina humana recombinante, 1,25ml de TGFp-1 e 0,5ml de R*-IGF, 1
para cada 250ml de meio base) conforme orientacdo do fabricante. Os meios
foram trocados a cada 02 dias e as culturas foram mantidas por 07 dias em estufa
incubadora com atmosfera mida em 95 % contendo 5 % de CO, a 37°C. Os
ensaios foram estudados por coloragdes histoldgicas especificas e observadas por

microscopia Optica e eletrénica de varredura convencional (MEV).

3.8 Preparo das culturas celulares nos arcaboucos d e PHA’'s para

observacao por microscopia 6ptica — Histologia

Para analise por microscopia Optica, as amostras foram fixadas em
paraformaldeido 4% em PBS por no minimo 6 horas, lavadas no mesmo tampé&o,
desidratadas em séries crescentes de etanol (50%, 80%, 90%, 100%, 100%),
seguidas por série de xilol, e infiltradas com parafina a 58C. Apds o resfriamento,
os blocos de parafina foram cortados com faca de agco acoplada a micrétomo
rotativo manual (Leica) em secdes de 4 um. Os cortes foram em seguida
desparafinizados, re-hidratados e avaliados pelas seguintes coloracdes
histologicas: Hematoxilina/Eosina (HE), Picro-Sirius/Hematoxilina, Alcian Blue (pH
1) ou Von-Kossa (protocolos em anexo). Todos os cortes foram desidratados com
etanol absoluto, clarificados com xilol 50 % e absoluto e selados com Entellan
(Merck). Os cortes corados foram observados no microscopio Optico Zeiss
Axioplan equipado com sistema digital de captura de imagens com camera CCD
Evolution MP Color (Media Cybernetics), adquiridas na resolucdo de 1024 X 1024

pixels.
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3.9 Preparo das culturas celulares nos arcaboucos d e PHA's para
observacgao por MEV

As amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5 % em tampéao de cacodilato
de sédio 0,1 M pH 7,2 por 2 horas, poés-fixadas com 1% de tetréxido de désmio
(0Os0O,4) no mesmo tampdao por 40 minutos, desidratadas em séries crescentes de
etanol e secas pelo método do ponto critico em aparelho Bal-Tec CPD 020
(IMPPG-UFRJ). Os materiais secos foram seccionados longitudinalmente com
navalha de aco em fatias de aproximadamente 1mm, para expor as regides
internas, e em seguida depositados sobre fita condutora dupla-face de carbono
gue recobriam suportes de aluminio. O material foi ainda recobertos por fina
camada de ouro em aparelho de metalizador Bal-Tec SCD 050. Os equipamentos
utilizados foram os microscopios de varredura Jeol 5310 (IBCCF-UFRJ) e Jeol
JSM6460LV ( LABMIC / METALMAT / COPPE — UFRJ ), operados em 15 kV.
Imagens digitais com 1024 x 770 pixels de resolugéo foram obtidas pelo programa
SEMafore (JEOL) acoplado ao MEV. Foram obtidas imagens em diversos
aumentos de campos aleatérios de todas as fracdes longitudinais dos constructos,
observando-se ao maximo a extensdao tridimensional do material (altura X largura
X profundidade).

3.10 Quantificacdo das células nos arcaboucos de PH  A’s

As células foram quantificadas a partir de 5 imagens aleatérias de MEV das
fracbes longitudinais dos arcaboucos (uma imagem de cada fragcdo) sob o
aumento de 250X. Foram calculados a média e desvio padrdo do numero de
células presentes em cada material nos diferentes tamanhos de poro e os dados

foram apresentados na forma de gréfico obtido no software Excel® (Microsoft).
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4 RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo dos polimeros — Composicdo mono  mérica e peso

molecular

O primeiro objetivo deste trabalho, foi a caracterizacdo dos polimeros a
serem testados em cultura quanto a sua composicdo monomeérica e peso
molecular. Para tal, realizamos andlises de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e Cromatografia de Gel Permeacdo (CGP). Os resultados graficos obtidos
nestas analises foram resumidos na tabela 1, no intuito de facilitar seu

entendimento.

Tabela 1: Anélise de peso molecular dos polimeros obtidos da linhagem
bacteriana 129B por GPC e porcentagem de cada mondmero presente nos
polimeros produzidos*.

Amostra Mw Mn P PHB PHDd Outro polimero
(g.mol-1) (g.mol-1) " ° (mol%) (mol%) (mol%)

PHB 413.623 - - 100,00 0,00 0,00
PHBV 394.498 - - 95,00 0,00 5,01(PHV)
129B1 762773 310868 2,5 99,90 0,00 0,1 (PHV)
129B2 950393 565326 1,5 85,02 14,9 0,08 (PHV)
129B5 482 203 150844 3,2 99,05 0,40 0,55 (PHV)
129B6 695404 391582 1,8 93,37 6,00 0,63 (PHV)

*A porcentagem de cada polimero foi calculada a partir das analise de RMNs. Mw, massa
molecular ponderal média; Mn, massa molar numérica média; |.P. indice de polidispersao (relacéo
entre a massa ponderal média e a massa molecular numérica (Mw/Mn)).

4.2 Caracterizacao dos polimeros — Propriedades t¢  rmicas

O estudo de estabilidade térmica dos polimeros obtidos pela analise TGA
indicou, pelo monitoramento da variagdo da massa durante a variagao controlada
de temperatura, a temperatura na qual a velocidade de degradacdo é maxima (T
peak), temperatura inicial de perda de massa (Tonser) (temperatura a partir da qual
nao se pode mais reconhecer o material na amostra) e porcentagem de massa

degradada ao final do processo (% de degradacéo), expressos pela tabela 2.
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Tabela 2: Analises termogravimétricas dos PHA'’s e porcentagem de massa

degradada ao final do processamento térmico.

Amostra T peak (C) T onset (T) % de degradacédo
PHB 279,11 265,83 99,39
PHB-V 237,87 222,31 99,55
129B1 249,88/ 259,44 231,22 99,75
129B2 258,36 235,92 99,68
129B5 269,69 252,94 99,01
129B6 290,95 275,50 99,58

T peak: temperatura na qual a velocidade de degradagdo € maxima; Tonse: temperatura inicial de
perda de massa, temperatura a partir da qual ndo se pode mais reconhecer o material na amostra.

