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DIFERENCIACAO CONDROGENICA DE CELULAS-TRONCO DERIVADAS DE
TECIDO ADIPOSO EM MATRIZES TRIDIMENSIONAIS DE QUITOSANA E
GELATINA: AVALIACOES IN VITRO E IN VIVO

RESUMO

O tecido cartilaginoso é constituido de um unico tipo celular, o condrocito, embebido em
matriz extracelular (MEC) composta principalmente de coladgeno. Entretanto, esse tecido €
desprovido de vasos sanguineos e assim, possui ineficiente processo de auto-reparo. De forma
que qualquer tipo de leséo nesse tecido tende a progredir, acarretando em degeneragéo,
causando osteoartrite. Essa lesdo compromete a qualidade de vida do paciente e, portanto, tem
estimulado os pesquisadores a buscar solucdes a fim de minimizar o desconforto e melhorar a
qualidade de vida destes pacientes. Atualmente, surge no cenario clinico e cientifico, a
Engenharia de Tecidos. Essa estratégia utiliza trés ferramentas: matriz 3D, células e
moléculas sinalizadoras. Partindo desse principio, o presente trabalho visou criar dois tipos de
matrizes 3D constituida de quitosana e gelatina e variando apenas no reticulante
(glutaraldeido e genipina). Tanto a quitosana quanto a gelatina possuem caracteristicas que se
assemelham a MEC de tecido cartilaginoso e, além disso, a unido desses biomateriais
poliméricos permitiu construir um suporte poroso. A porosidade facilita a difusdo de
nutrientes, bem como a retirada de metabdlitos, além de favorecer a adesdo, migracao,
comunicacdo e diferenciacdo celular. Para promover a regeneracdo tecidual guiada, utilizando
uma matriz 3D, é necessaria a presenca de fatores biologicamente ativos. As células-tronco
(CTM) derivadas de tecido adiposo de ratos foram utilizadas nesse trabalho por terem a
capacidade de se diferenciar em varias linhagens celulares, quando estimuladas
adequadamente. Portanto apresentam um atraente potencial para a terapéutica desejada. Essas
celulas foram cultivadas em meio indutor condrogénico, contendo TGF-p ¢ dexametasona.
Tais moléculas ativam cascatas de sinalizacdo intracelular que favorecem a diferenciacdo das
CTM em condrécito. Foram realizados testes in vitro, a fim de avaliar a capacidade de
diferenciacdo das CTM em meio indutor condrogénico. Notou-se que a partir da 3% semana de
cultivo houve reducdo na proliferacdo celular e da atividade da FA, além de aumento na
sintese de colageno total e da expressdo de colageno do tipo Il. In vivo, foi avaliada a
capacidade de reabsorcdo das matrizes, ambas foram completamente reabsorvidas na 92
semana. Além disso, avaliou-se a capacidade dessas matrizes em manter o fendtipo
diferenciado das células por periodo prolongado in vivo, uma vez que foram implantadas
matrizes colonizadas por células diferenciadas previamente durante 3 semanas. Pode-se
observar que na 62 semana ap6s o implante havia a expresséo de colageno do tipo Il. Os dados
obtidos nesse trabalho permitiram concluir que as células foram capazes de se diferenciar in
vitro e quando colonizam matrizes 3D de quitosana e gelatina e sdo implantadas in vivo
mantém o fendtipo diferenciado, demonstrando que as matrizes mimetizam adequadamente a
MEC nativa. Maiores estudos sdo necessarios para moldar as matrizes de forma a se
adequarem ao tecido a ser tratado.

Palavras-chaves: Células-tronco, Engenharia de Tecidos, matriz 3D, cartilagem, quitosana.
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CHONDROGENIC DIFFERENTIATION OF STEM CELLS DERIVED FROM
ADIPOSE TISSUE MATRIX OF THREE-DIMENSIONAL GELATIN AND
CHITOSAN: EVALUATION IN VITRO AND IN VIVO

Abstract

Cartilage is composed of specialized cells called chondrocytes which produce a large amount
of extracellular matrix composed mainly of collagen fibers. Unlike other connective tissues,
cartilage does not contain blood vessels, and therefore, presents limited repair capability. If
damaged, cartilage doesn’t heal. Over the last years, surgeons and scientists have elaborated a
series of cartilage repair procedures that help to postpone the need of joint replacement.
Nowadays, bioengineering and tissue engineering techniques are being developed aiming the
generation of cartilage tissue using a cellular scaffolding material to support cell growth and
promoting new cartilage tissue formation. Following the same principle, this work aims to
create two types of chitosan/gelatin composed 3D matrices in order to support cartilage tissue
formation. Matrices differ only in the crosslinker used (glutaraldehyde or genipin). Chitosan
and gelatin were chosen for their resemblance with the cartilage’s extracellular matrix, their
capacity to promote cell adhesion, migration, communication and differentiation. Both
biomaterials also present the property of forming a porous scaffold when united, which
facilitates the diffusion of nutrients and the removal of metabolites. The promotion of guided
tissue regeneration requires the presence of 3D support and biologically active factors, or
cells. In the present study, rat adipose tissue derived stem cells were used. These cells have
the ability to differentiate into several cell lines, when stimulated properly, thus present an
attractive potential for the treatment desired. Cells were cultured in chondrogenic induction
medium containing TGF-B and dexamethasone. Those molecules were employed as they
activate intracellular signaling cascades that promote the differentiation of stem cells towards
the chondrogenic lineage. Tests were performed in vitro, in which the cells were cultured in
induction medium and evaluated for the ability of differentiation. It was noted that from the
3rd week of culture on, there was a reduction in cell proliferation and alkaline phosphatase
activity, as well as increased synthesis of collagen and expression of type Il collagen. In vivo,
reabsorption rate of the scaffolds was assessed and both were completely absorbed by the 9th
week of implantation, presenting total tissue remodeling. In addition, we evaluated the ability
of these scaffolds to maintain the differentiated phenotype of the cells for prolonged periods
after implantation, since the scaffolds were colonized by cells cultured in induction medium
for 3 weeks in advance. After 6 weeks of implantation, type Il collagen expression was still
present, indicating maintenance of the chondrogenic phenotype. Taken together, the data
obtained in this study revealed that the rat adipose tissue derived cells were able to
differentiate into chondrocytes in vitro when cultured in monolayer and in 3D chitosan-gelatin
based scaffolds. Data indicates as well that even after 6 weeks of implantation cells
maintained the differentiated phenotype, demonstrating that the matrices studied adequately
mimic the native ECM. Further studies are required to enhance 3D matrices’ capability of
shape manipulation.

Keywords: Stem Cells, Scaffolds, Tissue engineering, cartilage, chitosan.

vii



a.C
BCIP
BSE

BSA

cDNA
CD
CETEA
CEMEL
CDTN
CNEN
CTH
CT™M
DEPC
DNA
dNTP
DTT
EDTA
eGFP
EGTA
ES
ESC

FA

LISTA DE ABREVIATURAS

Antes de Cristo

5-Bromo, 4-Cloro,3-indolil Fosfato
Eletrons retroespalhados

Albumina do Soro Bovino

Grau Celsius

Acido desoxirribonucléico complementar
Grupo de diferenciacao

Comité de ética

Centro de Microscopia Eletronica
Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear
Centro Nacional de Energia Nuclear
Células-tronco hematopoiética
Células-tronco mesenquimal
Dimetil Pirocarbonato

Acido Desoxirribonucléico
Desoxirribonucleotideo trifosfatado
Dithiotreitol

Acido tetracético Etilenodiamidina
Proteina Verde Fluorescente

Acido tetracético Etileno Glicol
Elétrons Secundarios
Células-tronco embrionérias

Fosfatase Alcalina

viii



FITC
FSC
Gli
GAG
HE

ICB

iPS
Kgy
MEC
MEV
MHC

MTT

NBT
PCR
PVPI
PVDF
PFA
PSA/G
rpm
RGD
RNA
SFB
SDS
SSC

Isotiacinato de Fluoresceina
Dispersdo direta (eixo X)

Glicina

Glicosaminoglicano

Hematoxilina & Eosina

Instituto de Ciéncias Biologicas
Imunoglobulina G

Células de pluripoténcia induzida
Kilo Gray

Matriz Extracelular

Microscopia Eletrénica de Varredura
Complexo Principal de Histocompatibilidade

3(4,5 — Dimetiltiazol — 2- il) 2, 5 — brometo de
difeniltetrazolium

Nitro blue tetrazolium

Reacdo em Cadeia da Polimerase
lodopovidona

Fluoreto de Polivideno

Paraformaldeido

Penisilina Estreptomicna Anfotericina e Gentamicina
Rotacdes por minuto

Motivo de arginino, glicina e asparagina
Acido desoxirribonucléico

Soro Fetal Bovino

Dodecil Sulfato de Sodio

Dispersao lateral (eixo Y)

Unidade



USA Estados Unidos da América
uv Ultravioleta

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais



LISTA DE TABELA

Tabela 1 - Sequéncia senso e antisenso dos primers utilizados para amplificacdo dos
segmentos génicos Colageno II, B-actina e 0StEOPONTING. .......ccvveveiieiiieie e 54

Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Esquema explicativo sobre o mecanismo da Engenharia de Tecidos (adaptado - Chiang, 2009).

Figura 2 - Esquema explicativo dos tipos de divisao de células-tronco. (adaptado de Mountifourd, 2008).25
Figura 3 - Grafico granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) gerado pelo Cell Quest software (BD
BioSCIENCES, SAN JOSE, CA, USA). .uueiireerereerernerisressnesessesesssssssnessssessssssssasssssnssssssssssesssassssassssassssssssssases 49
Figura 4 - Representacao esquematica da citometria de fluxo. Apds a marcacao celular utilizando FITC
ou PE, as células sdo submetidas a citometria de fluxo e a intensidade da fluorescéncia é interpretada

pelo programa CellQuest. Os dados obtidos séo analisados pelo programa WinMid 2.8........cccceeeueee. 50
Figura 5 - Marcacao da enzima fosfatase alcalina presente nas células tronco de tecido adiposo ap6s
reacdo com NBT- BCIP (100X). Fonte: Natalia Martins Breyner. .......cccuecevecereereessessssssssssssssnnnnns 55
Figura 6 - Equacéo da reta. Dosagem da fosfatase alcalina, no eixo X expressa-se a concentracdo da
eNZimMa, NO €IX0 Y 8S ADSOIDANCIAS .civutireirriiirtiiriiiiiiiinitirsc s s sa s s s s s sa s s e sas 56
Figura 7 - Matrizes 3D. (A) Placa contendo matriz 3D de gelatina, quitosana e genipin. (B) Placa contendo
matriz 3D de quitosana, gelatina e glutaraldeido. ......cccveeerrererenneieniresnnnsrennereseesesee s saessssnssesessesanes 61

Figura 8 - Desenho experimental dos implantes em dorso de rato. (A) Implante de matriz néo colonizada.
(B) implante de matriz colonizada por CTM. (C) Implante de matriz colonizada por CTM

diferenciadas durante 3 semanas em meio iNdutor CONArOgENICO. ...ccverereerereererneseseesereeseraessssnesenesenes 64
Figura 9 - Implante. (A) Regiéo tricotomizada do dorso do Rato. (B) Inciséo em meia lua para introducéo
da matriz. (C) Regido do implante SULUFAdA. ......cceeverirrriernriesesesnnissneisssesesssssnssssnsssssssssansssanssssnssenes 66

Figura 10 - CTM apos 21 dias de cultivo, observa-se organizagdo das células em colénias, além de
morfologia fibroblastoide e aderéncia a superficie plastica da placa de cultura (Aumento 60X)........ 71
Figura 11 - Andlise fenotipica das CTM por citometria de fluxo. (A) Representacdo gréafica do percentual
de células fluorescentes dentro da populagdo selecionada R1. ....c.ccceeveeiereeiernrssnsisnnsienesesansssnnessnssenes 73
Figura 12 - Anélise fenotipica das CTM — EGFP por citometria de fluxo e imunofluorescéncia. (A)
Representacédo grafica do percentual de células fluorescentes dentro da populagéo selecionada. (B)
Imunofluorescéncia apresentou a expressao de CD54, CD73, CD90 (verde), GFP (vermelho) e a nédo
expressdo de CD45. O nucleo esta marcado com Hoechst (azul). Imagem obtida através da
microscopia de confocal LSM 510 Meta (SODIrepoSIiGa0). cecuvereurerereerernresnsssnesssneseseesssnesssnnsssansssnesesanes 74
Figura 13 - Representacédo gréfica da avaliacdo da capacidade proliferativa das CTM através da
porcentagem de metabolizacdo de MTT. As avaliacOes foram realizadas apds 72 horas de cultivo das
CTM em meio basal (considerada 0 semana) e com 1, 3, 6 e 9 semanas de cultivo das CTM em meio
de inducéo condrogénica. Houve uma reducéo significativa da proliferacéo celular a partir da 12
semana, diminuindo ainda mais na 32 semana (*/**p < 0,001). ..cccccerererernrssnesssnesesnesesnsssnnsssnesssnssenes 76
Figura 14 - Representacédo gréafica da avaliacdo da atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) em CTM.
As avaliagBes foram realizadas apds 72 horas de cultivo das CTM em meio basalecom 1,3,6e 9
semanas de cultivo das CTM em meio de inducéo condrogénica. Houve uma reducdo significativa da
atividade da fosfatase alcalina a partir da 12 semana, reduzindo ainda mais a partir da 3% semana e
posteriormente na 92 semana (*/**/*** P < 0,001). ..cceercererrrsssnesereesesnesesansssnesssnssssnessssssssansssanssssesssanes 76
Figura 15 - Representacédo gréafica da avaliacdo da sintese de colageno total em CTM. As avalia¢es foram
realizadas apds 72 horas de cultivo das CTM em meio basal e com 1, 3, 6 e 9 semanas de cultivo das
CTM em meio indutor de condrogénese. Houve um aumento significativo da sintese de colageno total
a partir da 32 semana em relacdo a 0 e 1 semana. E na 62 semana houve um aumento significativo da
sintese do colageno total em relagédo a 3% semana, bem como dos demais periodos avaliados (*/**/***
P < 0,001). cueeeereererneriserisseesssnesssnessssnsssssessssessssssssssssssnsssssesssnssssssessssesssnssssassssansssasesssnesesnssesasessansssnassanes 77
Figura 16 - Anélise da sintese de coladgeno do tipo 11 pelas CTM através da amplificagdo de transcritos
génicos. O periodo analisado foi de 0, 1, 3, 6 € 9 semanas, considerando 0 o controle da reagdo que
consta de CTM cultivadas em meio basal por 72 horas. O periodo que vai da 12 & 92 semana as células