As transicdes térmicas de cada polimero foram verificadas através das

analises DSC (gréaficos das curvas DSC anexos). Os graficos das analises foram

condensados na Tabela 3 que apresenta os resultados de temperatura de

transicdo vitrea (Tg), as temperaturas de cristalizacdo que ocorrem durante o

aquecimento (Tch) e o resfriamento (Tcc), e a temperatura de fusdo (Tm) de cada

polimero.

Tabela 3: Resumos dos dados obtidos nas analises de calorimetria
diferencial de varredura.

Amostra Tg (T) Tch () Tcc (T) Tm (T)
PHB 3,65 48,78 71,94 174,56
PHB-V 2,08 56,93 53,40 170,62
129B1 2,82 53,73 78,96 174,64
129B2 0,76 55,33 74,11 171,81
129B5 2,65 45,65 72,70 175,32
129B6 1,78 52,88 79,13 174,51
PP iso - - 112,33 159,17

Tg: transicdo vitrea no segundo aquecimento; Tch: temperatura de cristalizacdo no segundo
aquecimento; Tcc: temperatura de cristalizagdo no resfriamento; Tm: temperatura de fusdo no

terceiro aquecimento.
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4.3 Caracterizacdo morfolégica das membranas e arca boucos de
PHA’s através de MEV

Sob a forma de membranas, apenas os polimeros PHB e de PHBV foram
analisadas quanto a morfologia, pois a quantidade de material dos demais
polimeros produzidos foi muito restrita. Os filmes apresentaram espessura média
de 20 um e foram observados por MEV. Observagbes da superficie das
membranas de P3HB indicam um aspecto rugoso de uma estrutura irregular
(Figura 6a) e poros muito pequenos (Figura 6a - setas). Os filmes de PHBV
apresentam superficie muito semelhante a do PHB, também com poros e estrutura
rugosa irregular (Figura 6b). A técnica se mostrou perfeitamente reprodutivel e

estavel.
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Figura 6. MEV de membrana de PHB (a) e PHBV (b) mostrando a rugosidade e
evidenciando os poros (setas) e estrutura geral irregular.

As micrografias eletrbnicas de varredura dos arcabougos porosos de PHB
mostram a presenca de poros compativeis em dimensfes com os cristais de sal
utilizados como agente porogénico. Poros interconectados foram vistos em toda
extensédo dos arcaboucos fraturados (Figura 7) e ndo se verificou a presenca de
residuos de sal. Os arcaboucos dos demais polimeros apresentaram as mesmas

caracteristicas (dados ndo mostrados).
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Figura 7. MEV de arcabouc¢o 3D de PHB com 38-53um (a), 53-75um (b) e 75-150 pum (c)
de porosidade.

4.4 Avaliagao da biocompatibilidade in vitro das membranas de PHA's

utilizando condroblastos humanos

Para avaliar a biocompatibilidade dos materiais in vitro, comparamos
culturas de condroblastos sobre laminulas de vidro, ja conhecidamente
compativeis, com culturas sobre membranas poliméricas de PHB e PHBV. Os
condroblastos semeados sobre as laminulas de vidro (experimento controle)
apresentaram morfologia fibroblastoide semelhante aos condroblastos expandidos
em cultura bidimensional com adesdo ao plastico, observada através de MEV, e
foram capazes de proliferar e alcancar a confluéncia em 07 dias experimentais
(Figuras 8a e b). Ja as células semeadas sobre as membranas de PHB foram
capazes de aderir ao biomaterial, mantendo o formato fibroblastéide, embora

discretamente menos alongadas que as do tratamento controle. Aparentemente,
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sobre este material, as células se mostram mais espraiadas, cobrindo
individualmente uma &area maior do substrato que quando comparando ao grupo
controle, além de nado terem atingido confluéncia no mesmo tempo experimental
(Figuras 8c e d). Pela imagem em maior aumento (Figura 8d), ndo se observam
modificacdes na superficie da membrana de P3HB apos cultivo.

Nas culturas sobre os filmes de PHBYV, nota-se claramente um numero
menor de células com 0 mesmo tempo experimental. Ha, também, células mais
espraiadas, lembrando as culturas sobre o P3HB, concomitantemente com outras
células de morfologia mais alongada (Figuras 8e e 8f). Também em maior
aumento, ndo se notam modificagbes na superficie da membrana apos o

procedimento.
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Figura 8. MEV de condroblastos em cultura bidimensional. a: morfologia fibroblastoide das
células semeadas sobre laminulas de vidro (tratamento controle). b: Detalhe das células
em maior aumento. ¢: MEV dos condroblastos cultivados sobre filmes de PHB. d: detalhe
da superficie do filme de PHB evidenciando sua aparéncia aplainada e porosidade. Partes
de duas células podem ser observadas. e: MEV das culturas sobre filme de PHBV
mostrando células fibroblastéides (ponta de seta) e células mais espraiadas (setas). f:
Detalhe da superficie do filme de PHBV onde observa-se parte da célula emitindo
projecBes citoplasméticas.
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4.5 Avaliacdo da biocompatibilidade in vivo dos arcaboucos 3D de
PHA’s

Para avaliar a biocompatibilidade in vivo dos polimeros, utilizamos a
implantacdo subcutanea de arcaboucos porosos tridimensionais de PHB no dorso
de camundongos. Novamente o PHB foi o material escolhido por ser
representativo dos demais em virtude de ser o componente mais abundante em
todos os materiais estudados. Avaliamos, ainda, a implantacdo dos arcaboucos
das trés diferentes porosidades, pois o tamanho do poro poderia modificar o
acesso de células do hospedeiro ao interior dos materiais, alterando assim a
reacao de corpo estranho e a degradacao do polimero.

Os animais foram avaliados clinicamente por veterinario quanto ao local da
incisdo trés dias apds as cirurgias de implantacdo dos materiais bem como no
momento do explante e ndo foram observados indicios de inflamacédo ou formacéao
de prurido. Apdés a extracdo do arcabouco do dorso do animal, observou-se
marcoscopicamente, a presenca de uma capsula de material fibroso recobrindo o
implante, observada posteriormente sob microscopia.

Através das imagens de microscopia optica de campo claro de cortes
semifinos dos arcaboucos observamos a presenca de células e matriz extracelular
em toda a extensdo do interior dos arcaboucos apds a implantacéo,
independentemente do tamanho de poro do arcabougo implantado, o que confirma
a interconectividade dos poros e mostra que seu tamanho né&o influenciou na
capacidade de migracdo celular como reacdo do organismo hospedeiro. Nao
observamos grandes infiltrados linfociticos nas adjacéncias do material que
sinaliza que o polimero é imunologicamente inerte durante o periodo experimental
(Figura 9 A, C, E e F). A birrefringéncia das paredes do PHB observada sob
microscopia de luz polarizada durante o periodo experimental evidencia sua

resisténcia a degradagao em curto prazo (Figura 9 B e D).
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Figura 9. Fotomicrografias de arcabouco de PHB com 53-75 um de porosidade. A: apds
07 dias de experimentacdo in vivo, podemos observar a presenca da cépsula fibrosa (*)
recobrindo o implante (corada em vermelho), a auséncia de infiltrado linfocitico e a
presenca de células por todo o interior do arcabouco (Picro-Sirius/Hematoxilina) B: a
mesma regido de (A) observada sob luz polarizada mostrando a birrefringéncia das
paredes do polimero. C: apds 30 dias de experimentacdo in vivo, podemos observar a
manutencdo da capsula fibrosa recobrindo o material e novamente a auséncia de
infiltrado linfocitico e a presenca de células por todo o interior do arcabouco (HE). D: a
mesma regido de (C) observada sob luz polarizada mostrando a birrefringéncia das
paredes do polimero. E: apés 07 dias de experimentagcdo in vivo, as setas indicam
células multinucleadas aderidas as paredes do PHB e as cabeca de seta, células
fibroblastoides. Pela marcacdo em vermelho, observa-se a reacdo positiva para fibras de
colageno na capsula no interior do material (Picro-Sirius/Hematoxilina). F: apés 30 dias
de experimentacdo in vivo, observa-se um maior nimero de células multinucleadas
(setas) adjacentes ao PHB (Picro-Sirius/HE). Aumento original: 200 X.
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Pudemos observar ainda a formacao de uma cépsula fibrosa, constituida de
células fibroblastdides e material de matriz fibrilar, com aproximadamente 50 um
de espessura recobrindo todo o arcabouco (Figuras 9A e C) e a presenca de
células fibroblastoides e células multinucleadas aderidas as paredes do PHB apds
7 dias de implantacdo (Figura 9E). Apos 30 dias de experimentacdo, as imagens
mostram quantidade mais abundante de células multinucleadas adjacentes ao

material em relacdo ao periodo de 7 dias (Figura 9F).

4.6 Avaliacdo da estabilidade fenotipica de condrob  lastos humanos
cultivados in vitro em arcaboucos 3D de PHA's de diferentes

porosidades

Para a utilizacdo dos arcaboucos 3D dos PHA’s na bioengenharia de
cartilagem, os materiais, além de ser biocompativeis, necessitam favorecer a
estabilidade fenotipica dos condroblastos cultivados, pois em sistema de cultura
bidimensional estas células tendem a diferenciar para um fenotipo fibroblastéide,
no qual ndo sdo produzidas as moléculas de matriz desejaveis. Se o ambiente
tridimensional por si s6 ndo for capaz de manter o fenétipo condrocitico, torna-se
necessario avaliar a possibilidade de adi¢cao de fatores ao meio que influenciem as
células neste sentido. Assim, o ideal é que, para economia de recursos, O
arcaboucgo tenha as propriedades necessarias para influenciar as células na
direcao que se pretende.

As micrografias eletrénicas de varredura dos condroblastos humanos
cultivados nos arcaboucos de PHA's por 07 dias em meio nao-indutor mostraram
células com morfologia esférica (como na cartilagem articular) (Figuras 10 e 11),
indicando a estabilidade do fendtipo condrocitico. Através das mesmas imagens,
mostra-se que as células se distribuiram ao longo da estrutura, inclusive nas areas
mais internas dos arcaboucos, independentemente do tamanho do poro
(Figura.10), apenas atraves da sedimentacao natural das células.

As quantificagbes a partir das imagens de campos aleatérios obtidas por

microscopia eletrénica de varredura mostram que os arcaboucos com porosidade
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de 53-75 e 75-150 um tendem, mesmo que nao significativamente, a apresentar
um nuamero de células ligeiramente maior que os de 38-53 um (Figura 12).
Observou-se ainda maior nUmero de células nos polimeros 129B2 e 129B6, apesar
de também nado haver significancia estatistica (Figural2). Em todos os polimeros
pode-se observar, também sob microscopia eletrdnica, estruturas fibrilares
formando redes adjacentes a algumas células, similares a matriz extra-celular

(imagens representativas na Figura 13).
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Figura 10. Micrografia eletrdnica de varredura de regifes internas de arcabouc¢os de PHB
com 75 - 150 um (a) 53 - 75 um (b) e 38 - 53 um (c) de porosidade. Em todas as figuras
as setas indicam os condroblastos, com morfologias esféricas.
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Figura 11. Micrografia eletrénica de varredura de regides internas de arcaboucos de PHB

(a), PHBV (b), 129B1 (c), 129B2 (d), 129B5 (e) e 129B6 (f) com poros de 75 - 150 um. com
condroblastos cultivados in vitro por 7 dias. As setas indicam os condroblastos, com

morfologias esféricas.
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Figura 12. Gréafico do numero de células presentes nas culturas in vitro de condroblastos
humanos sobre os arcaboucos dos 6 polimeros estudados. Quantificacbes de
fotomicrografias sob baixo aumento (250X) de 5 campos aleat6rios expressos como
médias do nimero de células + desvio padrdo para cada unidade experimental (n=3).
Pode-se notar que os polimeros 129B2 e 129B6 apresentaram um numero de células
ligeiramente maior que os demais, mas sem diferenca estatisticamente significativa. Se
compararmos o numero de células em relagdo ao tamanho dos poros dos arcaboucos de
cada um dos materiais, também podemos notar a discreta tendéncia de os arcaboucos de
poro de 53-38um apresentarem nimero de células reduzido, independente do polimero
estudado.
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Figura 13. Micrografia eletrénica de varredura de arcaboucos de PHBV com poros de 75 —
53um com condroblastos cultivados in vitro por 7 dias em meio ndo-indutor. A esquerda
célula de morfologia esférica com estruturas fibrilares (seta) ao redor. A direita, detalhe de
estrutura fibrilar (seta).
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4.7 Avaliacdo da interagcdo das Ad-MSC humanas condr  o-induzidas in

vitro com arcaboucos 3D de PHA's de diferentes poro  sidades.