xii



foram cultivadas em meio indutor de colageno. (A) Amplificacdo do gene de colageno do tipo Il (492
pb). (B) B1 - actina (540 PD). ceeerveiriiiiiiiiiiiiiniinisness s s s 77
Figura 17 - Analise de imunofluorescéncia da diferenciagdo das CTM cultivadas em meio indutor de
diferenciacdo durante 9 semanas. O resultado apresenta a ndo expressdo de CD45, CD90, CD54 e
Osteocalcina e a expressdo de CD73 e Colageno do tipo 1l (em vermelho) e de GFP (em verde). As
imagens foram obtidas por sobreposicéo de filtros em microscépio confocal. A marcacgédo em azul
(Hoechst) evidenciou os nucleos. Objetiva de 63X em 6le0 de IMErSa0. ....ccvveerererreerreereesseeeseeeseesseesneees 78
Figura 18 - Avaliagdes macroscopicas e microscopicas das matrizes 3D de quitosana e gelatina reticuladas
com glutaraldeido (A e C) e reticuladas com genipina (B e D). (A) matrizes 3D de quitosana e
gelatina reticuladas com glutaraldeido apés a liofilizagdo embebidas em alcool etilico 100%. (B)
matrizes 3D de quitosana e gelatina reticuladas com genipin apo6s a liofilizacdo embebidas em alcool
etilico 100%. (C) Microfotografia de matriz de Q+G reticulada com glutaraldeido (MEV). (D)
Microfotografia de matriz de Q+G reticulada cOm geniping. ....ceccrscinerninnsinniinineieeesese. 80
Figura 19 - Representaco grafica da metabolizagdo do MTT das CTM cultivadas em matrizes 3D de
quitosana e gelatina reticuladas com glutaraldeido ou genipina por 3 e 7 dias. CTM — células tronco
mesenquimais (controle positivo), Glut — matriz de quitosana e gelatina reticulada com
glutaraldeido, Gen — matriz de quitosana e gelatina reticulada com genipina. Glut cel 3 dias/Glut cel
7 dias — periodo de cultivo das CTM em matriz de quitosana e gelatina reticuladas com
glutaraldeido. Gen cel 3 dias/Gen cel 7 dias — periodo de cultivo das CTM em matriz de quitosana e
gelatina reticuladas com genipina (* P < 0,05). ccceiiirerirrrrisrnnissesesnsssnssssesssessssssssssssssssssasssssnssssnssenns 81
Figura 20 - Analise histoldgica dos implantes. Micrografias de cortes histolégicos corados com H&E de
implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com genipina ndo-colonizada. (A) Corte
histoldgico referente a 1 semana apés implante. (B) Corte histoldgico referente a 3 semanas apds o
implante. (C) Corte histolégico referente a 6 semanas ap6s o implante. Legenda: CGM: Células
Gigantes Multinucleadas (seta vermelha); M: Fibras da Matriz 3D (seta alaranjada) e NV:
neovascularizagéo (seta amarela); inf: iNfIltrado. ..o 86
Figura 21 - Representacéo gréafica da avaliacdo quantitativa de células gigantes por campo em implantes
de matriz reticulada com genipina nédo colonizada. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de
cada grupo. Observa-se um aumento significativo na 32 semana apés o implante em relacdo a 1% e a 62
semanas apos 0 iMplante. (* P < 0,05). ciiiccerrrrrisrniernissessssnesssnsssssssssssssssssssnssssnsssssssssassssasssssnsssansssses 86
Figura 22 - Representacédo gréafica da avaliacdo quantitativa de neovascularizagdo em implantes de matriz
reticulada com genipina n&o colonizada. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de cada grupo.
Observa-se um aumento significativo de neovascularizacdo na 62 semana comparada com os demais
periodos avaliados. (¥ P < 0,05). iecceeeererereresnrisnnssssnesesesesnssssnessssessssssssansssssssssssssssssssnssssassssassssssssssanes 87
Figura 23 - Anélise histoldgica dos implantes. Micrografias de cortes histol6gicos corados com H&E de
implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com genipina colonizada por CTM. (A)
Corte histoldgico referente a 1 semana apds implante. (B) Corte histol6gico referente a 3 semanas
apos o implante. (C) Corte histoldgico referente a 6 semanas apds o implante. (D) Corte histologico
refente a 9 semanas ap6s 0 implante Legenda: CGM: Células Gigantes Multinucleadas (seta
vermelha); M: Fibras da Matriz 3D (seta alaranjada) e NV: neovascularizacdo (seta amarela); inf:
INFIltrado INFIAMALOTIO. .ciuiieiiiiirit s ssas s sassnesane 89
Figura 24 - Representacdo gréafica da avaliacdo quantitativa de células gigantes por campo em implantes
de matriz reticulada com genipina colonizada por CTM. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos
de cada grupo.Nao foi observado diferenga estatistica entre 0s grupos. (* p < 0,05). ceccevveerrerrrerrscnsenes 90
Figura 25 - Representacao grafica da avaliagdo quantitativa de neovascularizagdo em implantes de matriz
reticulada com genipina colonizada por CTM. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de cada
grupo. Observa-se um aumento significativo de neovasculariza¢do na 32 sesmana comparada a
primeira semana. Essa quantidade se manteve na 62 semana, aumentando significativamente na 92
semana ap0os 0 IMPlaNte. (¥ P < 0,05). cevecerecereereersrssessnssnssesssesseessesssesssesssesssesssesssesssasssssssssssssssssssens 90
Figura 26 - Andlise histologica dos implantes. Micrografias de cortes histologicos corados com H&E de
implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com genipina colonizada por CTM

Xiii



diferenciadas. (A) Corte histolégico referente a 1 semana ap6s implante. (B) Corte histolégico
referente a 3 semanas apdés o implante. (C) Corte histoldgico referente a 6 semanas apds o implante.
Legenda: CGM: Células Gigantes Multinucleadas (seta vermelha); M: Fibras da Matriz 3D (seta
alaranjada) e NV: neovascularizacédo (seta amarela); inf: infiltrado inflamatorio. ......cceeceeveerreerceennenn 93
Figura 27 - Representacao grafica da avaliagdo quantitativa de células gigantes por campo em implantes
de matriz reticulada com genipina colonizada por CTM diferenciadas in vitro durante 3 semanas.
Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Foi observado diferenca estatistica entre a
12 semana e a 62 semana apos 0 implante. (* P < 0,05). cuvveeerriininsessnsniininssssiiiesssssssssessssssssssssssssess 94
Figura 28 - Representacao grafica da avaliagdo quantitativa de neovascularizagdo em implantes de matriz
reticulada com genipina colonizada por CTM diferenciada in vitro durante 3 semanas. Foram
avaliados aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se uma reducéo significativa de
neovasculariza¢do na 32 semana comparada com a 12 semana e da 62 semana ap6s o implante
comparada com a 12 semana. (* P < 0,001). cocevversrerssimsiinniinninsississississississsssssss s ssss s ssas e 94
Figura 29 - Anélise histoldgica dos implantes. Micrografias de cortes histologicos corados com H&E de
implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com glutaraldeido ndo-colonizada. (A)
Corte histoldgico referente a 1 semana apds implante. (B) Corte histoldgico referente a 3 semanas
apos o implante. (C) Corte histoldgico referente a 6 semanas apés o implante. Legenda: CGM:
Células Gigantes Multinucleadas (seta vermelha); M: Fibras da Matriz 3D (seta alaranjada) e NV:
neovascularizacdo (seta amarela); inf: infiltrado iNflamatdrio. ......c.cceevcevverireiiienincieiicrrrerreec e 97
Figura 30 - Representacédo gréfica da avaliacdo quantitativa de células gigantes por campo em implantes
de matriz reticulada com glutaraldeido n&o colonizada. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de
cada grupo. Observa-se um aumento significativo na 32 semana ap6s o implante em relagéo a 12
semana e um decaimento na 62 semana em relacao a 32 semana ap6s o implante. (* p < 0,05)............ 98
Figura 33 - Representacéo gréafica da avaliacdo quantitativa de células gigantes multinucleadas (CGM)
por campo em implantes de matriz reticulada com glutaraldeido colonizada por CTM. Foram
avaliados aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se um aumento significativo de CGM a
partir da 62 semana. Na 92 semana apés o implante aumentou significativamente a quantidade de
CGM em relagéo a 62 semana. (* P < 0,05). cecereerrereersersessessessnssssssnsssssssnsssssssssssnsssssssssssnsssnsssnssns 102
Figura 36 - Representacdo grafica da avaliacdo quantitativa de células gigantes multinucleadas (CGM)
por campo em implantes de matriz reticulada com glutaraldeido colonizada por CTM diferenciadas
in vitro durante 3 semanas. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se

uma reducéo significativa de CGM a partir da 62 semana. (* p < 0,001). .cccevverrrerrsieeresereseessseenenes 106
Figura 39 - Reticulagdo esquematica de colageno. (a) Glutaraldeido foi utilizado como reticulante. (b)
genipina foi utilizada COMO FELICUIANTE. cecueiveeiieeirirerirrrsrr e ssare s see s snesssanessanesesnesesassssnnanen 121

Xiv



INDICE

FOLHA DE APROVAGAOD........ooioeeeeeeeeeeeee e es st assassas st ianasnaanes iii
DEDICATORIA ...ttt iv
AGRADECIMENTOS ...ttt ne e e %
RESUMO ...ttt h et R e n e R e nne e Vi
AADSEFACT. ...t bbbttt b e vii
LISTA DE ABREVIATURAS . ...ttt sttt viil
LISTA DE TABELA ...ttt neennee s Xi
LISTA DE FIGURAS ..ttt eaneenneas xii
L 100 [N o7 T USSP 21
(0] o] 13 (10K P TR PP PP 43
ODjJEtiVOS ESPECTTICOS ...ttt 44
MALEITAIS € MELOUOS. ... vttt bttt b bbb nb e 46
| — MOOEIOS BNIMAEIS ...ttt e e 46

Il - Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de ratos ..........cc.ccccervevruenns 46
1 - Matrizes tridimMENSIONAIS .......coviiiiiieiteiteite et 60
IV - INteraG8o MALITZ-CTIM .....oiiiiiiiiicee e 62
V= ANALISE ESTALISTICA .....c.vieeeiiei et 68
RESUITAAOS. ... bbbt bbbt b bbb et 70
ProCediMENTOS IN VITIO ....cuiiiiiiiiiieieie ettt 70
1-  Caracterizagdo daS CTIM .. ...t 70

2- —Avaliagéo in vitro e in vivo das matrizeS 3D ........cccceeviiiiiiniiie e 79
ProCEAIMENTOS IN VIVO ...ttt 82
3= INteraGao CAIUIA-MALIIZ........cveieieie e et 82
DISCUSSAOD ...tttk b b bbbt b s e s et b e bbbt bt e st e et e b e bbbt ens 111

CONCIUSAD ... 128






Introducéo




Introducéao

Alguns tecidos altamente expostos ao estresse possuem grande capacidade de
regeneracdo, tais como epitélio intestinal, cutdneo e tecido hematopoiético. Entretanto, ha
tecidos que lesionados por trauma, doenga ou senescéncia eventualmente ndo se regeneram
adequadamente, de forma que ocorre o processo de cicatrizacdo, comprometendo assim a
funcdo tecidual. Tais danos teciduais estdo associados com lesdes agudas ou alteracoes
cronicas degenerativas e ndo havendo intervencdo médica, a resposta do organismo nao

favorecera a recuperacdo adequada do tecido ou do 6rgao afetado (Williams et al., 2006).

As cirurgias reconstrutivas, a utilizacdo de 6rgaos e tecidos artificiais e a realizacéo de
de transplantes de 6rgdos e tecidos sdo as principais escolhas para reconstruir o tecido ou
6rgdo comprometido (lkada et al., 2006; Tabata et al., 2009). Entretanto, essas técnicas
apresentam importantes limitaces. Na cirurgia reconstrutiva ndo ha substituicdo completa das
funcdes bioldgicas e consequentemente, ndo previne a deterioracdo progressiva do tecido ou
orgdo acometido (Tabata et al., 2006). Em relacdo ao transplante de érgdo ou de tecido ha
necessidade de aumentar a sobrevida do transplante no hospedeiro, reduzindo a resposta
imune, por meio de terapia imunossupressora continua e permanente (lkada et al., 2006;

Tabata et al., 2009). Essas razdes estimularam o desenvolvimento de terapias alternativas.

Mesmo com as limitacdes acima citadas em relagdo as cirurgias reconstrutivas e
transplantes, tais técnicas apresentaram um grande avango na medicina. Uma vez que ha 50
anos, lesGes em 6rgdos ou tecidos ndo eram tratadas e realizava-se a excisao da parte afetada e
posterior substituicdo por uma estrutura semelhante a essa parte retirada com o intuito de
executar a funcdo perdida (Williams et al., 2006). Mais recentemente, ha 30 anos, surgiu a
Engenharia de Tecido, uma nova e estratégica area com caracteristicas multidisciplinares.

21



Essa tecnologia inovadora busca criar condicdes ideais para a regeneracdo e/ou a substitui¢éo
de tecidos lesados, fornecendo elementos celulares, fatores de crescimento e diferenciacdo e,
também, estruturas supramoleculares que permitam aos tecidos tratados uma adequada
organizacdo celular espacial e funcional, assim como sua integracdo sistémica (Langer e

Vacanti, 1993; Ikada et al., 2006).

Conceitualmente, Engenharia de Tecido é baseada na criagdo de um novo tecido,
semelhante ao tecido perdido, através da regeneracdo induzida ou da persuasao do organismo
na sua prépria cura, através do enderecamento, ao local apropriado, de promotores de
regeneracdo, tais como: celulas, moléculas sinalizadoras, sinais mecanicos e uma estrutura de
suporte (Williams et al., 2006). Para regenerar o tecido ou 6érgdo lesado, a Engenharia de
Tecidos utiliza trés ferramentas bésicas: células, matrizes tridimensionais (3D) e fatores de
crescimento. Embora o cultivo de células in vitro seja feito ha muitos anos, a possibilidade de
cultivar tecidos tridimensionais complexos é bastante recente. Esse tipo de processo requer
conhecimentos cientificos de multiplas &reas e uma interacdo estreita entre cientistas com
distintas formacGes e constitui uma area recente de pesquisa multidisciplinar. A definicdo
mais ampla dessa técnica incluiria, entre seus objetivos, o desenvolvimento e a manipulacdo
de implantes artificiais, de tecidos gerados em laboratério, e/ou células e moléculas capazes
de substituir ou estimular funcionalmente partes defeituosas ou lesadas (lkada et al., 2006;

Tabata et al., 2009).

Na Engenharia de Tecidos, as células colonizam a matriz 3D e sdo as responsaveis
pela sintese de matriz extracelular (MEC) do novo tecido, enquanto a matriz 3D é responsavel
por fornecer um meio ambiente favordvel a execucdo adequada das fungdes celulares. A
adicdo de fatores de crescimento e moléculas sinalizadoras ao construto (matriz 3D-célula)

facilita e promove a regeneracdo do novo tecido (lkada, 2006). Diante dessa idéia da
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Engenharia de Tecidos, Chiang e colaboradores (2009) propés uma explicacdo e para isso fez
uma alusdo a técnica de plantio utilizada na agricultura com a Engenharia de Tecido e
descreveu a matriz 3D como o solo, ou seja, a terra que deve ser preparada para ser semeada.
Neste contexto, ele denomina de semente, as células e de adubo ou fertilizante, os fatores de

crescimento, como mostra a figura 1.

/ \ Células produzem
MEC constituinte

Célula | dotecido:
“sementes” | -Células-tronco

-Células nativas
-Células alogénicas

f
|
\
\

Regeneragao

Matriz3D “casa” — tecidual —, Fatores ’estimu-
temporaria das células , \ ladores de c‘el'ulas:
no local da regeneragdo ", Matriz3D | [ Moléculas -Fatores qumluc.os
Tecidual: [ | [ sinalizadoras -Fatores mecanicos

| u“ ” "
Biomaterials degraddveis | Solo . | “Fertilizantes” | Fatores de crescimento

-Arquitetura porosa \ / \ / -Hormbénios
-Estruturaadequada _ .

Figura 1 - Esquema explicativo sobre 0 mecanismo da Engenharia de Tecidos (adaptado —
Chiang et al., 2009).

No topo da explicacdo de Chiang e colaboradores (2009) encontram-se as células.
Segundo Chiang e cols (2009) e Ikada e cols (2006), as células tem uma enorme influéncia no
sucesso da Engenharia de Tecidos. Trés diferentes fontes celulares podem ser utilizadas para
essa estratégia: autologas, alogénicas e xenogénicas. As células autélogas sdao mais atraentes
no uso clinico, ja que elas ndo apresentam risco de rejeicdo imunoldgica. Tais células séo
derivadas do préprio individuo a ser tratado. Enquanto que as células de origem alogénica,
derivadas de individuos diferentes da mesma espécie e as células xenogénica, derivadas de

espécies diferentes, necessitam de estratégias para evitar a rejeicdo imunoldgica. Porém, a
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disponibilidade limitada das células autélogas em algumas situacdes, seja idade do paciente
ou estado de saude do mesmo, intensificou o interesse na abordagem e utilizacdo de células de

origem diversificada.

Independente da sua fonte, as células-tronco apresentam um grande potencial para
aplicagédo terapéutica e Engenharia de Tecidos devido ao seu potencial de auto-renovagao,
diferenciacdo em diversas linhagens celulares e cultivo in vitro durante longo periodo sem
apresentar senescéncia (Zuk et al., 2002). A capacidade de auto-renovagéo in vivo por tempo
prolongado garante uma populacdo de células-tronco capaz de manter a viabilidade e a
funcionalidade dos tecidos ao longo da vida do organismo. (Rodriguez et al., 2005 e revisado
por Nardi et al., 2006 e Mountford et al., 2008). A capacidade de auto-renovacdo e de
diferenciacdo das células-tronco foi descrita sucintamente por Mountford e cols (2008):
qualquer célula somética é capaz de se renovar atraves de divisdo simétrica, onde as duas
células-filhas sdo idénticas genética e fenotipicamente a célula-mée. Ou essas células podem
se dividir através da divisdo assimétrica, em que uma das células-filha € genética e
fenotipicamente igual a celula-mée e a outra célula-filha se altera e inicia o processo de

diferenciacdo, como mostra a figura 2.
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Figura 2 - Esquema explicativo dos tipos de divisdo de células-tronco. (adaptado de
Mountifourd et al., 2008).

As células-tronco podem também ser classificadas de acordo com o seu potencial de
diferenciacdo: totipotentes, pluripotentes e multipotentes. As células classificadas como
totipotentes, ddo origem as células dos trés folhetos embrionarios (ectoderma, mesoderma e
endoderma) além das células dos anexos embrionérios e sdo representadas pelas células-
tronco embrionarias derivadas de zigoto apés 2 dias de fecundacdo. As células denominadas
pluripotentes ddo origem as células das trés linhagens germinativas: endoderma, ectoderma e
mesoderma e sdo representadas pelas células-tronco embrionérias (ESC), derivadas da massa
interna do blastocisto e pelas células-tronco de pluripoténcia induzida (iPS). Ja as células
multipotentes sdo classificadas a priori por serem capazes de se diferenciar em células da
linhagem a qual a célula-tronco foi extraida, ou seja, células-tronco derivadas de linhagem
mesodérmica dariam origem a células de linhagem mesodérmica, tais como células da

linhagem condrogénica, osteogénica, miogénica e adipogénica e sdo representadas pelas
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células-tronco mesenquimais (CTM). As células-tronco mesenguimais podem ser obtidas de
diversas fontes, do liquido amniotico, do corddo umbilical, da medula Gssea e do tecido
adiposo, por exemplo. As células-tronco multipotentes derivadas da medula dssea sdo
divididas em células-tronco hematopoiéticas (CTH) que originam as células componentes do
sangue e do sistema imune e células-tronco mesenquimais (CTM), como descrito acima

(Friedenstein et al., 1966; Owen et al., 1988; Zuk et al., 2002 e Conrad et al., 2004).

A primeira linhagem de ESC derivada de massa interna de blastocisto de
camundongos cultivadas com soro e camada alimentadora de fibroblastos foi descrita por
Evans & Kaufman (1981), Martin e cols (1981) e revisado por Yu e cols (2008). As células-
tronco embrionarias apresentam alta capacidade proliferativa por longo periodo sem
apresentar diferenciacdo. Entretanto, quando essas células sdo estimuladas adequadamente ou
cultivadas em alto grau de confluéncia sdo capazes de gerar espontaneamente células
derivadas das trés camadas germinativas embrionérias: ectoderma, endoderma e mesoderma.
Estudos demonstraram que a introducgdo dessas células em camundongos imunodeficientes foi
capaz de gerar teratoma, um tumor composto de células derivadas de ectoderma, mesoderma e
endoderma (Martin et al., 1981; Thomson et al., 1998 e Wang et al., 2005). Todavia, é
imprescindivel levar em consideracdo os problemas éticos na utilizacdo dessas células, que
variam de pais para pais, devido a necessidade de destruicdo de embriGes considerados
invidveis pelo tempo de congelamento, para obté-las. Além disso, também € muito importante
estabelecer algumas estratégias para o controle da proliferacdo dessas células em cultura
(Rada et al., 2009 e revisado por Byun et al., 2009). Apesar de algumas restricOes,
provavelmente as ESC sdo uma das mais excitantes alternativas celulares para Engenharia de

Tecidos (Rada et al., 2009).
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As células-tronco de pluripoténcia induzida tiveram seu estudo iniciado a partir da
clonagem da ovelha Dolly, em 1997 por Wilmut e cols na EscOcia. Esse experimento
demonstrou que a transferéncia do ndcleo de uma célula diferenciada para um odcito foi
capaz de alterar o estado epigenético deste nucleo para o estado totipotente. Pressupds-se que
0 microambiente do citoplasma do odcito contém informacgfes importantes na conversdo do
nucleo ao estado pluripotente. A partir dai, novas ideias, antes consideradas impossiveis em
células de mamiferos, comecaram a aparecer. Dentre elas, a transferéncia nuclear para células
somaticas e sua posterior reprogramacdo, visando terapia paciente-especifica, ou seja,
evitando a rejeicdo imunoldgica. O progresso da reprogramacdo nuclear como o0
desenvolvimento de vetores para a introducdo de genes proporcionou rapidamente o avanco
da Engenharia Genética. As células obtidas por essa estratégia apresentam caracteristicas
bastante semelhantes a das ESC, devido a super-expressdo de alguns genes como Oct4, Sox2,
c-Myc, Klf4, Nanog e Lin 28 que foram suficientes para reprogramar fibroblastos murinos e
humanos em células pluripotentes. Tanto a iPSC como ESC apresentaram a possibilidade de
gerar teratocarcinomas. Além dessa semelhanca, podem ser citadas também as conformidades
morfolégicas, fenotipicas, ou seja, presenca dos mesmos marcadores de superficie e a
capacidade de diferenciacdo em todas as linhagens celulares presentes em organismo adulto

(Takahashi et al., 2006, Yu et al., 2008 e Yamanaka et al., 2009).

Além das ESC e das iPS, células-tronco adultas atrairam a atencao dos pesquisadores e
tem sido intensamente estudadas. Apesar de ser demonstrado que as células-tronco adultas
alogénicas sdo capazes de incentivar uma rejeicdo imunologica, também se apresentou a
vantagem de essas células na secrecdo de fatores de crescimento desejaveis ao reparo tecidual,
como por exemplo, no tratamento de grandes queimados. Nesse contexto, as células-tronco

alogénicas sdo utilizadas, por exemplo, na Engenharia de Tecido de Pele, funcionando
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juntamente com a matriz 3D, como curativo biologico, favorecendo o reparo tecidual (Ikada,
2006). De forma contraria aos dados relativos a rejeicdo imunoldgica das células-tronco
alogénicas, alguns estudos mostraram que essas células apresentam capacidade de promover
um ambiente favoravel a recuperacdo tecidual, através do potencial imunorregulador. Em
decorréncia dessa atividade regulatoria, foi demonstrado que as células-tronco tem baixa
capacidade de estimular células T mesmo na presenca de aloantigenos, provavelmente devido
a auséncia de expressdo de MHC de classe 1l e baixa expressdo de MHC de classe |. Estudos
apresentaram, também, que varias moléculas, participantes das vias pro e anti-inflamatorias,
estimulam as células-tronco na regulagdo da resposta imune. Por exemplo, INFy estimula as
células-tronco a produzirem e secretarem IDO (indoleamina 2,3-deoxigenase). Esta enzima
cliva triptofano em kinurenina e consequentemente inibe a proliferacdo de células T (Ucelli et

al., 2006).

Dentre as células-tronco adultas, consideradas multipotentes, tem-se as derivadas de
medula dssea que despertaram a atencdo dos pesquisadores devido as possibilidades de cura
de doencas hematoldgicas e, portanto, inimeros estudos tem sido realizados. De forma que a
medula 6ssea foi caracterizada por ser constituida principalmente de dois grupos celulares: as
células-tronco hematopoiéticas (CTH) e mesenquimais (CTM). As células-tronco
hematopoiéticas (CTH) originam os componentes do sangue e do sistema imune e comegaram
a ser estudadas em 1964 por Lewis & Trobaugh. Essas células podem ser extraidas tanto do
proprio paciente, denominadas autélogas e eventualmente de um doador, entdo consideradas
alogénicas, Ja as células-tronco mesenquimais (CTM) derivadas de medula 6ssea foram
estudas pela primeira vez por Friedenstein e cols, 1966. Este pesquisador demonstrou que tais
células tinham capacidade de aderir a superficie plastica da placa de cultura, além de

diferenciar em osteoblastos e outras linhagens celulares (Friedenstein et al., 1966; Owen et al.,
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1988; Conrad et al., 2004; Davila et al., 2004 e Gregory et al., 2005). Tais células representam
uma promissora estratégia para a Engenharia de Tecidos, entretanto, a coleta dessas células na
medula dssea apresenta baixo rendimento. Assim, se tornou necessaria a busca de fontes
alternativas de CTM tanto autélogas quanto alogénicas, que sejam de facil obtencdo, com
rendimento maior de células, reduzindo significativamente o passo de expansdo das células in
vitro (Zuk et al., 2001; Rada et al., 2009). Diante dessas necessidades, o tecido adiposo

apresenta-se como uma fonte alternativa de CTM (Zuk et al., 2002).

Da mesma forma que a medula 6ssea, o0 tecido adiposo é derivado do mesoderma
embrionario, além de ser abundante no organismo é facilmente acessivel. As CTM derivadas
de tecido adiposo tem outras similaridades com as células-tronco derivadas de medula 6ssea
no que se refere a morfologia, a capacidade de proliferacdo e a diferenciacdo. Essas células
apresentam morfologia fusiforme, semelhantes a fibroblastos, sdo capazes de se aderir a
superficie plastica da placa de cultivo e através de estimulos adequados sdo capazes de se

diferenciar em diversas linhagens celulares (Zuk et al., 2001 e 2002).

Ao levar em consideracdo as possibilidades de diferenciacdo das células-tronco, de
utilizacdo como célula secretora de fatores de crescimento e do potencial imunorregulador, o
objetivo da Engenharia de Tecidos € criar um ambiente bastante parecido com a MEC do
tecido nativo in vitro a fim de promover e facilitar a diferenciacdo celular assim como a
manutencdo do fendtipo diferenciado. Nesse cendrio, a matriz 3D visa imitar o microambiente
tecidual, facilitando a regeneracdo do tecido comprometido tanto in vitro quanto in vivo. O
meio ambiente 3D utilizado para cultivo celular tem sido, portanto, apresentado com sucesso
na Engenharia de Tecido, uma vez que baseado nessa idéia é possivel criar um dispositivo
biologico viavel, que imite as condicbes fisiologicas do tecido nativo e permite o

comportamento adequado das células in vitro e in vivo (Bonfield et al., 2006).
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E sabido que quando um tecido ou um 6rgdo é acometido por degeneracéo e apresenta
deficiéncia na regeneracdo, seja devido as condi¢bes do paciente, como idade e saude, ou
devido a natureza do tecido ou 6rgdo afetado, € necessaria intervencdo medica. Uma vez que
em conseqliéncia a essa incapacidade de regeneracdo pode ser formada uma cicatriz,
comprometendo a funcdo do 6rgdo ou tecido ou ainda, a lesdo pode progredir, levando a
degeneracdo tecidual. Portanto, o ponto de partida da Engenharia de Tecido é saber que o
tecido em questdo pode ser substituido e dai entdo partir para a criacdo de uma matriz 3D
semelhante a MEC do tecido nativo. Essa semelhanca favorece a interacdo adequada das
células com a matriz 3D, o recrutamento de células “chaves” para o local da lesdo e a
comunicacdo entre as células, permitindo a adesdo, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo
celular tanto in vitro como in vivo (Bonfield et al., 2006; Hwang et al., 2006). Para criar esse
ambiente semelhante a MEC do tecido nativo utilizam-se materiais especiais, denominados de
biomateriais.

O emprego de biomateriais com a finalidade de reparar tecidos lesionados vem
aumentando consideravelmente, gracas a descoberta e ao desenvolvimento de novos materiais
e a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na interacdo fisioldgica desses com 0s
organismos vivos (Jinakang et al., 2009; Tortelli e Cancedda, 2009). A maioria dos
biomateriais sdo alternativas efetivas para a substituicdo de tecidos, pois ndo apresentam risco
de transmissdo de doencas e nem estimulam a rejeicdo imunoldgica, além de possivelmente
serem disponiveis na natureza. Os biomateriais podem ser classificados em sintéticos
(ceramicas, metais, polimeros sintéticos); naturais (colageno, quitosana, queratina, amido,
polissacarideo e tecidos naturais); e compositos (compostos por mais de um tipo de material),
segundo Caplan e cols (2001). De acordo com o proposito da Engenharia de Tecidos, 0s

biomateriais sdo utilizados para criar as matrizes 3D, temporéarias e semelhantes a MEC,
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favorecendo o controle do comportamento celular, tal como adesdo, proliferacéo,
diferenciacdo, funcdo e viabilidade das células, além disso, in vivo essa matriz deve ser
degradada e consequentemente, promover o remodelamento tecidual (Bacakova et al., 2004).

Na criacdo das matrizes ha duas direcdes diferentes que visam modular a interacéo
célula-matriz 3D. Uma delas é criar uma matriz com superficie inerte de forma a ndo
promover adesdo celular, prevenindo ativacdo do sistema imune, coagulacdo sanguinea,
trombose, deposicdo de MEC, além de outras interacbes entre o biomaterial e o
microambiente do hospedeiro. Esse tipo de matriz, segundo Bacakova e cols (2004), tem sido
aplicado na construcdo de proéteses articulares, lentes intraoculares, dispositivos de contato
direto com o sangue, como valvulas cardiacas, proteses vasculares, cateteres para hemodialise
e também para o carreamento de drogas terapéuticas.

A outra direcdo, ainda segundo esse mesmo autor, € considerada mais avancada e tem
0 objetivo de criar matrizes 3D que promovam interacdo direta com as células e o
microambiente circundante, permitindo adesdo, migracdo, proliferacdo, diferenciacao,
viabilidade em longo prazo e funcionamento celular, tais como contragdo ou secregdo de
MEC, de maneira controlavel. Esses biomateriais podem gerar estruturas bidimensionais nas
quais as células colonizam a superficie. Como exemplos podem ser citados as valvulas
cardiacas ou préteses vasculares naturalmente trombo-resistente, ndo imunogeénica, capazes de
formar uma camada endotelial semipermeavel. Além de implantes 6sseos que induzam a
formacdo de tecido 6sseo mineralizado somente na interface do tecido nativo e matriz, ou
também em substituto de pele contendo uma membrana fina e polimérica, com camada
alimentadora de fibroblasto coberta por queratinocitos.

Para orgdos de maior complexidade, Bacakova e cols (2004) sugeriu ainda que a

tendéncia atual da Engenharia de Tecido fosse criar 0 que se chamam de o6rgédo bioartificial
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hibrido. Entretanto, sendo grande a necessidade de biocompatibilidade e da
biodegradabilidade in vivo, a matriz ainda necessitaria de algumas caracteristicas especificas
tais como: arquitetura 3D estavel e organizada, capaz de simular a MEC do tecido nativo,
apresentar porosidade necessaria para permitir a formacdo de um leito vascular capaz de
fornecer nutricdo e oxigenacdo ao neotecido, assim como remover 0s residuos metabdlicos,
além favorecer a adesdo, a migracdo e a diferenciacdo celular (Jiankang et al., 2009). Essa
matriz 3D pode ser colonizada in vitro por células obtidas do proprio paciente ou
eventualmente por células de um doador e/ou por células comprometidas com uma
determinada via de diferenciacdo induzidas por fatores de crescimento e/ou hormonios, por
exemplo. Gradualmente essa matriz 3D deve ser degradada e substituida pela MEC
neoformada e células diferenciadas. Portanto, a matriz 3D ndo deve ser considerada como
substituto duravel do tecido perdido ou danificado, mas como uma estrutura temporaria que
promova regeneracao tecidual. Essa estratégia tem sido bastante explorada e utilizada na
construcdo de vasos artificiais, 0ssos, cartilagens e 6rgaos parenquimatosos como pancreas e
figado (Bakacova et al., 2004).