Tentando evitar novas lesGes geradas da coleta de células das cartilagens
do paciente e ainda utilizar células autdlogas para a reposicdo de cartilagem
lesada, as Ad-MSC surgem como alternativa viavel na bioengenharia de tecidos.
Embora a capacidade de condro-diferenciacéo induzida das Ad-MSC esteja bem
descrita, € importante verificar se a interacdo com os arcaboucos de PHA's
interfere nessa capacidade para a validagdo da utilizacdo destas células
juntamente com o arcabouco polimérico para a bioengenharia de cartilagens.

As micrografias eletronicas de varredura das Ad-MSC humanas cultivados
nos arcaboucos porosos 3D por 07 dias em meio condro-indutor mostraram
células por toda extensdo interna dos arcaboucos (Figura 14) com morfologia
esférica da mesma forma que os condroblastos cultivados nos arcaboucos (Figura
14 - setas). Com estas células também notou-se um numero de células um pouco
menor nos arcaboucos com poros de 38-53 um bem como nos polimeros 129B2 e
I29B6, sem significAncia estatistica (Figura 15). Nao observamos estruturas

fibrilares similares a matriz extracelular nestas culturas.
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Figura 14: Micrografia eletrbnica de varredura de regides internas de arcaboucos de PHB

(a), PHBV (b), 129B1 (c), 129B2 (d), 129B5 (e) e 129B6 (f) com poros de 75 - 150 um. com
Ad-MSC cultivados in vitro por 7 dias em meio condro-indutor. Em todas as figuras as

setas indicam as células, com morfologias esféricas.
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Figura 15. Gréafico comparativo do nimero médio de células presentes nas culturas in vitro
de Ad-MSC humanos sobre os arcaboucos dos 6 polimeros estudados. Quantificacdes de
fotomicrografias sob baixo aumento (250X) de 5 campos aleat6rios expressos como
médias das células + desvio padrao para cada unidade experimental (n=3). Pode-se notar
gue os polimeros 129B2 e 129B6 apresentaram um numero de células ligeiramente maior
gue os demais, mas sem diferenca estatisticamente significativa, da mesma forma que os
condroblastos. Se compararmos o nimero de células em relacdo ao tamanho dos poros
dos arcaboucos de cada um dos materiais, também podemos notar a discreta tendéncia
de os arcaboucos de poro de 53-38um apresentarem nimero de células reduzido,
independente do polimero estudado.
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5 DISCUSSAO

Para um melhor entendimento dos resultados obtidos neste trabalho,
dividimos a discussdo em trés partes:
5.1 Caracteristicas fisico-quimicas dos novos PHA'’s: onde procuramos abordar os
aspectos relativos as propriedades dos polimeros estudados.
5.2 PHA’s como arcaboucos para a bioengenharia de cartilagem: onde discutimos
nossos dados na validagdo da utilizagdo dos polimeros avaliados em
bioengenharia de tecidos, com énfase em tecido cartilaginoso.
5.3 Condroblastos e Ad-MSC para a bioengenharia de cartilagem: onde buscamos
debater acerca do tipo celular mais adequado para a bioengenharia de cartilagem

utilizando como arcabougos os biomateriais estudados neste trabalho.

5.1 Caracteristicas fisico-quimicas dos novos PHA'’s

Os polimeros produzidos pela bactéria Burkholderia contaminans 129B
apresentaram novas combinagdes de scl-PHA e mcl-PHA, o que é um evento raro
em culturas bacterianas a partir de fontes de carbono simples e néo-relacionadas
ao produto final (Steinbtichel, 1996). Embora o mondémero mais evidente em todos
os polimeros tenha sido o PHB, os mondmeros presentes em menor quantidade
podem ser suficientes para tornar o material mais apropriado a bioengenharia de
tecidos. Salientamos ainda, entre os monémeros produzidos, a presenca do PHDd
nos polimeros 129B2 e 129B6, muito raramente produzido e ainda ndo estudado
para fins de aplicacdes biomédicas.

Nossos resultados mostram que 0os maiores valores de massa molecular
ponderal média (Mw) ocorrem em 129B2, 129B1 e 129B6, respectivamente. A
amostra 129B2 possui a maior quantidade de PHDd (14 mol%), seguida da
amostra 129B6 (6 mol%). De maneira geral, os valores de Mw s&o mais
relacionados as propriedades mecéanicas do material que a massa molar numérica
média (Mn) (Tsuge et al., 2007). Mas Tung e Buckser (1959) verificaram que um
aumento no nimero de Mn pode provocar uma diminui¢cdo na cristalinidade, o que

deixaria o polimero mais elastico e, por consequéncia, menos quebradico. Nossos
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dados corroboram com estes Ultimos, pois 0os maiores Mn sdo obtidos nos
polimeros com maior quantidade de PHDd.

Na analise termogravimétrica, como esperado, os dados mostram que
todas as amostras sdo completamente orgénicas, apresentando degradacdo
térmica total ao final do procedimento, sem deixar residuos. Apenas as amostras
de PHB e 129B5 apresentaram seus processos de degradacdo térmica em uma
Unica etapa de perda de massa. As demais amostras apresentam regides com
diferentes velocidades de degradagcédo (visivel nos graficos das curvas TG
anexos), possivelmente por serem misturas de diferentes polimeros, com
diferentes massas molares. As regibes onde a degradacdo ocorre em
temperaturas mais altas indicam que parte da amostra é mais resistente a agéo
térmica.

Na analise de calorimetria de varredura diferencial todas as amostras
apresentaram dois picos de temperatura de fusdo (somente visivel nos gréaficos) o
gue pode significar a presenca de diferentes tamanhos de cristais. Da mesma
forma, todas as amostras apresentaram Tg, Tc e Tm na mesma curva (no
segundo aquecimento), padrdo em poliésteres como PET (Poli-tereftalato de
etileno). As amostras contendo diferentes PHA's, além do PHB, apresentaram Tg
mais baixas quanto maior a quantidade dos diferentes polimeros. As amostras
contendo maior quantidade de PHDd apresentaram as menores Tg, sendo estas
as amostras 129B6 que apresentou Tg em 1,6 € e 129 B2 apresentando Tg em
0,76 €. Todas as Tc ficaram em torno de 70-80 T, exceto o PHBV que
apresentou Tc em torno de 50 °C. Ja as entalpias d e cristalizacdo apresentaram
grande variacdo entre as amostras. Todas as amostras apresentaram Tm entre
168 — 175 C, com entalpias de fusdo muito proximas .

A temperatura de fusdo (Tm) normalmente depende da composi¢do do
polimero (Asrar et al., 2002; Gorenflo et al., 2001). Entretanto a microestrutura
cristalina do polimero também pode influenciar na Tm (Barbuzzi et al., 2004,
Kamiya et al., 1989). Serafim e colegas (2008) mostraram que a Tg e a Tm dos
polimeros naturais podem variar de acordo com 0 microorganismo que o produziu

e com a fonte de carbono oferecida ao microorganismo. Neste trabalho, pode-se
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observar que as menores temperaturas de transi¢do vitrea (Tg) sdo relacionadas
aos polimeros 129B2 e 129B6 que apresentam as maiores quantidades de PHDd
(Tabela 3) o que confirma sua menor cristalinidade. Assim, considerando-se as
propriedades mecéanicas da cartilagem hialina articular humana, bem como o
impacto e pressdo que sua bioprotese necessita suportar, e dos polimeros
estudados, o esperado é que o0 [129B2 e o 129B6 se adaptem melhor a

bioengenharia de cartilagem que os demais.

5.2 PHA’s como arcaboucos para a bioengenhariade ¢ artilagem

Embora ja esteja bem descrito na literatura a biocompatibilidade do PBH e
do PHBV (Shishatskaya & Volova, 2004), consideramos importante validarmos
este dado em nosso estudo, primeiramente em sistema de cultura bidimensional,
pois apesar dos cuidados com a purificacdo dos polimeros, o material pode
apresentar residuos provenientes de seu processo de producdo e/ou extracao,
potencialmente toxicos as células. Consideramos o0s estudos de
biocompatibilidade do PHB e do PHBV como representativos dos materiais
estudados, tendo em vista que estes sdo 0s constituintes majoritarios dos mesmos
e 0 processo de extracdo de todos os polimeros seguiu rigorosamente 0 mesmo
protocolo.

Estudos prévios de culturas bidimensionais de condroblastos demonstraram
a perda do fenodtipo condrocitico dessas células o que levou a diminuicdo da
sintese de proteoglicanos e colageno tipo Il e aumento da expresséo de colageno
tipo | (Schnabel et al, 2002; Murphy & Sambanis, 2001; Stewart et al, 2000). A
suplementacdo do meio com soro fetal bovino ou humano (Stewart et al, 2000), a
adesao celular ao substrato de cultura (Hauselmann et al, 1994) e a tenséao de
oxigénio (Murphy & Sambanis, 2001) sdo as principais causas desta diferenciacao
dos condroblastos em sistema bidimensional. Por outro lado, sabe-se que a
informacéo espacial recebida pelas células em sistemas de cultura tridimensional
também representa um importante fator para a manutencdo do fenoétipo celular em
sistemas de cultura in vitro ou ainda para a diferenciacdo dos condroblastos

(Benya & Shaffer, 1982). Em todas as nossas condi¢cdes experimentais de cultura
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bidimensional as células apresentaram diferenciacdo fenotipica, adquirindo
morfologia ndo-esférica.

Mesmo com as diferencas observadas na adeséo e proliferagéo celular nos
dois polimeros em relagdo ao tratamento controle, as células semeadas foram
capazes de sobreviver sobre os filmes poliméricos pelo periodo experimental de 7
dias, em concordancia com a literatura a respeito da citocompatibilidade dos
materiais. Sobre a superficie do filme de PHB os condroblastos se mostram mais
espraiados que no tratamento controle. Esta caracteristica pode refletir uma maior
afinidade das células pelo substrato de PHB do que pelo vidro. J4 sobre a
superficie do filme de PHBV os condroblastos apresentam tanto algumas formas
fibroblastoides (mais alongadas) quanto algumas mais espraiadas. Mesmo as
células mais espraiadas sobre o PHBV, parecem ter menos pontos de
ancoramento do que sobre o vidro ou sobre o PHB, o que pode ser explicado pela
menor afinidade das células pelo substrato de PHBV do que pelos demais. E
possivel ainda que essa adesdo muito fraca das células também seja impeditiva
de seu estado proliferativo, pois a sinalizacdo recebida pela célula através da
adesdo em sistema de cultura bidimensional desempenha um importante papel na
capacidade de divisdo celular (Lee et al.,, 1994). Com base neste raciocinio, a
pouca adesdo mostrou-se um fator mais critico para a proliferagdo de
condroblastos do que a ades&o excessiva, notando-se que nas culturas sobre o
P3HB pudemos observar algumas células em processo de divisdo e ndo as
observamos sobre o PHBV (dados ndo mostrados). Assim, nossos resultados
estdo de acordo com a literatura mostrando um maior niumero de células nos
materiais onde elas sdo capazes de aderir de forma moderada, fator geralmente
determinado pela hidrofilicidade moderada da superficie (Lydon et al., 1985; Lee et
al., 1994).

A rugosidade da superficie dos filmes poliméricos também pode ter
influenciado o comportamento celular de maior ou menor adesdo. Embora o PHB
e o0 PHBV tenham apresentado morfologia de superficie semelhantes e diferentes
condi¢cbes morfologicas das células cultivadas sobre eles, este aspecto parece ser

importante, pois o tratamento controle deste ensaio foi utilizando culturas sobre
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uma laminula de vidro, que apresentam superficies lisas, embora ndo tenhamos
encontrado dados disponiveis na literatura para comparacao de dados.