Diante do exposto, o tecido cartilaginoso se mostra bastante atraente aos olhos dos
pesquisadores da area de Engenharia de Tecidos. De acordo com a revisdo feita por Benedek
(2006), esse tecido despertou a atencéo de estudiosos desde antes de Cristo. Historicamente,
ha documentacdes do tecido cartilaginoso de 384 anos a.C atribuido a Aristoteles. Os estudos
prosseguiram no que diz respeito a cartilagem e no século X1V depois de Cristo, Andreas
Vesalius, o pai da Anatomia Moderna, corroborou com a informagéo de Galeno datada de 175
anos a.C de que a cartilagem néo tinha sensibilidade e nem medula. Além disso, Vesalius
também disse que ocorrem alteragdes na cartilagem relacionadas com a idade:

[...] Em jovens a cartilagem é macia, com a idade esse tecido enrijece, tornando-se

fragil e friavel [...]
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A primeira descricdo de osteoartrite foi relatada por Morgani e cols, 1741 que
verificou em alguns cadaveres a auséncia de cartilagem nas extremidades 6sseas, coincidindo
com o local de dor e de dificuldade de movimentacéo relatada por varios pacientes. Em 1743,
Hunter descreveu que o tecido cartilaginoso ndo possuia vasos sanguineos eficientes a
circulacdo de hemacias e que lesdes neste tecido ndo se curavam (revisado por Benedek et al.,
2006).

O tecido cartilaginoso pode ser acometido por lesdes traumaticas devido a acidentes
desportivos ou automobilisticos, por exemplo, e/ou por degeneracdo devido ao
envelhecimento. Esse tecido encontrado nas articulacdes 0sseas tem a funcdo de manter essa
regido lubrificada, promovendo a movimentacdo dos membros sem desgaste dos 0ssos. Além
disso, a cartilagem é formada por apenas um tipo celular, denominado de condrdcito,
embebido em MEC bastante hidratada composta principalmente de fibras de colageno,
principalmente do tipo Il, que garantem a forma e a resisténcia da matriz; proteoglicanos, que
fornecem resisténcia mecanica; elastina, glicoproteinas e glicosaminoglicanos (GAG)
(revisado por Tortelli & Cancedda, 2009). Entretanto, a auséncia de vascularizagdo impede a
migracdo de células progenitoras e inflamatorias ao local da lesdo, dificultando a regeneracdo
do tecido. Sabe-se que ndo ha um processo de auto-reparo eficiente no tecido cartilaginoso,
devido a auséncia de vasos sanguineos e dessa forma a lesdo tende a progredir formando uma
artrite degenerativa, extremamente dolorosa e reduzindo significativamente a qualidade de
vida dos pacientes (Guo et al., 2006; Hwang et al., 2006; Hoffmann et al., 2009; He et al.,
2009 e revisado por Chiang et al., 2009).

Os primeiros tratamentos de osteoartrite visavam apenas em aliviar os sintomas.
Posteriormente, pensou-se em uma possivel intervencdo cirdrgica, denominada condroplastia.

Entretanto, a abrasdo e o debridamento necessarios nessa intervencdo foram desfavoraveis a
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recuperacdo do tecido. Varios estudos foram realizados e desde a década de 90, implantes de
préteses vem sendo utilizadas para substituir o tecido lesado, porém micro-movimentacoes
acarretam na necessidade de trocas periodicas desta protese. Outra tentativa foi o implante de
alo-cartilagem, mas apesar da natureza avascular do tecido cartilaginoso ocorreu rejeicdo
imunolodgica (Chiang et al., 2009). Portanto, diante de tantas tentativas sem sucesso ainda
hoje, buscam-se alternativas para o tratamento de lesdes em tecido cartilaginoso.

Estudos para a criacdo de tecido cartilaginoso in vitro iniciaram em 1998 por
Johnstone e cols. Esse pesquisador desenvolveu um modelo de cultivo de células baseado em
agregado celular, denominado de micromassa. Essa micromassa foi cultivada em meio de
cultura quimicamente definido, levando a geracdo de uma estrutura 3D semelhante a
cartilagem hialina. Detectou-se nessa cultura a presenca colageno dos tipos Il e X, porém a
expressao de colageno do tipo X confirmou que a cartilagem se apresentava hipertrofica, ou
seja, essa forma de cultivo favoreceu a ossificagdo endocondral. Portanto, ndo foi satisfatério
para o tratamento de cartilagem articular. Esse tipo de cultura permitiu, posteriormente, que
os estudiosos concluissem que era necessario criar um modelo de cultivo celular com
propriedades mecanicas uniformes, além da necessidade de um sistema de perfusdo de
nutrientes e metabolitos (Jonhstone et al., 1998 e revisado por Tortelli & Cancedda, 2009).

Diante dessas necessidades, 0s pesquisadores projetaram matrizes artificiais 3D
compostas por polimeros sintéticos, sendo pioneiro o uso de poliuretano. O poliuretanto é um
biomaterial biodegradavel capaz de promover adesdo celular e sintese de proteinas especificas
da MEC de tecido cartilaginoso. Esse polimero apresentou-se como um grande avango na
Engenharia de Tecidos, uma vez que foi possivel estabelecer uma matriz 3D com
propriedades mecénicas capaz de estimular as células a sintetizarem proteoglicanos e

colageno do tipo Il, sugerindo o papel ativo dessa matriz na manutencdo do fenotipo
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condrocitario (revisado por Tortelli & Cancedda, 2009). Ainda segundo esses autores, outros
biomateriais sintéticos foram utilizados para criar matrizes artificiais 3D com intuito de
substituir o tecido cartilaginoso comprometido.

Recentemente, Jung e colaboradores (2008) desenvolveram uma matriz 3D bastante
elastica a base de poli (L-lactideo co-g-prolactona) — PLCL — apesar de haver diferenciagéo e
proliferacdo celular, outras analises in vitro mostraram que essa matriz quando colonizada por
células e incubada de modo estatico e sem estimulo mecanico ndo apresentava propriedades
condrogénicas. Entretanto, quando essa matriz foi analisada in vivo, percebeu-se que a mesma
era capaz de transmitir sinais mecanicos ao microambiente biol6gico, favorecendo a adesdo
de condrocitos. Esse ensaio sugeriu que matrizes 3D com alta perfomance in vivo podem néo
promover in vitro a diferenciacdo das células. Portanto, ficou confirmado que matrizes 3D a
base de polimeros sintéticos sdo promissores na formacdo de cartilagem in vitro,
principalmente se forem melhorados os parametros de cultivo, tais como tensdo de oxigénio e
estimulos mecénicos. Entretanto, polimeros sintéticos tem baixa eficiéncia na adesdo celular e
apresentam pobre retencdo da MEC neoformada (revisado por Tortelli & Cancedda, 2009).

Segundo Tortelli & Cancedda (2009), a associacdo de polimeros sintéticos a proteinas
formando hidrogel ou composito tem apresentado grande sucesso na Engenharia de Tecido
Cartilaginoso. Hidrogéis sdo formados por uma rede polimérica, hidrofilica, 3D, comumente
utilizada para mimetizar MEC de tecido cartilaginoso. Estudos sugeriram que a diferenciacao
das CTM sedimentadas em hidrogéis 3D dependia diretamente da natureza do biomaterial,
entretanto ainda serdo necessarios mais estudos a fim de compreender o processo de
diferenciacdo em matrizes a base de hidrogel e de polimeros sintéticos.

Pesquisadores da area de Engenharia de Tecidos despertaram um grande interesse em

polimeros naturais, devido a biocompatibilidade e funcionalidade. Dentre eles, o colageno
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tem sido explorado por induzir uma alta taxa de proliferacdo e sintese de MEC do tecido
cartilaginoso. O acido hialurdnico, o principal polissacarideo encontrado em MEC de tecidos
mesenguimais embrionarios, apresenta propriedades condroindutivas e pode ser utilizado na
construcdo de cartilagem in vitro (revisado por Tortelli & Cancedda, 2009). Ja a quitosana
derivada da quitina, polissacarideo presente em exoesqueleto de artropodes, possui natureza
catidnica e semelhanca com GAG, tal caracteristica atraiu a atencdo para a quitosana, uma vez
que estudos demonstraram que esse polimero retém o agregano secretado pelos condrocitos,
portanto ajuda a restaurar a funcéo do nucleo pulposo dos discos intervertebrais (Roughley et
al., 2006). Outros polimeros naturais, Alginato e Agarose, derivados de algas marinhas, sao
tipicamente inertes devido a auséncia de ligantes para interacdo com células de mamiferos.
Entretanto, esses polimeros podem apresentar vantagens para a Engenharia de Tecido, uma
vez que a possibilidade de formar hidrogéis injetaveis minimiza a invasividade do
procedimento de inser¢do da matriz 3D no organismo hospedeiro (Awad et al., 2004).
Portanto, uma das possibilidades para a substituicdo do tecido -cartilaginoso
degenerado é a Engenharia de Tecidos e um dos principais desafios dessa técnica estd
associado a escolha do biomaterial para criar a matriz 3D, capaz de formar poros promovendo
a tridimensionalidade do meio ambiente para cultivo celular in vitro. Em relagdo aos
biomateriais ha varios critérios que maximizam a chance de sucesso do reparo:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, crescimento facilitado do tecido funcional e
propriedades mecanicas adequadas (Awad et al., 2004). Baseado nessas caracteristicas e
agregando o baixo custo e a disponibilidade dos biomateriais na natureza, os escolhidos neste
trabalho foram quitosana e gelatina. Segundo Jiankang e cols (2009), a matriz 3D de
quitosana e gelatina € biodegradavel, alem de possuir arquitetura organizada, com poros o que

garantem a neoformacdo de um leito vascular, proporcionando a regeneracdo tecidual. De
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acordo com Thei Han e cols (2009), matrizes 3D de quitosana e gelatina tem atividade
biolégica aumentada, devido a sequéncia tipo-RGD (Arg-Gli-Asp) que sdo motivos
moleculares minimos de adeséo.

Quitosana € um polimero natural hidrofilico derivado da quitina, polissacarideo
constituinte do exoesqueleto de artropode, portanto abundante na natureza, perdendo apenas
para a celulose e tem sido amplamente estudada para aplicagdes clinicas, tanto na Engenharia
de Tecidos quanto na liberacdo de drogas in vivo. Quitosana é composta de ligacbes 1— 4 D-
glicosamina e N-acetil-D-glicosamina e é obtida da deacetilacdo de quitina, em meio alcalino.
Apresenta-se insoltvel em agua, em solugdes basicas e na maioria dos solventes organicos,
entretanto podem ser diluidas em solucgdes &cidas. Algumas das principais vantagens desse
biomaterial sdo: biodegradabilidade, biocompatibilidade, atividade antimicrobiana e
antitumoral, além do baixo custo. Foi observado que quanto maior o grau de deacetilacdo da
quitosana, maior é a capacidade de promover adesdo celular devido ao aumento de
hidrofobicidade (Mao et al., 2003). Com a finalidade de melhorar o potencial de adesdo da
quitosana, algumas estratégias tem sido propostas. Uma delas é a associa¢ao a outro polimero
com caracteristicas complementares (Medrado et al., 2006; Machado et al., 2007; Coutinho et
al., 2008; Gomes et al., 2008; Martins et al., 2008; Duarte et al., 2009 e Thei Han et al., 2009).

Para atender a essa necessidade, a gelatina, um polimero natural, derivado de colageno
apresenta-se bastante atraente e, por conseguinte tem sido recentemente utilizada na
composicdo de matrizes 3D em Engenharia de Tecidos seja cartilaginoso, hepéatico ou 6sseo.
Segundo Awad e cols (2004), pouco se sabe sobre as propriedades mecanicas e funcionais
desse biomaterial. Estudos mais recentes demonstraram que a gelatina derivada do colageno
parcialmente hidrolizado, aumenta consideravelmente a adesao celular (Jiankang et al., 2009),

permitindo um melhor comprometimento das CTM na diferenciagdo condrogénica (Awad et
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al., 2004). Atualmente, demonstrou-se que a gelatina além de ser uma proteina soltvel, possui
varios atributos que a torna um material adequado para Engenharia de Tecido, tais como
baixo custo, promocédo da adesdo, migracéo, proliferacédo e diferenciacéo celular (Medrado et
al., 2006; Machado et al., 2007 e Thei Han et al., 2009).

Nos ultimos dez anos, estudos mais especificos mostraram que a unido de quitosana e
gelatina tem sido bastante interessante no ambito da Engenharia de Tecido e com grande
potencial de aplicacdo clinica. Em 1998, Eser Elc¢in e colaboradores demonstraram que
associacdo de gelatina a quitosana aumentou a area de superficie do substrato de cultivo,
melhorando a adesao celular e a citocompatibilidade. Esse estudo foi o primeiro a introduzir a
aplicacdo de matrizes 3D a base de quitosana como substrato de adeséo celular com potencial
de aplicacdo na Engenharia de Tecido Neural. Ainda em relacdo ao sistema nervoso, Ciardelli
& Chiono (2006) revelaram que quitosana e gelatina poderiam ser eficazes na regeneracédo de
nervos periféricos, servindo de guias artificiais. Risered e colaboradores (2001) demonstraram
0 potencial do compoésito de quitosana e gelatina na aplicacdo da Engenharia de Tecido
Traqueal. Em 2006, foi a primeira vez que se testou a quitosana na criagdo de uma matriz
tubular no intuito de desenvolver vasos sanguineos para a Engenharia de Tecido Vascular
(Zhang et al., 2006). Mais recentemente, em 2007 a unido de acido hialurdnico ao composito
de quitosana e gelatina objetivou em melhorar as propriedades desse compésito, de forma que
0 procedimento de preparo da matriz através de congelamento e liofilizacdo permitiu a criacdo
de uma matriz 3D porosa, possibilitando o cultivo de queratindcitos e fibroblastos in vitro.
Esse estudo demonstrou que matrizes 3D de quitosana e gelatina com acido hialurénico séo
promissoras para a criacdo de epitélio de pele in vitro. Além desses estudos, quitosana e
gelatina tem sido aplicadas na Engenharia de Tecido Hepatico (Jiankang et al., 2006), Osseo

(Machado et al., 2007) e Pancreatico (Yang et al., 2008), além de servir como substrato para

38



reconstrucdo da cornea (Gao et al., 2008) e potencialmente para utilizacdo na restauracédo do
tecido cartilaginoso (Breyner et al., 2009).

Para garantir o sucesso da Engenharia de Tecidos, o processo de degradacdo da matriz
3D in vivo deve ser controlado de modo que a producdo de MEC pelas células diferenciadas
vao substituindo a matriz provisoria 3D pela matriz funcional (Bacakova et al., 2004). Para
aumentar o tempo de degradacdo da matriz 3D tanto in vitro quanto in vivo, reticulantes séo
comumente utilizados. O glutaraldeido € um dos reticulantes mais utilizados na Engenharia de
Tecido, favorecendo a criacdo de matrizes 3D porosas estaveis, através da técnica de
congelamento e liofilizacdo (Hoffman et al., 2009). Apesar de ser bastante utilizado, o
glutaraldeido tem apresentado efeitos citotoxicos e limitacbes em reagir com moléculas

acetiladas. Na tentativa de superar essas limitagdes, novos reticulantes tem sido propostos.

Dentre eles, um novo reticulante de origem natural, denominado genipina, tem
demonstrado ser menos téxico (in vitro e in vivo) que o glutaraldeido (Englert et al., 2007). A
genipina é de origem vegetal, derivado da fruta do genipapo (Gardennia jasminoides Ellis) e
tem apresentado boa capacidade em aumentar as propriedades mecéanicas de biomateriais
compostos de proteinas, formando poros estaveis e atrasando a degradacdo (Al Ammar et al.,

2009; Beier et al., 2009).