Com relacdo aos arcaboucos tridimensionais porosos, verificamos
inicialmente que a técnica de evaporacdo do solvente com lixiviagdo de sal é,
embora trabalhosa, de facil execucdo e de excelente reprodutibilidade. Esta
técnica foi escolhida entre diversas outras, como a fiber bonding (Mikos et al.,
1993), injecdo de gases (Mooney et al., 1996), utilizacdo de esferas de cera de
diferentes diametros (Belyakova et al., 1984) e inversao de fases (Mooney et al.,
1996), por ser a que apresenta melhor controle da quantidade e do tamanho dos
poros produzidos no arcabouco (Mikos et al., 1994). Ao utilizarmos um solvente
organico de alta qualidade e certificarmo-nos de sua total evaporagcdo bem como
da completa retirada do sal, evitamos a permanéncia de residuos nos arcabouc¢os
gue pudessem influenciar negativamente a biocompatibilidade do material, o que,
para Mikos et al. (1994), representa uma das grandes desvantagens desta técnica.
Todos os arcaboucos produzidos, independentemente do polimero utilizado,
apresentaram poros interconectados com tamanhos fixos e dentro da faixa
granulométrica do sal utilizado como agente porogénico, e sem apresentar
residuos de sal.

Entretanto, para que um material possa ser utilizado como arcabouco
celular na bioengenharia de tecidos, as caracteristicas fisico-quimicas do material,
a capacidade de producdo de um bom arcabouc¢o e sua nédo citotoxicidade néo
sdo suficientes. Faz-se necessario, ainda, verificarmos como 0 organismo
hospedeiro reage ao material. Essa relacdo de biocompatibilidade entre um
biomaterial e o organismo animal é verificada através da reacdo a implantagéo na
capsula renal, no peritdnio, intramuscular ou subcutdneamente da estrutura a ser
estudada, onde ainda pode-se verificar a degradacdo e/ou transformacédo do
material em condicdes fisioldgicas.

Sevastianov et al (2003) jA mostraram que filmes de PHB e PHBV em
contato com sangue ativam o0 sistema de coagulacdo e as reacOes de
complemento, mas sem ativar a resposta celular. Suturas de PHB e PHBV

implantadas intramuscularmente em animais por até um ano também nao
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causaram reacgdo vascular aguda no local do implante e nenhum evento adverso
como inflamacédo supurativa, necrose, calcificacdo da capsula fibrosa ou formacao
de tumor maligno. (Chen & Wu, 2005). Também é descrito um estagio prolongado
de macrofagos pronunciados como reacao tecidual a implantacdo de PHA'’s, que
apresenta células dos tipos fagocitico e células gigantes (Volova et al, 2003).

De maneira geral, as reacdes do tecido do hospedeiro a implantagdo de um
biomaterial incluem: a injuria local pela cirurgia, interacdo sangue-material,
formacdo de uma matriz provisional, inflamagdo aguda, inflamacdo croénica,
formacao de tecido de granulagao, reacao de corpo estranho e desenvolvimento
de capsula fibrética. A degranulacdo de mastdcitos com liberacdo de histamina e
adsorcao de fibrinogénio € conhecida por mediar a inflamag&o aguda em resposta
a biomateriais implantados, mas se extingue rapidamente, ndo perdurando por
mais de uma semana (Tang et al., 1998; Zdolsek et al., 2007). Seguindo a
inflamacéo aguda, a inflamacé&o crénica é identificada pela presenca de células
mononucleares como monadcitos e linfécitos, aléem de plaquetas. A reacdo de
corpo estranho, onde mondcitos, macréfagos e células gigantes estdo presentes
na interface de um material implantado in vivo, é utilizada para avaliar a
biocompatibilidade deste. Em materiais biocompativeis, as respostas inflamatorias
aguda e cronica se extinguem em poucas semanas.

Em nosso modelo experimental in vivo ndo observamos grandes infiltrados
linfociticos nas adjacéncias do material que sinaliza auséncia de resposta imune
adaptativa (reacdo inflamatoria imunogénica) durante o periodo experimental. A
formacéo da cépsula fibrosa, constituida de células fibroblastoides e material de
matriz fibrilar, recobrindo todo o arcabouco e a presenca de células fibroblastoides
e células multinucleadas aderidas as paredes do polimero representam uma
reacdo aceitavel e estdo de acordo com as respostas inflamatorias esperadas
para materiais biocompativeis.

Nao foram observadas diferencas entre os arcaboucos com diferentes
tamanhos de poros quanto a reacdo de corpo estranho ou a degradacdo do
biomaterial embora Stock et al. (2000) descrevam a relacdo direta entre o

tamanho do poro com a velocidade de degradacdo do material. A birrefrigéncia
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das paredes do PHB observada sob microscopia de luz polarizada, independente
da porosidade do arcabouco, evidencia sua resisténcia a degradacdo em curto
prazo. Acreditamos que nossos resultados possam se aproximar mais dos dados
da literatura ao aumentarmos o tempo de experimentagcdo, pois de acordo com
Martin & Williams (2003), a partir de 6 meses de implantacdo jA4 é possivel
observar sinais da degradacdo de PHA'’s. Durante a degradacdo dos PHA's, eles
ainda sofrem perdas graduais em suas propriedades mecanicas, o que pode ser
considerado como uma das vantagens da sua utilizacdo em relacdo aos polimeros
sintéticos absorviveis, como o PGA, que perdem abruptamente suas
caracteristicas (Stock et al., 2000). Essa caracteristica é especialmente desejada
qguando o material do implante é degradado concomitantemente ao crescimento de
um novo tecido especializado, como as cartilagens articulares, que sofrem

pressdes constantes.

5.3 Condroblastos e Ad-MSC para a bioengenharia de  cartilagem

Os condrécitos sdo células especializadas na producéo Unica da matriz da
cartilagem hialina o que ndo favorece a proliferagcdo em condi¢cdes naturais de
reparacdo do tecido em condi¢cdes de injuria. Para contornar esta limitacdo, o
namero inicial de células semeadas numa bioprétese deve ser superior ou proximo
das condicdes in vivo da cartilagem, o que por si s6 esbarra na necessidade de
coleta de um grande numero de células sadias, gerando uma nova lesdo. Na
condicdo de cultura bidimensional, estas células possuem alta taxa de
proliferacdo, porém perdem o fenétipo condrocitico. Por outro lado, a manutencéo
do fenotipo na condicdo 3D restringe o potencial de proliferacdo destas células de
maneira adequada para sua utilizacdo em protocolos de terapias celulares. A
solucdo encontrada é a retirada do menor numero possivel de células sadias, a
proliferacdo bidimensional das mesmas e a posterior recuperacao fenotipica em
ambiente tridimensional. Em virtude de sua conhecida possibilidade de

diferenciacdo condrocitica, as AD-MSCs surgem como alternativa de fonte



47

abundante de células autélogas adquiridas por método pouco invasivo e cuja
coleta ndo gera lesédo nas cartilagens saudaveis.