O comportamento das células é influenciado tanto pela qualidade da matriz 3D, quanto
pelos estimulos bioquimicos. O meio no qual as células sdo cultivadas pode ser enriquecido
por fatores de crescimento e estimular essas células a se diferenciar no tecido desejado. Os
fatores de crescimento sdo essenciais para auxiliar na diferenciacdo celular e na regeneragéo
tecidual. Em relacdo ao tecido cartilaginoso, as células-tronco devem ser estimuladas em se
diferenciar em condrdcitos, células especializadas do tecido cartilaginoso que expressam e

secretam colageno do tipo Il. Para atingir esse objetivo, fatores de crescimento e horménios
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sdo usados para diferenciacdo e manutencdo do fendtipo condrocitario, mas pouco se sabe
ainda sobre as vias de sinalizacao intracelular envolvidas. Estudos apresentaram que esse
processo de diferenciacdo é ativado principalmente através da presenca de TGF-p e
dexametasona (Raghunath et al., 2005; Betre et al., 2006; James et al., 2007; Melrose et al.,
2008 e Mueller et al., 2008). Lee e cols (2004) e Melrose e cols (2008) descreveram que 0
TGF-B tem papel importante na diferenciagdo condrocitaria de células-tronco mesenquimais,
elevando a sintese de colageno do tipo Il através da super-regulacdo do gene Sox-9. Mueller e
cols (2008) acreditam que a dexametasona pode levar a hipertrofia condrocitaria, estimulando
a sintese de colageno do tipo X, o que acarretaria na mineralizacdo do tecido. Desse modo,
seria formado tecido 0sseo a partir da ossificacdo endocondral em detrimento do tecido
cartilaginoso. Entretanto, a maioria dos trabalhos utiliza meio indutor condrogénico contento
a associacdo de dexametasona e TGF-B, de forma que essa interagdo se mostra necessaria ao
processo de diferenciacdo celular (Otto et al., 2004; Medrado et al., 2006; Huang et al., 2006 e

Koay et al., 2007).

O grande avanco da engenharia de tecido cartilaginoso permitiu utilizacdo de modelos
de matrizes 3D poliméricas semelhantea ao microambiente tecidual. Essa semelhanca é
importante para garantir papel ativo da matriz 3D na manutencéo do fendtipo diferenciado das
células condrocitéarias, ou seja, a continua expressdo de coladgeno do tipo Il e a auséncia de
mineralizacdo (Tortelli & Cancedda, 2009). Portanto, a constru¢do de uma matriz 3D que
possui gelatina, semelhante a colageno, unida a quitosana que se assemelha quimicamente e
estruturalmente aos glicosaminoglicanos, ambos presentes em MEC de tecido cartilaginoso se

mostrou adequada a um dos objetivos da Engenharia de Tecidos.

A necessidade de buscar novas estratégias para o tratamento do tecido cartilaginoso

tem chamado a atencdo dos pesquisadores. Ainda testam-se 0s polimeros e suas combinagdes,
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avaliam a metodologia adequada para criacdo de poros e o desenvolvimento de um reticulante
menos toxico e mais eficiente. Em relacdo a outros objetivos da Engenharia de Tecido, as
células mais atraentes sdo as ceélulas autdlogas, porém deve ser levado em consideracdo a
fonte dessas células, além do estado geral do paciente. As células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo tem sido muito estudadas e consequentemente, com grande
potencial de aplicacdo na Engenharia de Tecidos. Porém, ainda existem obstaculos no
processo de diferenciacdo dessas células em relacéo as vias pelas quais elas sdo estimuladas a

diferenciagéo.

Finalmente, conhecer com detalhes as caracteristicas e os mecanismos fisiologicos do
tecido cartilaginoso é imprescindivel para projetar e escolher as ferramentas a serem
utilizadas na Engenharia de Tecido Cartilaginoso. Portanto, esse estudo tem como finalidade
apresentar a combinagcdo de dois polimeros naturais com caracteristicas complementares,
quitosana e gelatina, unidos ao potencial de diferenciacdo das CTM estimuladas com fatores
de crescimentos com potencial de aplicacdo na regeneracdo de tecido cartilaginoso lesado.
Acredita-se que este estudo contribuird muito para o futuro da Engenharia de Tecido
cartilaginoso. Além disso, preconiza-se nesse estudo oferecer um modelo para promover a
regeneracdo do tecido cartilaginoso, que possa melhorar a qualidade de vida dos pacientes

portadores de degeneracdo condrocitaria.
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Objetivos




Objetivos

Objetivo geral

Desenvolver matrizes 3D a base de quitosana e gelatina, visando o cultivo e a
diferenciacdo de células-tronco derivadas de tecido adiposo de ratos, capazes de promover
respostas bioldgicas (in vitro) e funcionais (in vivo) para potencial aplicagdo na Engenharia de

Tecido Cartilaginoso.
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Objetivos especificos

Objetivos especificos

1- Estabelecer e caracterizar fenotipicamente Células-Tronco Mesenquimais de tecido adiposo
de Rattus norvegicus albinus linhagem Wistar e Lewis transgénicos para expressdo de eGFP

(expressdo da proteina fluorescente verde).

2- Avaliar o potencial condrogénico das CTM extraidas de tecido adiposo de ratos da
linhagem Wistar, através da proliferacdo celular, atividade da enzima fosfatase alcalina,

sintese de colageno total, expressdo de colageno tipo II.

3- Desenvolver matrizes 3D de quitosana e gelatina: (i) reticulada com glutaraldeido e (ii)

reticulada com genipina.

4- Avaliar a porosidade e sua interconectividade e a citotoxicidade das matrizes 3D de

quitosana e gelatina reticuladas com glutaraldeido e genipina.

5- Verificar a biofuncionalidade e biorreabsorgéo in vivo das matrizes 3D néo colonizadas e

colonizadas por CTM.

6- Avaliar a manutencdo do fenétipo das células-tronco diferenciadas previamente por 3
semanas e colonizadoras das matrizes 3D apds longo periodo de implante in vivo, através da

permanéncia da expressao de colageno do tipo II.
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Materiais e Métodos




Materiais e métodos

| — Modelos animais

Para esse estudo foram utilizados Rattus norvegicus albinus, n = 30, macho e fémea,
da linhagem Wistar, adultos de 4 a 6 semanas de idade, obtidos do Biotério do Departamento
de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. Além desses animais foram utilizados ratos da linhagem Lewis, n =5, 4 a 6
semanas de idade, transgénicos para proteina verde fluorescente — GFP (LEW-Tg eGFP
F455/Rrrc) cujas matrizes foram provenientes da Universidade de Missouri nos Estados
Unidos da América. As alteracdes genéticas desses animais transgénicos foram caracterizadas
pela presenga do vetor lentivirus, contendo o gene eGFP sob o controle do promotor de
ubiquitina C. Os experimentos realizados in vivo foram conduzidos seguindo-se as normas de
ética em experimentagdo animal, tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica em

Experimentagdo Animal (CETEA/ UFMG), protocolo 153/2006.

Il - Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de ratos

Obtencao de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo e cultivo

primario

Os ratos da linhagem Wistar, macho ou fémea, com idades entre 4 e 6 semanas foram
eutanasiados utilizando uma solugéo de overdose de quetamina e xilazina 1:1 (0,35mL/100Q)
via intraperitoneal. Ap6s a morte do animal, realizou-se a tricotomia da regido abdominal,
sequida de assepsia utilizando PVPI (Difluoreto de Polivinilideno - Johnson). Em um fluxo

laminar, foi feita uma incis@o na regido abdominal, expondo o peritdnio para a retirada da
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gordura inguinal. A seguir, essa gordura foi cuidadosamente conservada em meio de cultura
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco, Paisley, UK) suplementado com 10%
de soro fetal bovino inativado (SFB- Sorallis, Brasil) em tubo de 50 mL até o seu
processamento. A fim de separar as CTM da fracdo adipocitaria realizou-se digestéo
enzimatica, com solucédo de colagenase do tipo Il (Sigma, St Louis MO, USA). A solucéo de
colagenase foi preparada em uma concentracdo final de 0,15%, diluida em PBS 0,15M e
filtrada em membrana de PVDF (Difluoreto de Polivinilideno) 0,22um (Millipore ®). O
tecido adiposo ficou incubado nessa solucéo por 60 minutos em estufa (37°C, 5% de CO,) e
periodicamente agitado, com intervalos de 15 minutos. Apds esse periodo de 60 minutos,
centrifugou-se a 1400 rpm durante 10 minutos. Em seguida, desprezou-se o sobrenadante. O
precipitado contendo CTM foi ressuspendido em meio DMEM suplementado com 10% SFB
e, entdo colocado em frascos de cultura celular de 75 cm? - T75 (TPP, Suica) e incubado em
estufa de CO, a 37°C para o crescimento e a expansao das células. O meio de cultura foi
trocado 2 vezes por semana. Aos 21 dias, quando as células atingiram em torno de 90%
confluéncia, realizou-se digestdo enzimatica, com solucdo de 0,25% tripsina/EDTA (Sigma).
Esse tratamento permitiu a purificacdo, o cultivo e a expanséo da populacdo. As células foram
mantidas em cultura com repiques sucessivos no maximo até a quinta passagem, a fim de
evitar a senescéncia proliferativa, quando, entdo, as células foram utilizadas (Zuk et al., 2001

e revisado por Otto et al., 2004).

Para alguns experimentos foram utilizadas células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo de ratos da linhagem Lewis, de 4 a 6 semanas, trangénicos para a proteina
eGFP. O procedimento para obtencdo e manutencdo destas células foi exatamente 0 mesmo

para a obtencdo da CTM derivada de tecido adiposo de ratos da linhagem Wistar.
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Meio de cultura basal

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Gibco) foi dissolvido em 1000 mL de
agua deionizada e enriquecido com 5mM de bicarbonato de sédio (Merck). Em seguida, o pH
foi mensurado e acertado para 7,2. Em seguida, foi adicionado uma ampola de gentamicina
(60mg, Ariston, Brasil), 10 mL de penicilina, estreptomicina e ampicilina (PSA, Gibco) e
suplementado com 10% de SFB. Finalmente, o meio foi filtrado em membrana de PVDF
0,22um para assim ser utilizado e estocado em geladeira por periodo maximo de 3 semanas

(Zuk et al., 2001 e 2002).
Citometria de fluxo

As células-tronco derivadas de tecido adiposo de rato da linhagem Lewis eGFP e da
linhagem Wistar foram cultivadas e expandidas in vitro e caracterizadas por citometria de
fluxo através da analise de expressao de moléculas de superficie celular CD 73, CD 54, CD
90 e CD 45 (Zuk et al., 2002 e revisado por Otto et al., 2004 e Ucelli et al., 2006). Esse ensaio

foi realizado com células na 52 passagem, cultivadas em meio DMEM + 10% de SFB.
Marcacao celular com anticorpos primarios e secundarios

1x10° CTM derivadas de tecido adiposo foram incubadas durante 30 minutos a 4°C
com 0.4 ug de anticorpos monoclonais de camundongo IgG1l anti CD54, CD45, CD73 e
CD90 (Abcam, USA). Apds a incubacdo, as células foram lavadas com PBS 0,15M e
incubadas com 0,4 ug do anticorpo secundario policlonal de cabra anti-lgG1 de camundongo
marcado com FITC (Fluoresceina tiocianato — Calbichem, USA), durante 30 minutos a 4°C.
As células foram novamente lavadas em PBS 0,15M e depois fixadas em PBS 0,15M

contendo 2% de formaldeido e analisadas no citdmetro de fluxo (FACSCalibur, BD, San Jose,
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CA, USA). Como controle negativo da reacdo, foi adicionado o anticorpo secundario as
células ndo marcadas com o anticorpo primario. Células sem qualquer tipo de marcagédo foram
fixadas e utilizadas para gerar o grafico de tamanho versus granulosidade a fim de estabelecer

a populagéo a ser analisada, como mostra a figura 3.

1023

SSC

0 FsSC 1023

Figura 3 - Grafico granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) gerado pelo Cell Quest
software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

Leitura no FACScan (BD Immuncitometry System , San Jose, CA)

Um minimo de 20.000 eventos foi adquirido, utilizando o programa Cell Quest (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) para captura de fluorescéncia. Os dados foram analisados
no programa WinMid 2.8. Inicialmente, a populacdo de células estudadas foi delimitada
através de regides definidas no grafico tamanho versus granulosidade gerado pela analise de
células ndo marcadas, baseado nos dados obtidos por Zuk e cols (2001 e 2002).
Posteriormente, foi utilizado um grafico de histograma para delimitar a regido do controle
negativo de fluorescéncia referente as células que foram incubadas apenas com o anticorpo
secundario. A partir da definicdo desses parametros, iniciou-se a analise das células marcadas

com o0s anticorpos primarios e secundarios. Conforme a figura a seguir:
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Figura 4 - Representacdo esquematica da citometria de fluxo. Ap6s a marcacdao celular
utilizando FITC ou PE, as células sdo submetidas a citometria de fluxo e a intensidade da
fluorescéncia é interpretada pelo programa CellQuest. Os dados obtidos sdo analisados pelo
programa WinMid 2.8.

Meio indutor de condrogénese

O meio indutor condrogénico foi feito baseado no protocolo revisado por Otto, 2004 e
realizado por Medrado e cols (2006); Huang e cols (2006) e Koay e cols (2007). Foram
utilizados 10pg TGF-B3 recombinante (Bioclone), 107'M de dexametasona (Sigma), 50pg/ml
de &cido ascorbico (Sigma), 6,25ug/ml de insulina (Biobras), 6,25ug/ml de transferrina
(Sigma), 1mM de piruvato (Sigma), 1,25ug/ml de BSA (Sigma). Para esterilizacdo, essa
solucéo foi filtrada em membrana de PVDF 0,22 um (Millipore) e o completou-se o volume
para 100 mL com DMEM (PSA/G - Gibco) acrescido de 1% de SFB. O meio indutor de

condrogénese foi estocado em geladeira por no maximo 2 semanas.
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Diferenciacdo das CTM em cultivo bidimensional

Apbs a 4% passagem, as CTM passaram pelo processo de tratamento enzimatico
utilizando tripsina e foram transferidas e cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? (TPP,
Suiga), contendo meio indutor de condrogénese por 1, 3, 6 e 9 semanas para avaliar
proliferacdo e diferenciagdo celular. Para demonstrar a diferenciacdo através da ampliacéo de
transcritos génicos de colageno do tipo II, B-1 actina e osteopontina, células-tronco foram
cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? (TPP, Suica), contendo meio indutor de
condrogénese por 1, 3, 6 e 9 semanas. Finalmente, CTM foram cultivadas em meio indutor de
condrogénese por 9 semanas para verificar a expressdao de CD90, CD45, CD54, CD73,

colageno Il e osteocalcina, através de imunofluorescéncia.
Ensaio de MTT

O ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) é
um método colorimétrico quantitativo e qualitativo que mensura a viabilidade, a proliferacéo
e 0 estado de ativagdo celular. As células viaveis convertem o dimetiltiazol (MTT) em cristais
de formazan (insolUveis em agua), através de enzimas presentes nas mitocondrias. Portanto a
quantidade de formazan é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis (Mosmann

et al., 1983).

Para realizar esse ensaio foi retirado o meio de trés pocos de cada placa de cultura
contendo 1 X 10° células por poco cultivadas em meio DMEM com 10% de SFB (controle)
por 24 horas e meio indutor condrogénico por 1, 3, 6 e 9 semanas. Para realizar o ensaio
retirou-se o meio de cultura e adicionou-se 1mL/pogo de PBS 0,15M para lavagem. Em

seguida, foram adicionados 210uL de meio DMEM (PSA/G) e posteriormente adicionaram-se

mais 170uL de MTT (5mg/ml) por poco. Cada placa foi incubada por 2 horas em estufa 5%
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de CO; e 37°C e a reacdo foi solubilizada com 210uL da solucdo de HCI-10% SDS/pogo por
24 horas. O controle (branco) consistia de uma solucgédo de 210uL do meio de cultura, 170uL
de solugdo de MTT e 210uL de HCI-10% SDS. O resultado da reacdo de solubilizagdo foi
lido em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 595 nm (Ocarino et al., 2008). A

leitura foi realizada em triplicata.

Extracdo de RNA e RT- PCR

Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Extraiu-se 0 RNA total das CTM cultivadas em meio indutor de diferenciagéo por 0, 1,
3, 6 e 9 semanas. Foi utilizado 1mL do reagente Trizol (Gibco) em cada frasco contendo as
células em diferenciacdo. A reacdo (Trizol-células) foi incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionou-se 200uL de cloroférmio, seguindo-se agitacdo vigorosa.
Outra incubacdo foi realizada por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida a solucéo foi
centrifugada (13500 rpm, 15 minutos a 4°C). A fase aquosa foi transferida para um novo tubo,
onde foram adicionados 500uL de alcool isopropilico gelado. A amostra foi incubada
novamente por 10 minutos, a temperatura ambiente, sendo em seguida centrifugada (13500
rpm, 15 minutos a 4°C). O sobrenadante foi retirado por inversdo cuidadosa do tubo e 0 RNA
precipitado foi lavado com 1mL de etanol 75%. Apds a centrifugacdo (11500 rpm, 5minutos a
4°C) e descarte do sobrenadante, o0 RNA foi solubilizado em 20uL de agua tratada com

dietilpirocarbonato (DEPC).