Tanto os condroblastos ndo induzidos quanto as Ad-MSC induzidas
cultivadas nos arcaboucos de PHA'’s, foram capazes de colonizar toda extensdo
interna dos arcaboucos, apresentado um numero de células ligeiramente maior
nos arcaboucos de maiores poros (tamanho). Nossos dados, demonstrando a
organizagao dessas estruturas com poros interconectados, nos mostra o tamanho
dos poros como um fator importante para a colonizacdo do arcabouco e
sobrevivéncia das células semeadas. Estes resultados corroboram com Mikos et
al. (1993), que propuseram que a taxa de migracdo e proliferagdo celular em
suportes porosos esta diretamente relacionada ao tamanho e distribuicdo dos
poros bem como com a cristalinidade do material utilizado devido a facilidade de
difusédo dos nutrientes e gases teciduais.

Ambos tipos celulares testados neste trabalho apresentaram morfologia
esférica, quando cultivados nos arcaboucos 3D. Observamos ainda um pequeno
namero de células, de ambos tipos também, que aderiu na superficie dos
arcaboucos sem penetrar na sua estrutura adquirindo forma fibriblastéide (dados
nao mostrados). A mudanca de morfologia dos condroblastos e das Ad-MSCs
induzidas, de fibroblastoide (apresentada durante o isolamento e a expanséo
bidimensional) para esférica, € um fator indicativo da adequada re-
diferenciacdo/diferenciacdo celular, indicando a possibilidade de essas células
produzirem matriz celular de cartilagem hialina. Esses resultados reforcam a idéia
de que o ambiente tridimensional auxilia na manutencdo da morfologia esférica
tipica dos condrécitos, que somente assim expressam as moléculas da matriz
extracelular da cartilagem hialina. Desta forma a escolha do arcabouco 3D pode
ter um papel crucial no sucesso da bioengenharia de cartilagens.

Condroblastos animais foram previamente testados quanto ao seu uso em
arcaboucos de PHBV (Kdse et al, 2005) e PHB-HHXx (Deng et al, 2002; Deng et al,
2003; Wang et al, 2008) para a bioengenharia de cartilagens e recentemente
Chuan et al (2009) publicaram seus experimentos de condro-indugéo de Ad-MSCs

humanas em arcaboucos de PHB-HHx. Estes trabalhos também descrevem a
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formacdo de matriz extracelular especifica de cartilagem hialina, apresentando
bons resultados de regeneracdo de lesdes apOs implantacdo in vivo. Mas em
nenhum dos casos ja descritos se avaliou conjuntamente a influéncia do tipo
celular, do tamanho do poro e do tipo de polimero do arcabougo. Além deste
diferencial, em nosso trabalho ainda testamos novos polimeros exclusivos (129Bs),
e no caso dos 129B2 e 129B6, com a presenca de consideraveis quantidades de
PHDd, nunca testado para esses fins. Acreditamos que com o aumento do periodo
de cultivo in vitro possamos obter maior producdo de matriz extracelular em
nossos sistemas 3D de cultura, de modo a serem detectados pelas técnicas de
deteccdo que utilizamos. Por fim, nosso ideal é que, apdés o menor tempo possivel
de cultivo em laboratério, possamos produzir pecas hibridas de cartilagem/PHA’s
com células do préprio paciente e que com a degradacao gradual do polimero

apos a implantacdo, a nova cartilagem possa regenerar o tecido lesado.
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6 CONCLUSOES

e Os PHA'’s estudados se mostraram atoxicos e biocompativeis com
Nossos sistemas experimentais in vitro e in vivo, evidenciando a auséncia de
residuos provenientes dos processos de producdo, extracdo e preparacdo dos
polimeros.

e A técnica de producdo de arcaboucos porosos tridimensionais pela
evaporacdo de solvente com lixiviagdo de sal € adequada para a utilizacdo dos
PHA'’s estudados para a bioengenharia de cartilagem.

e Entre os trés tamanhos de poros estudados, os de 53-75um e de 75-
150um apresentaram melhor quantidade de células em todos os polimeros.

e Tanto os condroblastos quanto as Ad-MSC humanos condro-
induzidas cultivados nos arcabouco de PHA’s apresentaram morfologia esférica,
sugerindo a manutencdo/ obtencdo do fendtipo de cartilagem hialina e a
possibilidade de produgéo de matriz extracelular adequada.

e Entre todas as variagcfes testadas neste trabalho, os arcaboucos
com poros de 53-75um e de 75-150um dos novos polimeros 129B2 e 129B6 (que
contém PHDd), utilizando Ad-MSCs condro-induzidas como fonte de células
autologas, mostram-se 0s mais promissores para a bioengenharia de cartilagens,
pois apresentaram células de morfologia esférica, que sugere a obtencdo do
fendtipo pretendido (semelhante aos condroblastos cultivados em 3D), e utilizando
uma fonte de células abundante que ndo acarretaria a criagdo de uma nova lesao

articular de explante no paciente.
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ANnexos



Protocolo de propandlise

Para a propandlise, a cerca de 20 mg de células liofilizadas, foram
adicionados 0,2 ml de padréo interno (acido benzdico 4% em propanol), 2 ml de
uma solugéo de n-propanol com é&cido cloridrico numa proporgéo de 4:1 e 2 ml de
1,2 dicloroetano. O sistema fechado foi incubado a 100 °C por 3 horas. Findado o
tempo de fervura, os tubos foram retirados do banho e deixados atingir a
temperatura ambiente e s6 entdo foram adiconados 4 ml de agua MILLI-QR. A
solucdo foi agitada vigorosamente por 1 minuto e posteriormente mantida em
repouso. Quando as duas fases se separaram, foi retirada a fase superior ou
aguosa e entdo foi adicionado a fase organica sulfato de sédio anidro. A fase
organica (contendo o dicloroetano e os propilésteres dos acidos hidroxialcandicos)

foi transferida para um tubo de cromatografia a gas (Riis & Mai, 1988).