Todas as amostras de RNA foram tratadas com DNAse (RQ1 DNAse Promega) a
37°C por 30 minutos em tampé&o apropriado. A seguir a reacgdo foi interrompida pela adi¢do de

20nM de EGTA e a DNAse foi inativada por 10 minutos a 65°C.
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A quantificacdo do RNA foi efetuada em espectrofotometro de luz UV por meio da

avaliacdo das absorbancias a 260nm e da relagéo entre as absorbancias 260/280nm.

As amostras de RNA foram submetidas a sintese de DNA complementar (CDNA)
utilizando-se o kit Superscript Il RT (Invitrogen, Life Technologies). O cDNA foi
sintetizados a partir de 1,0ug de RNA total. A cada amostra foram adicionados 2,5uM de
oligodT e 1mM de dNTP. As amostras foram incubaas por 5 minutos a 65°C, seguidos por 1
minuto a 4°C. Adicionou-se: tampéo apropriado para a reagdo de transcrigcdo reversa contendo
10mM MgCl, e 8mM DTT; 40U de RNAs out e 200U de transcriptase reversa (Superscript
I11 RT). A reacdo ocorreu por 50 minutos a 50°C, seguindo-se 5 minutos a 85°C. Em seguida,
as amostras foram tratadas com 2U RNAse H de E.coli por 20 minutos a 37°C, de acordo com

o fabricante.

PCR (Reagdo em cadeia da Polimerase)

O cDNA sintetizado foi utilizado na reacdo de amplificacdo dos genes de coladgeno do
tipo 1l, osteopontina e, como controle positivo, -1 actina. As reacdes de amplificacdo do
cDNA foram realizadas com um aquecimento inicial de 94°C por 2 minutos para desnaturagéo
da dupla fita. Em seguida, foram realizados 30 ciclos de 60°C por 45 segundos para o
anelamento dos iniciadores dos respectivos genes. De forma que cada par de iniciador foi
utilizado em uma reacdo especifica, ou seja, ndo houve mistura dos pares de iniciadores.
Posteriormente, as reagdes foram aquecidas a 72°C por 45 segundos e 72°C por 10 minutos,
promovendo a extensdo dos amplicons. As reacOes foram realizadas em um termociclador
(PTC-100 MJ Research, Inc.). Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose 2% com brometo de etidio para sua visualizacdo em luz UV.
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Os iniciadores utilizados nas reacbes foram desenhados com o uso do programa
Primer  Express  (Applied  Biosystems), analisados no  programa  Blast
(www.nchi.nlm.nih.gov/blast) para verificacdo de sua especificidade e do programa
GeneRunner (Hastings Software) para verificacdo das condi¢cdes de formacdo de estruturas
como hairpins e dimers. Sempre que possivel os primers forward (senso) e reverse

(antisenso) foram desenhados em éxons separados.

Iniciadores (primers)

Colageno Il (Senso) Colageno Il (Antisenso)
GCGTGAGGTCTTCTGTG GGAGACTACTGGATTGA
Actina (Senso) Actina (Antisenso)
CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC GTGGGGCGCCCCAGGCACCA
Osteopontina (Senso) Osteopontina (Antisenso)
CCCACAGACCCTTCCAAGTA AACCACACTATCACCTCGGC
GFP (Senso) GFP (Antisenso)
ACGACGGCAACTACAAGACC GTCCTCCTTGAAGTCGATGC

Tabela 1 - Sequéncia senso e antisenso dos primers utilizados para amplificacdo dos
segmentos génicos: Colageno II, B-actina e osteopontina.

Atividade da enzima fosfatase alcalina

A atividade da enzima fosfatase alcalina (FA) em células pode ser observada e
quantificada através do ensaio BCIP-NBT (5-bromo,4-chloro,3-indolylphosphate - nitroblue
tetrazolium) (GIBCO). BCIP-NBT é usado como substrato para a enzima FA que cliva o
grupo fosfato do BCIP, produzindo uma coloracdo azulada e um préton, que por sua vez

reduz o NBT. A reducdo do NBT produz um precipitado de cor purpura (Figura 5).
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Figura 5 - Marcagdo da enzima fosfatase alcalina presente nas celulas tronco de tecido
adiposo apos reacdo com NBT- BCIP (100X). Fonte: Natalia Martins Breyner.

CTM indiferenciadas e em diferenciacdo condrogénica foram cultivadas numa
densidade de 1x10° células/poco em meio DMEM com 10% de SFB (controle) por 24 horas e
meio indutor condrogénico por 1, 3, 6 e 9 semanas, respectivamente. Para realizacdo do
ensaio de FA o meio de cultivo foi retirado e, em seguida, foi adicionado 200l de solugdo de
BCIP/NBT (GIBCO) — descrita a seguir. A reacdo ocorreu por 2 horas em estufa (5% de CO,
/ 37°C) e foi solubilizada com 210uL da solugdo de SDS-10% HCI por 12 horas. O controle
(branco) foi feito com 300uL de meio de cultura acrescido de 100uL de solugdo NBT-BCIP-
tampdo fosfato. A quantificacdo da producédo de FA das reacdes foi feita baseada no grafico
abaixo (curva padrdo), onde se tem as quantidades conhecidas de Fosfatase Alcalina versus o
valor da absorbéncia. As reagdes foram lidas no espectrofotdmetro a uma absorbancia de 595
nm (Ocarino et al., 2008 e Valerio et al., 2005). Os valores de absorbancia obtidos nas
dosagens conhecidas foram comparados com os valores das amostras. As leituras foram feitas

em triplicatas.
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Figura 6 - Equacdo da reta. Dosagem da fosfatase alcalina, no eixo X expressa-se a
concentracdo da enzima, no eixo Y as absorbancias

Solucédo NBT-BCIP

Para diluir os reagentes utilizou-se 0 Tampao fosfato. Esse tampéo foi feito utilizando
0,242 g Tris, 0,584 g NaCl e 0,1 g MgCl,-6H,0 dissolvidos em 80 mL de agua Milli-Q. O pH
foi ajustado para 9,5 e 0 volume completado para 100 mL. Para o preparo da solugdo NBT-
BCIP-Tampao fosfato, foram homogeneizados 1mL de tampao fosfato, 4,4 uL de NBT e 3,3

uL de BCIP, conforme instrugdes do fabricante.

Sintese de colageno total

A dosagem do coldgeno foi realizada através de marcagdo com SIRCOL Collagen
Assay (Biocolor) (Valerio et al., 2005). O corante (Sirius Red), presente no Kit, é anidnico,
com grupos de cadeias laterais de acido sulfénico, que reagem com grupos de cadeias laterais

dos aminoacidos presentes no colageno. Esse corante tem a propriedade de se ligar
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seletivamente a sequéncia terminal do colageno de mamiferos, composta pelos tripeptideos
[Gli-X-Y]. Esse ensaio ndo diferencia os tipos de colageno entre si, somente a expressao total
dessa proteina. O ensaio da dosagem de colageno foi realizado utilizando células que foram
cultivadas numa densidade de 1x10° células por poco em meio DMEM com 10% de SFB por

24 horas e meio indutor condrogénico, nos tempos pré-estabelecidos (1, 3, 6 e 9 semanas).

O procedimento inicial para realizar o ensaio de dosagem de colagenos € a retirada do
meio de cultura dos pocos que contém as células e a posterior fixacdo dessas células com
1mL/poco de Fixador Bouin por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, os pogos foram
lavados com bastante agua e para secar, foram deixados a temperatura ambiente. Apds o
periodo de secagem, em cada poco foi utilizado 0,6 mg de Sircol Red em 1 mL/poco de &cido
picrico. A reacdo foi incubada sob agitacdo por 30 minutos, a 37°C, apds esse periodo retirou-
se 0 sobrenadante da reacdo e o estocou. E o0 excesso de corante de cada poco foi retirado

através de duas lavagens com HCI 0,01N.

Para leitura do ensaio em espectrofotdmetro, o corante foi solubilizado com 300 uL de
NaOH e a solugdo resultante foi lida no espectrofotémetro a 540nm. Apos a leitura construiu-
se uma curva de concentracdo de coladgeno de acordo com especificacBes do fabricante. A
absorbancia das amostras foi comparada a absorbancia das quantidades pré-estabelecidas de
coldgeno - 12,5; 25, 50 e 100 pg/100uL, determinando-se, dessa forma, a quantidade de

colageno presente nas amostras (Valerio et al., 2005). As leituras foram feitas em triplicatas.
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Imunofluorescéncia em células

CTM derivadas de tecido adiposo de ratos da linhagem Lewis, transgénico para eGFP,
adultos, de 4 a 6 semanas, macho ou fémea foram cultivadas sob laminulas de vidro numa
concentracdo de 1X10* células por laminula. As células foram cultivadas em DMEM + 10%

SFB por 48 horas e em meio condrogénico por 9 semanas.

Para realizar a imunofluorescéncia, o meio de cultura foi descartado e as células
lavadas gentilmente com PBS 0,15M, pH = 7,2. Em seguida, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% (PFA) durante 15 minutos em geladeira. Apds a fixacdo, as células foram
lavadas duas vezes com PBS 0,15M e em seguida permeabilizadas através da incubag¢do com
Triton X-100 a 0,25% (Roche, Alemanha) em PBS 0,15M por 10 minutos. Posteriormente, as

células foram novamente lavadas 3X em PBS por 5 minutos.

Em seguida, as células foram blogueadas com 1% de BSA e 5% de soro de cabra
diluidos em PBS 0,15M durante 2 horas a temperatura ambiente, a fim de evitar reacdo
inespecifica com o anticorpo secundério de origem caprina. Por mais duas vezes as células
foram lavadas com PBS 0,15M por 5 minutos cada. Posteriormente, as células foram
incubadas com os anticorpos anti-moléculas de superficie (CD90, CD73, CD54, CD45, todos
IgG1 camundongo anti-rato — BD Transduction Laboratories, USA), coladgeno Il (Anticorpo
policlonal de Coelho anti-rato — Abcam, USA), osteocalcina (Anticorpo policlonal de Coelho
anti-rato — Abcam, USA) e somente nas células-tronco indiferenciadas utilizou-se anticorpo
anti-GFP (Anticorpo policlonal de Coelho anti-rato — Abcam, USA). As células-tronco em
diferenciagdo condrogénica ndo foi marcada com anticorpo anti-GFP devido a auto-
fluorescéncia das celulas, observadas ap0s ensaios posteriores em microscopia confocal. Os
anticorpos primarios foram diluidos em solucdo de PBS 0,15M + 1% BSA, em uma

concentracdo de 1:500. As laminulas contendo as células tratadas foram incubadas com o0s
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anticorpos primarios por 2 horas em camera Umida em geladeira (temperatura de 4°C). Apos 0
periodo de incubacdo, as células foram novamente lavadas com PBS 0,15M 3 vezes por 5
minutos cada e em seguida, realizou-se a incubacdo com anticorpo secundario diluidos na

mesma solucéo de diluicdo dos anticorpos primarios (1:500).

Os anticorpos secundarios (Mollecular Probes, USA) utilizados foram: anticorpo de
cabra anti-IgG de coelho conjugado ao fluorocromo Alexa 488 e anticorpo de cabra anti-1gG
de coelho conjugado ao fluorocromo Alexa 555. As laminulas contendo as células tratadas
com anticorpos primario e secundario foram incubadas em camera escura e Umida por 1 hora
a temperatura ambiente. Apo6s o periodo de incubacdo as células foram novamente lavadas 3
vezes com PBS 0,15M por 5 minutos cada. Em seguida, os nucleos dessas células fixadas
sobre as laminulas foram marcados com Hoescht (0,2pug/mL) durante 20 minutos ao abrigo da
luz, a temperatura ambiente. Para prevenir a perda de fluorescéncia e o ressecamento do
material, laminas receberam uma gota Hydromount (National Diagnostics, USA) e
colocaram-se as laminulas com as celulas fixadas e tratadas com os anticorpos sobre a gota.
As amostras foram mantidas sempre protegidas da luz e na geladeira até a andlise no
microscopio confocal Zeiss 510 Meta (CEMEL, UFMG). As células foram analisadas no
microscopio confocal 510 Meta. Como controle negativo foi utilizado células incubadas
apenas com o anticorpo secundario. As amostras foram excitadas a 488nm e observadas a
505-550 nm para detectar Alexa 488 e excitadas a 555, observadas a 585 para detectar Alexa

555 (Soliman et al., 2009).
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111 - Matrizes tridimensionais

Processamento das matrizes 3D

Duas diferentes composi¢Ges foram preparadas utilizando 0,359 de quitosana 85%
deacetilada (Sigma) dissolvida em acido aceético (0,5 M) numa concentracao final de 0,7% e
0,359 de gelatina bovina (Sigma) diluida em agua deionizada e na mesma concentragéo.

Ambas em recipientes separados e ao abrigo da luz.

Esses tubos foram agitados automaticamente durante 60 minutos e colocados em
repouso por 24 horas. Em seqléncia, as solu¢Bes foram misturadas numa propor¢do de 3
volumes de quitosana para 1 volume gelatina. De maneira diferenciada, adicionaram-se 0s
reticulantes em recipientes separados, numa concentracdo de 0,1%. No presente trabalho
foram utilizados 2 tipos de reticulante: glutaraldeido (25%, Sigma) e genipin (Challenge
Bioproducts). Rapidamente ap6s a adicdo de cada um dos reticulantes, os tubos contendo as
solucdes foram agitados em vortex, de maneira vigorosa. Imediatamente ap0s a agitacdo
vigorosa dos tubos, as solucbes foram distribuidas em placas de 24 pogos (1mL/pogo). As
placas com as solucdes foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas e posteriormente,
congeladas a -20 °C por mais 24 horas. Ap0s esse periodo, os materiais congelados foram
liofilizados por 16 horas e enriquecidos novamente com o respectivo reticulante 0,1%
(ImL/poco) e as placas colocadas em um agitador mecanico por 30 minutos, sempre

protegida da luz.

Em sequéncia, as amostras foram levadas a estufa, congelamento e liofilizagdo,
novamente seguindo os mesmos periodos de tempo estabelecidos. Finalmente, adicionou-se 1

mL/poco de alcool 100% como mostrado na Figura 4 e as amostras foram secas a
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temperatura ambiente. Para esterilizacdo, os materiais foram irradiados a 15 KGy fonte de

Co® — CDTN/CNEN (Guo et al., 2006 e Yamane et al., 2005).

Figura 7 - Matrizes 3D. (A) Placa contendo matriz 3D de gelatina, quitosana e genipin. (B)
Placa contendo matriz 3D de quitosana, gelatina e glutaraldeido.