Curvas Termogravimétricas (TG): Curva termogravimétrica (preto) e primeira derivada da

curva de perda de massa (azul).
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Calorimetria Diferencial de Varredura (Curvas DSC)

7 174.56°C
| PHB 168.15°C
6 -
terceiro aquecimento ol
J 161.98°C
5 96.63J/g
resfriamento 83.33°C
- 67.67)lg }
2
; 4 174 31°C
= | 71.94°C
Ke]
[T
:(EB 3 — segundo aquecimento 39.78°C ;237;3;(;
] 3.65°C(H 37.76Jig 76/ |
] et ' H —
2] 213c G \\f 175.01°C
] 48.78°C
163.33°C,
1 -
rimeiro aquecimento /
] ° K - ey
164.24°C
[f 105.9J/g
O -
T T T T T T T T T T
-35 15 65 115 165
Exo Down Temperature (°C) Universal V4.2E TA Instruments
7
170.62°C
PHBV
6 ) .
terceiro aquecimento
44.81°C
1.90°C(H) 43.68J/g AN
1 f | ! ] I —————— T —
—1— 1 !
5_, 0.45°C 3-53°C 86.63J/g
i 54.89°C 76.61°C
@ | 21.I26J/g | J
; 4 } T \_{_,,—‘ t T
; resfriamento 53.40°C 171.02°C
o
L
T 3
L 162.61°C
. 47.15°C 87.04J/g /
2.08°C(H) 67.66Jig .
1 f—»—ﬁ*** | — % D -
- N 3.75°C
27 0.58°C 171.31°C
1 segundo aquecimento \
g 56.93°C 159.04° \
1
‘ L\
rf 161.74°C
] primeiro aquecimento 96.22J/g
0 T T T T T T T T T T
-35 15 65 115 165
Exo Down Universal V4.2E TA Instruments

Temperature (°C)






] o 174.64°C
| 12981 171.54°C \
6 terceiro aquecimento \
1 44.86°C
1 3.13°C(IH) ) %7-92J/g ‘ ] (____
| ! R 163.85°C
5—( 181°C 467°C 100.1J/g
] 53.25°C 96.35°C
= | | 37'93J/9| } .
S 4 restiamento W 174.80°C
> i
3 J
T ]
= 163.16°C
© |
g ° . 46.31°C 99.14J/g
S 2.82°C(H) . 59.38J/g
] | ) A
o K T
] 1o 456°C 174.24°C
2 .|
1 segundo aquecimento \
] 53.73°C /
14 136.80°C
1 ! M | __/‘é,_____,
] " oq232ac 162.00°C
_mrimeiro aquecimento 12.15J/g 108.0J/g
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-35 15 65 115 165
Exo Down Temperature (°C) Universal V4.2E TA Instruments
7
b 173.08°C
] 129B2 /\
1 |
6 -
j 43.36°C
1.07°C(H) 33.36J/g
1 L | | | 1 I
] o 275°C \\/ 161.73°C
5 52.63°C 81.84J/g
J terceiro aquecimento 9933°C
1 24.49J/g
— | 1 | |
= resfriamento e ‘
E 44 69.62°C 173.40°C
N
o
w segundo aquecimento
§ e
I 1 0.76°C(H) 57.58J/g ' 9 / \
1 T i k ! f -
] -1.44°c 293°C "
172.57°C
2 -
j 54.20°C
1 ] primeiro aquecimento 137.36°C
1 } S L i
e 128.41°C 158.55°C
8.115J/g 88.54J/g
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-35 15 65 115 165

Exo Down Temperature (°C) Universal V4.2E TA Instruments



6.75 175.32°
12985 171 .86°C]~J\ c
J 1
575 terceiro aquecimento / \
| J‘/ \ }
—
] 163.84°C
] (/k 89.99J/g
4.75 resfriamento 94.73°C
7 _— 59.61J/g
S | I
=
= 1 175.98°C
<~ 3.754 72.70°C
2 ]
o
T8 .
= segundo aquecimento
T i
I 2754 N 40.19°C
] 2.65°C(H) 57.29J/g
I N i
] 4.48° o
| 0.88°C 178.25°C
1.75
45.65°C 165.07°C
primeiro aquecimento \
0.75 | k T—
, ! 169'14°C
| 94.58./g ]
T T T T T T T T
-35 15 65 115 165
Exo Down Temperature (OC) Universal V4.2E TA Instruments
__ 174.51°C
6.75 1 12986 170.47°
1 42.98°C
5.75+ 13.34J/g ‘ / ,
] ] | I I
1 terceiro aquecimento I | 162.93°C
] 4 52.84°C 84.01J/g |
4.75 102.30°C
f | 4213Jig |
— 1
o resfriamento T
< 1 79.13°C 174.70°C
T 3754
2 ]
o
o 162.85°C
T ] . 4431°C :
% 275 1.78 C(H)I I 44,'48‘]/9 | 83-28\]/9- -
4 Ji 1 T
° 3.96°C
1 -0.34°C 174.51°C
1.754 segundo aquecimento 52.88°C \\
| 135.41°C
0.75 ; Jx/"\ I -~ —1
[’r ] ] 122.49°C 161.98°C
primeiro aquecimento 5.548J/g 90.14J/g
-0.25 T T T : T . . . . . ;
-35 15 65 115 165
Exo Down Universal V4.2E TA Instruments

Temperature (°C)



7.5

J 159.17°C
] \
terceiro aquecimento // \
¥ |
152'77°C '
5.5 107.5J/g
J 119.12°C
110.4J/g J
‘ I
[ resfriamento
s
E) 3.5+
e 112.33°C 163.55°C
s R 157.66°C
T |
segundo aquecimento 149.22°C
/ \1 03.2J/g
J — | |
15 ﬁ///r’_’l/‘ﬁ 162.50°C
primeiro aguecimento //
J | y |
! 149.88°C
i 104.6J/g
-0.5 T T T T T . T T : : . . .
-35 15 65 115 165
Exo Down Universal V4.2E TA Instruments

Temperature (°C)



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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