Avaliacao da arquitetura e porosidade das matrizes por microscopia eletronica de
varredura

O microscopio eletrdbnico de varredura permite a obtencdo de informacGes
microestruturais de diversas amostras. Assim, quando o feixe fino de elétrons de alta energia
incide na superficie da amostra, parte dele é refletido e coletado por um detector que converte
o sinal numa imagem de BSE (imagem de elétrons retroespalhados) ou a interacdo da amostra
emite elétrons produzindo uma imagem ES (elétrons secundarios). As matrizes de quitosana e
gelatina foram analisadas no Departamento de Metalurgia e Engenharia de Materais (Escola
de Engenharia - UFMG). As amostras foram cobertas com Ouro (Sputter coater — SPI
Supplies) por 90 segundos, 13mA e as suas imagens foram adquiridas utilizando
microscopios eletronico de varredura (JOEL 6360 LV), 15 kV, 750 mA. A partir das imagens
pode se avaliar qualitativamente as amostras quanto a porosidade, morfologia e estrutura dos

poros (Machado et al., 2007; Martins et al., 2008 e Gomes et al., 2008).
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IV - Interagdo matriz-CTM

Colonizacéo das matrizes

CTM na 42 passagem foram tratadas com tripsina EDTA 0,25% (Gibco) e contadas em
camara de Neubauer. Em uma placa de 6 pocos, sendo que em 3 deles continham matrizes
reticuladas com genipina e nos outros 3 matrizes reticuladas com glutaraldeido, um
determinado volume, contendo 1x10° células, foi gotejado em cima de cada uma das matrizes
e apds 30 minutos em estufa de CO, foram adicionados 3mL de meio basico (DMEM + 10%
SFB). As matrizes colonizadas foram mantidas em estufa durante 1, 2 e 3 semana e dessa
forma avaliadas através de MEV, a fim de avaliar a capacidade de colonizagdo das células e
verificar a promogéo da adesdo celular em cada tipo de matriz (Martins et al., 2008 e Gomes

et al., 2008).
Avaliacéo da citotoxicidade da matriz via metabolizacdo de MTT

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada através da metabolizagdo do MTT,
seguindo o protocolo descrito por Mosmann e cols (1983). A reacdo de MTT foi avaliada
apos 3, 7, 14 e 21 dias de cultivo de 3 matriz 3D reticulada com genipina colonizada por CTM
e de 3 amostras de matriz 3D reticulada com glutaraldeido colonizada por CTM. As leituras
foram feitas em espectrofotdbmetro num comprimento de onda de 595 nm. Como controle
utilizaram-se 1X10° CTM aderidas em poco da placa de cultura (TPP, Suica) cultivadas em
meio basico por 1 dia e as matrizes ndo colonizadas. Os valores obtidos das leituras de
absorbancia no espectrofotometro de cada matriz eram subtraidos das respectivas matrizes

colonizadas (Mosmann et al., 1983).
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Diferenciacéo das CTM em matrizes 3D

Determinou-se a 3* semana como 0 tempo minimo de diferenciacdo das CTM
cultivadas em meio indutor condrogénico, devido a expressdo de colageno do tipo Il através
da amplificacdo dos transcritos génicos pela PCR. Matrizes 3D reticuladas com genipina e
matrizes 3D reticuladas com glutaraldeido foram colonizadas por CTM e cultivadas em meio
indutor de condrogénese por 3 semanas. Posteriormente, essas matrizes foram implantadas em
dorso de ratos da linhagem Wistar e avaliadas através de analise histologica e por
imunofluorescéncia (Raghunath et al., 2005; Betre et al., 2006; James et al., 2007; Melrose et

al., 2008 e Mueller et al., 2008).
Implantes (avaliacéo in vivo)

Esse experimento se dividiu em 3 grupos: (i) somente matriz 3D, (ii) matriz 3D
colonizada com CTM e (iii) matriz 3D colonizadas com células diferenciada. Ratos da
linhagem Wistar, macho ou fémea, adultos de 4 semanas, n = 5 em cada grupo, recebeu um
tipo de enxerto subcutaneo no dorso como segue descrito e como pode ser observado no

desenho esquemaético da figura 8.
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Figura 8 - Desenho experimental dos implantes em dorso de rato. (A) Implante de matriz ndo
colonizada. (B) implante de matriz colonizada por CTM. (C) Implante de matriz colonizada
por CTM diferenciadas durante 3 semanas em meio indutor condrogénico.

No grupo (i) n = 5 foram implatadas as matrizes 3D de quitosana e gelatina reticuladas

com glutaraldeido ndo colonizadas e no grupo (ii) n = 5, matrizes 3D de quitosana e gelatina

reticuladas com genipina ndo colonizadas (Figura 8A).

No grupo (iii) n = 5 foram implantadas as matrizes 3D de quitosana e gelatina
reticuladas com glutaraldeido colonizadas CTM indiferenciadas e no grupo (iv) n = 5,
matrizes 3D de quitosana e gelatina reticuladas com genipina colonizadas com CTM

indiferenciada (Figura 8B).

Finalmente, no grupo (v) n = 5 foram implantadas matrizes de quitosana e gelatina
reticuladas com glutaraldeido e colonizadas com CTM diferenciadas por 3 semanas em meio
indutor condrogénico e no grupo (vi) n = 5, matrizes de quitosana e gelatina reticuladas com
genipina e colonizadas com CTM diferenciadas por 3 semanas em meio indutor condrogénico

(Figura 8C).
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Essas diferentes situacGes de matrizes foram implantadas em dorso de Ratos da
linhagem Wistar, macho ou fémea, adultos, de 4 semanas e foram avaliadas por 1, 3, 6 € 9
semanas através de hematoxilina e eosina para verificar a biofuncionalidade dos enxertos, ou
seja, a promocdo de neovascularizacdo e de biodegradacdo da matriz in vivo, através da
contagem de células gigantes multinucleadas. Foram também avaliados implantes de matrizes
colonizadas com células diferenciadas in vitro por 3 semanas, apés a 6% semana do implante,
através da imunofluorescéncia, utilizando anticorpo anti-coldgeno do tipo Il a fim de
demonstrar a capacidade das matrizes em manter o fenétipo das células diferenciadas in vitro

durante um tempo prolongado in vivo.

Para realizar a cirurgia de implantacdo dos enxertos os animais foram anestesiados
com a associacdo de quetamina (60 a 80 mg) e xilazina (8 a 15 mg) por kg do animal, via
intramuscular. Apos a sedacdo, o dorso dos animais foi tricotomizado e realizada a assepsia
da regido com PVPI, onde se realizou a incisdo subcutanea e nela foi inserido o enxerto
(Figura 9). Apos a sutura dessa regido, os animais foram colocados nas respectivas gaiolas e

ficaram em observacéo por 2 horas até o final do efeito sedativo.
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Figura 9 - Implante. (A) Regido tricotomizada do dorso do Rato. (B) Incisdo em meia
lua para introdugdo da matriz. (C) Regido do implante suturada.

Apos o periodo de observacdo, os animais tiveram a alimentacdo e agua filtrada ad
libitum. Os animais de cada grupo foram eutanasiados para retirada dos enxertos ap6s 1 (n =
5),3(n=05),6 (n=5)e9 (n=0>5) semanas da cirurgia de implante. Apo6s a eutanasia dos
animais, nas regides onde foram feitos os implantes, realizou-se novamente a tricotomia e foi
retirado o implante através de uma nova incisdo. As amostras coletadas foram fixadas em
formaldeido 10% em tampao fosfato pH = 7 por no minimo 24 horas e no maximo 1 semana
e incluidos em parafina para analises histoldgicas, de acordo com os protocolos utilizados no
Laboratdrio de Biologia do Desenvolvimento, do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG.

Foram feitos cortes longitudinais de 5 a 7um de espessura e corados por Hematoxilina e
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Eosina (H&E), cortes dessa mesma espessura também foram utilizados para confeccionar

laminas para avaliacfes de imunofluorescéncia (Janune et al., 2006).
Imunofluorescéncia em tecido

Células-tronco mesenquimais foram diferenciadas por 3 semanas em matrizes 3D de
quitosana e gelatina reticuladas com genipin ou glutaraldeido. Essas matrizes colonizadas
foram implantadas em dorso de Rattus norvegicus da linhagem Wistar, macho ou fémea,
adultos, de 4 semanas de idade. Apds 6 semanas da cirurgia de implante, os ratos (n = 5)
foram eutanasiados e amostras colhidas, fixadas e incluidas em parafina, conforme descrito
acima. Cortes de 5 a 7um foram utilizados para a realizacdo da imunofluorescéncia. Essa
reacdo permitiu avaliar a manutencdo do fendtipo celular, através da permanéncia da

expressao de colageno do tipo II.

Para isso, os cortes parafinizados foram aderidos adequadamente em laminas
carregadas eletricamente, imunoslides (Erviegas). Esses cortes foram, entdo, desparafinizados
por lavagens em xilol e reidratados em solucGes de alcool diluidas de forma seriada e
decrescente e, posteriomente em &gua. Apoés a reidratacdo, esses cortes foram bloqueados com
solugédo contendo PBS 0,15M, 5% de soro de cabra (invitrogen) e 1% de BSA (invitrogen)
durante 60 minutos e a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas contendo os cortes
foram incubadas com anticorpo primario 1:500 (Anticorpo policlonal de Coelho anti —
Collagen Il de rato — Abcam, USA) durante 2 horas a 4°C em cdmera Umida. Em seguida, as
laminas contendo os cortes foram lavadas com 3 banhos sequienciais de PBS 0,15M (5
minutos cada) e incubadas com anticorpo secundario 1:100 (Anticorpo de Cabra anti-IgG de
coelho — Alexa 555 — Mollecular Probes) durante 1 hora, a temperatura ambiente, em camara

Umida e escura.
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Em seguida, retirou-se essa solucdo de anticorpo secundario e procedeu mais uma
sequéncia de 3 lavagens com PBS 0,15M. Adicionou-se hydromount (National Diagnostics,
USA) em laminas que receberiam as laminulas com cortes tratados, a fim de reduzir a perda
da fluorescéncia e evitar ressecamento do corte. ApOs a secagem em camara escura, as
laminas foram avaliadas em microscépio confocal (510 Meta, Cemel, ICB, UFMG) e as
imagens obtidas através do software LSM Image Browser. As imagens foram visualizadas e
capturadas separadamente em filtros de 510 a 560 nm (verde) e 663 a 738 nm (vermelho).
Para fins de andlise foram obtidas imagens de sobreposi¢do com os dois filtros (Watanabe et

al., 2004).

V- Andlise estatistica

Os ensaios de MTT, FA, colageno, nimero de células gigantes multinucleadas e
namero de neovascularizacdo foram analisados através do software Prism statiscal software
(Graphpad, San Diego, CA). Os grupos de dados foram comparados usando One way
ANOVA, tilizando Bonferroni, dados ndo paramétricos, com valores de p < 0,05

estatiscamente significativos.

A avaliacdo da quantidade de células gigantes e neovascularizacdo foi feita utilizando
a ferramenta Cell Counter do Image J software. Foram selecionadas 3 microfotografias
aleatorias de cada periodo de cada grupo de animal avaliado. Os resultados obtidos foram

analizados no Prism statistical software como descrito acima.
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Resultados




Resultados

Procedimentos in vitro

1- Caracterizacdo das CTM

1.1 — Morfologia

Apbs o procedimento de obtencdo das células do tecido adiposo, observou-se uma
cultura heterogénea, na qual se observava a presenca de células arredondadas, ndo aderentes e
também de micelas lipidicas no sobrenadante da cultura. Apos dez dias de cultivo, ja havia
predominancia de células aderentes na cultura, com morfologia fibroblastéide (Figura 10).
Tanto as células ndo aderentes como as micelas lipidicas foram retiradas da cultura a cada
troca de meio. Observou-se que as células aderentes se organizavam em col6nias, como pode
ser visualizado na figura 10. Durante todo o periodo de cultivo as células aderentes
mantiveram-se fenotipicamente estaveis sem sinais de senescéncia. Essas células foram

cultivadas até a 4 passagem quando foram utilizadas para a realizagdo dos ensaios.
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Figura 10 - CTM apds 21 dias de cultivo, observa-se organizagdo das células em
colbnias, além de morfologia fibroblastoide e aderéncia a superficie plastica da placa
de cultura (Aumento 60X).

1.2 — Analise fenotipica por citometria de fluxo e imunofluorescéncia

Para analisar o fenétipo celular através da expressao das moléculas de superficie (CD
— cluster of differentiation) foram realizados ensaios de citometria de fluxo e
imunofluorescéncia em células fixadas sobre laminulas. Para o ensaio de citometria de fluxo,
foram utilizadas 1 x 10° células derivadas de tecido adiposo de ratos da linhagem Wistar na 42
passagem. Essas células foram incubadas com anticorpos monoclonais selecionados a fim de
avaliar a expressdao de CD54, CD73 e CD90, moléculas eleitas para a caracterizacdo das
células-tronco mesenquimais. Utilizou-se também anticorpo anti-CD 45 que é caracteristico
de precursor hematopoiético. Cerca de 87% das células derivadas de tecido adiposo
expressaram CD90, 94% expressaram CD73 e 95%, CD54. O CD45 foi detectado em apenas
3% das células analisadas. O conjunto de marcadores utilizados permitiu inferir que a
populacdo celular isolada e cultivada era homogénea, claramente distinta da linhagem
hematopoiética. Os dados obtidos foram reunidos em uma representacdo grafica apresentada

na figura 11.
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O ensaio de citometria de fluxo também foi realizado com as células eGFP derivadas
de tecido adiposo de ratos da linhagem Lewis transgénicos para a proteina GFP. As culturas
foram conduzidas exatamente nas mesmas condi¢Ges que as células-tronco derivadas de
tecido adiposo de ratos da linhagem Wistar e o ensaio também foi realizado com 1 x 10°
células na 42 passagem. Cerca de 91% das células co-expressaram GFP e CD54, 90% co-
expressaram GFP e CD73 e 95%, GFP e CD90 e aproximadamente 2% co-expressaram GFP
e CD45. Os dados foram compilados em uma representacdo grafica apresentada na figura

12A.

Para realizacdo do ensaio de imunofenotipagem utilizou-se células-tronco
mesenquimal derivadas de tecido adiposo de ratos da linhagem Lewis, transgénicos para
eGFP, na 42 passagem e fixadas sobre laminulas esterilizadas. Foram também utilizados 0s
mesmos anticorpos monoclonais no ensaio de citometria de fluxo. A visualizagdo da presenca
dos marcadores celulares em ensaios de imunofluorescéncia objetivou comprovar de forma
qualitativa o fenotipo das células-tronco derivadas de tecido adiposo. Através das imagens de
sobreposicao, obtidas em microscopia confocal, pode-se verificar que as células expressavam
CD54, CD73 e CD90 e ndo expressavam CD45 e que os nucleos dessas células estavam
corados de azul (Hoechst). O anticorpo secundario utilizado nesse ensaio foi 0 Alexa 555

(Fig. 12 B).
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Figura 11 - Analise fenotipica das CTM por citometria de fluxo. Representacdo grafica do
percentual de células fluorescentes dentro da populagéo selecionada R1.
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Figura 12 - Analise fenotipica das CTM — EGFP por citometria de fluxo e
imunofluorescéncia. (A) Representacdo grafica do percentual de células fluorescentes
dentro da populacdo selecionada. (B) Imunofluorescéncia apresentou a expressao de
CD54, CD73, CD90 (verde), GFP (vermelho) e a ndo expressdo de CD45. O nucleo
estd marcado com Hoechst (azul). Imagem obtida através da microscopia de confocal
LSM 510 Meta (sobreposicao).
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1.3 — Andlise das células-tronco derivadas de tecido adiposo de ratos da linhagem
Wistar cultivadas em meio indutor condrogénico

Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de ratos da linhagem Wistar
na 42 passagem foram distribuidas em placas de cultivo contendo 24 pogos na densidade de 1
x 10° células por pogo. Apés a adeséo das células na placa de cultura, estas foram incubadas
com meio indutor condrogénico, contendo TGF-B e dexametasona, durante 9 semanas. O
controle dos experimentos foi o cultivo das CTM em meio de cultivo basal (DMEM + 10% de

SFB) durante 72 horas. Todas as avaliacdes foram feitas em triplicata.

Durante o periodo de anéalise, observou-se que a partir da terceira semana de cultivo
em meio indutor condrogénico houve uma reducéo significativa da capacidade proliferativa
das CTM (Fig. 13) e da atividade da enzima fosfatase alcalina (Fig. 14), porém um
significativo aumento da sintese de colageno total (Fig 15). Nesse mesmo periodo, avaliou-se
qualitativamente a expressdo de coladgeno do tipo I, através da técnica de PCR (Fig. 16) e em

nenhum momento avaliado houve expressdo de osteopontina.

Em seguida, CTM extraidas de tecido adiposo de ratos da linhagem Lewis transgénico
para a proteina GFP foram cultivadas sobre laminulas durante 9 semanas. Ao final desse
periodo, as células foram fixadas e incubadas com anticorpos monoclonais anti-CD90, anti-
CD73, anti-CD54, anti-CD45, anti-colageno tipo Il e anti-osteocalcina. Nesse ensaio ndo foi
utilizado anticorpo anti-GFP devido a auto-fluorescéncia das células observada em
microscopia confocal. Os nucleos foram marcados com Hoechst (Mollecular Probes) e,
portanto, apresentam-se corados em azul. Como pode ser visualizado pela imagem de
sobreposicao, na figura 17, as células expressavam GFP em verde, CD73 e colageno do tipo Il
ambos em vermelho e os ndcleos estavam corados de azul. Porém, ndo expressavam CDA45,
CD54 e CD90.
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Figura 13 - Representacdo grafica da avaliacdo da capacidade proliferativa das CTM através
da porcentagem de metabolizacdo de MTT. As avaliacGes foram realizadas ap6s 72 horas de
cultivo das CTM em meio basal (considerada 0 semana) e com 1, 3, 6 e 9 semanas de cultivo
das CTM em meio de inducdo condrogénica. Houve uma reducao significativa da proliferacédo
celular a partir da 12 semana, diminuindo ainda mais na 3% semana (*/**p < 0,001).
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Figura 14 - Representacdo gréfica da avaliacdo da atividade da enzima fosfatase alcalina
(ALP) em CTM. As avaliacdes foram realizadas ap6s 72 horas de cultivo das CTM em meio
basal e com 1, 3, 6 e 9 semanas de cultivo das CTM em meio indutor condrogénico. Houve
uma reducéo significativa da atividade da fosfatase alcalina a partir da 12 semana, reduzindo
ainda mais a partir da 3% semana e posteriormente na 92 semana (*/**/*** p < 0,001).
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Figura 15 - Representacdo grafica da avaliacdo da sintese de colageno total em CTM. As
avaliacGes foram realizadas ap6s 72 horas de cultivo das CTM em meio basal e com 1, 3, 6 e
9 semanas de cultivo das CTM em meio indutor de condrogénese. Houve um aumento
significativo da sintese de colageno total a partir da 3% semana em rela¢do a O e 1 semana. E
na 6% semana houve um aumento significativo da sintese do colageno total em relacdo a 32
semana, bem como dos demais periodos avaliados (*/**/*** p < 0,001).
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Figura 16 - Analise da sintese de colageno do tipo Il pelas CTM através da amplificacdo de
transcritos génicos. O periodo analisado foi de 0, 1, 3, 6 e 9 semanas, considerando O o
controle da reacdo que consta de CTM cultivadas em meio basal por 72 horas. O periodo que
vai da 12 & 92 semana as células foram cultivadas em meio indutor de colageno. Amplificacdo
do gene de colageno do tipo Il ( Col Il - 492 pb). B1 - actina (Act - 540 pb).
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Figura 17 - Analise de imunofluorescéncia da diferenciacdo das CTM cultivadas em meio
indutor de diferenciacdo durante 9 semanas. O resultado apresenta a ndo expressdo de CDA45,
CD90, CD54 e Osteocalcina e a expressdo de CD73 e Colageno do tipo Il (em vermelho) e de
GFP (em verde). As imagens foram obtidas por sobreposicdo de filtros em microscopio
confocal. A marcacdo em azul (Hoechst) evidenciou os nlcleos. Objetiva de 63X em 6leo de
imersao.
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2- Avaliagéo in vitro e in vivo das matrizes 3D

2.1 - Construcéo e avaliagdo in vitro das matrizes 3D através de microscopia
eletronica de varredura (MEV)

As matrizes 3D foram analisadas in vitro através da MEV, a fim de qualificar a
distribuicdo e o tamanho dos poros. Macroscopicamnte, pode ser observado pela figura 18, as

estruturas apresentaram-se bem definidas e de facil reproducgéo (Fig 18 A e B).

Para avaliar a porosidade, as matrizes foram processadas e foi realizado um corte
longitudinal com didmetro de 10 mm e espessura de 2 mm. Observou-se que ambas as
matrizes apresentaram-se porosas (em torno de 90%) e o tamanho dos poros variou de 50 e
150 pm. Verificou-se, também, que 0s poros apresentavam-se interconectado, um dos
requisitos para a construcao de matrizes porosas. Ambas as matrizes foram construidas da
mesma forma e contém a mesma concentracdo e proporcdo dos reagentes (quitosana e

gelatina) e dos reticulantes.

A matriz de quitosana e gelatina reticulada com glutaraldeido (Fig 18 C) apresentou
poros de tamanhos irregulares, porém com morfologia uniforme. Dessa forma, acredita-se que
essa uniformidade tenha influenciado diretamente na alta deformacdo pléastica dessa matriz
guando submetidas a estresse. A matriz de quitosana e gelatina reticulada com genipina
(Fig.18 D) apresentou poros de tamanhos irregulares e morfologias variadas e assim acredita-
se que essa variacdo influenciou na baixa deformacdo plastica desta matriz quando
submetidas a estresse. As matrizes ficaram imersas em meio de cultura por até 3 semanas e

ndo apresentaram alteragdes na estrutura fisica.
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Figura 18 - AvaliacBes macroscopicas e microscopicas das matrizes 3D de quitosana e
gelatina reticuladas com glutaraldeido (A e C) e reticuladas com genipina (B e D). (A)
matrizes 3D de quitosana e gelatina reticuladas com glutaraldeido apds a liofilizacdo
embebidas em alcool etilico 100%. (B) matrizes 3D de quitosana e gelatina reticuladas com
genipin apds a liofilizacdo embebidas em alcool etilico 100%. (C) Microfotografia de matriz
de Q+G reticulada com glutaraldeido (MEV). (D) Microfotografia de matriz de Q+G
reticulada com genipina.

2.2— Avaliacéo da capacidade de metabolizagdo do MTT em CTM cultivadas
em matrizes 3D

As matrizes 3D foram colonizadas com 1 X 10°> CTM e cultivadas por 3, 7, 14 e 21
dias. A fim de verificar a citotoxicidade das matrizes em relagdo as células, realizou-se o
ensaio de metabolizacdo do MTT. CTM cultivadas em meio basal foram utilizadas como
controle positivo e as matrizes ndo colonizadas, como controle negativo. Os valores residuais
obtidos na reacdo das matrizes ndo colonizadas foram subtraidos dos valores obtidos pela

metabolizacdo de CTM cultivadas nas duas matrizes, respectivamente. O grafico apresentado
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na figura 19 demonstra que ndo houve reducédo significativa na metabolizacdo do MTT de
CTM cultivas nas duas matrizes quando comparado ao controle positivo (CTM). Os demais

periodos ndo demonstrados na representacdo grafica, ainda estdo sendo realizados.
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Figura 19 - Representacdo grafica da metabolizacdo do MTT das CTM cultivadas em
matrizes 3D de quitosana e gelatina reticuladas com glutaraldeido ou genipina por 3 e 7 dias.
CTM - células tronco mesenquimais (controle positivo), Glut — matriz de quitosana e gelatina
reticulada com glutaraldeido, Gen — matriz de quitosana e gelatina reticulada com genipina.
Glut cel 3 dias/Glut cel 7 dias — periodo de cultivo das CTM em matriz de quitosana e
gelatina reticuladas com glutaraldeido. Gen cel 3 dias/Gen cel 7 dias — periodo de cultivo das
CTM em matriz de quitosana e gelatina reticuladas com genipina (* p < 0,05).
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Procedimentos in vivo

3- Interacédo célula-matriz

3.1 - Descricao de cortes histoldgicos dos implantes subcutaneos

Ao microscopio de luz foram analisadas as laminas contendo os cortes histologicos dos
implantes corados com H&E, nas quais se observa a estrutura das matrizes 3D e a resposta
tecidual em funcdo das alteracOes inflamatdrias, tais como proliferacdo angioblastica,
fibroblastica e infiltrado inflamatdrio. E sabido que a entrada de corpos estranhos no
organismo acarreta reacdes inflamatorias a fim de eliminar as causas da agressao. A partir da
4% semana de acompanhamento dos animais que foram submetidos ao processo de
implantacdo, ja se observava a completa reabsorcdo dos fios de sutura e a reepitelizacdo da

regido de insercdo do implante, além do crescimento de novos pélos, povoando a regido.

Nos periodos pré-estabelecidos (1, 3, 6 e 9 semanas), 0s animais foram eutanasiados com
overdose de anestésico e o implante juntamente com as regifes subjacentes foram retirados de
forma cirurgica e fixado em formaldeido 10%. Em seguida, as amostras foram incluidas em
parafina e realizado 3 cortes histoldgicos de 5 a 7 um de cada animal e corados com
Hematoxilina & Eosina, a fim de avaliar o processo inflamatdrio causado pela introducédo
subcutanea das matrizes 3D ndo colonizadas (figuras 21 e 30) e colonizadas por células-
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo indiferenciadas (figuras 24 e 33) e

diferenciadas previamente in vitro durante 3 semanas (figuras 27 e 36).

Em todas as avaliagcbes, ndo houve resposta que demonstrasse perda do controle
homeostatico. De forma que ndo se observou em nenhum dos cortes analisados presenca de
focos necroticos, tanto na regido do implante quanto nos tecidos adjacentes. Os tecidos

adjacentes se mostraram organizados durante todo o periodo analisado: a epiderme
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apresentava-se coberta por uma fina camada de queratina, a derme, constituida de tecido
conjuntivo frouxo, contendo glandulas sebaceas associadas aos foliculos pilosos, a hipoderme
constituida de tecido adiposo unilocular e tecido muscular liso (Figura 20). O implante foi
introduzido embaixo dessas estruturas e pode ser observada uma proliferacdo fina camada

fibroblastica em torno da matriz implantada.

Figura 20 — Micrografia representativa das regides adjacentes ao implante. (F) Foliculo
Piloso presente na derme, (Mu) Mdsculo presente na hipoderme e o implante circundado pela
discreta camada fibrética. (Aumento 60 X).

Descreveu-se a regido do implante em todos os periodos e situacfes avaliados, em relacdo
a resposta inflamatdria, como cronica, ocorrendo formacdo de um tecido granuloso, com

proliferacdo fibroblastica discreta em torno do implante, neovascularizacao e infiltrado celular
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com predominancia de linfocitos, plasmaocitos e macrofagos. Observou-se também a presenca
de células gigantes tipo Langhans e/ou corpo estranho sempre associado as fibras das
matrizes. Foi verificado que a resposta inflamatoria pouco afetou a fungdo dos tecidos, nao
comprometendo 0 organismo como um todo e ndo desorganizando a estrutura tecidual

adjacente.

Figura 20 — Micrografia evidenciando a regido adjacente ao implante. (A) Matriz reticulada
com glutaraldeido (B) matriz reticulada com genipina. (Aumento de X).
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Implantes subcuténeos de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com genipina

Matriz nédo colonizada por CTM
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Figura 21 - Analise histoldgica dos implantes. Micrografias de cortes histoldgicos corados
com H&E de implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com genipina néo-
colonizada. (A) Corte histoldgico referente a 1 semana apos implante. (B) Corte histoldgico
referente a 3 semanas apo6s o implante. (C) Corte histoldgico referente a 6 semanas apds o
implante. Legenda: CGM: Células Gigantes Multinucleadas (seta vermelha); M: Fibras da
Matriz 3D (seta alaranjada) e NV: neovascularizacdo (seta amarela); inf: infiltrado.
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Figura 22 - Representacdo grafica da avaliacdo quantitativa de células gigantes por campo em
implantes de matriz reticulada com genipina ndo colonizada. Foram avaliados aleatoriamente
3 campos de cada grupo. Observa-se um aumento significativo na 3% semana ap06s o implante
em relacdo a 1% e a 6% semanas apds o implante. (* p < 0,05).
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Figura 23 - Representacdo grafica da avaliacdo quantitativa de neovascularizacdo em
implantes de matriz reticulada com genipina ndo colonizada. Foram avaliados aleatoriamente
3 campos de cada grupo. Observa-se um aumento significativo de neovasculariza¢do na 62
semana comparada com os demais periodos avaliados. (* p < 0,05).

Os dados obtidos através dos cortes histologicos avaliados (n = 15) demonstraram que
o infiltrado inflamatério migrou da periferia para o centro do implante e aumentou de
intensidade ao longo do periodo analisado in vivo (figura 21 A-C). Esse fato pode estar
relacionado ao aumento crescente de neovascularizacdo (figura 23). Assim, o surgimento de
novos vasos (demonstrados pelas setas amarelas e pelas letras NV) pode ter proporcionado a
migracdo de células inflamatorias, inclusive células gigantes (demonstradas pelas setas
vermelhas e pelas letras CGM) ligadas a atividade fagocitaria, responsaveis pela reabsorcéo
da matriz. As micrografias permitiram observar a migracdo do infiltrado inflamatério
entremeando as fibras da matriz (coradas em vermelho a rosa, geralmente translucidas,
indicadas pela seta alaranjada e a letra M). Na 62 semana (figura 21 C) ap0s a implantacdo
observou-se a reducdo das fibras da matriz e correspondendo ao aumento no periodo anterior
(figura 21) do namero de células gigantes. De forma que esse aumento do nimero das células
gigantes na 32 semana apos o implante (figura 22) justificaria a redugdo na intensidade de

87



fibras na 6 semana apos o implante (figura 21 C), demonstrando a estreita relacdo entre as

células de Langhans com as fibras da matriz e o processo de reabsorcdo da matriz.

Matriz colonizada por CTM
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Figura 204 - Analise histoldgica dos implantes. Micrografias de cortes histoldgicos corados
com H&E de implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com genipina
colonizada por CTM. (A) Corte histologico referente a 1 semana apds implante. (B) Corte
histoldgico referente a 3 semanas apés o implante. (C) Corte histolégico referente a 6 semanas
apos o implante. (D) Corte histologico refente a 9 semanas ap6s o implante Legenda: CGM:
Células Gigantes Multinucleadas (seta vermelha); M: Fibras da Matriz 3D (seta alaranjada) e
NV: neovascularizacdo (seta amarela); inf: infiltrado inflamatério.
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Figura 25 - Representacdo grafica da avaliacdo quantitativa de células gigantes por campo em
implantes de matriz reticulada com genipina colonizada por CTM. Foram avaliados
aleatoriamente 3 campos de cada grupo.N&o foi observado diferenca estatistica entre os
grupos. (* p <0,05).
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Figura 2621 - Representacdo gréfica da avaliagdo quantitativa de neovascularizacdo em
implantes de matriz reticulada com genipina colonizada por CTM. Foram avaliados
aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se um aumento significativo de
neovascularizagdo na 3% semana comparada a primeira semana. Essa quantidade se manteve
na 6% semana, aumentando significativamente na 9% semana apos o implante. (* p < 0,05).
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A partir dos dados obtidos pelos cortes histologicos (n = 20) pode ser sugerido que a
presenca das CTM atrasou a reabsor¢do da matriz, seja pela lenta migracdo do infiltrado
inflamatério da periferia para o centro do implante (figura 24 A-D) ou pela pequena
guantidade de células gigante do tipo corpo estranho (figura 25) ao longo do periodo
analisado. Sugere-se a partir das observacdes realizadas nesses ensaios, que as células-tronco

alteraram o meio ambiente onde elas se encontravam.

Inicialmente, pode ser visualizada a presenca de material hialino entremeando as fibras
da matriz (coradas de vermelho a rosa, apresentadas pelas setas alaranjadas e pela letra M)
que foi substituido pelo infiltrado inflamatdrio (demonstrado pelas letras inf - figura 24 A-D).
De forma que devido a migracdo do infiltrado inflamat6rio para o centro do implante, na 92
semana apds o implante, ocorreu uma reducdo na quantidade das fibras da matriz (figura 24
D). Esse fato mostrou que a matriz colonizada com células-tronco tem o potencial de
reabsorcao reduzido, porém ndo ausente. Além desse perfil alterado, provavelmente devido a
presenca das CTM, a neovascularizagdo (demonstrada pelas setas amarelas e pelas letras NV)
apresentou uma alteragdo a partir da 3* semanas (figura 26), dobrando a quantidade de
neovasos por campo avaliado, em relagdo & 1* semana. Na 9% semana a quantidade de
neovasos também se apresentou aumentada, em torno de 100% em relacdo a 3% e 6% semanas
ap6s o implante. Essas observacfes permitem sugerir que as CTM secretam fatores

angiogeénicos.
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Matriz colonizada por CTM diferenciada durante 3 semanas in vitro
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Figura 27 - Andlise histoldgica dos implantes. Micrografias de cortes histologicos corados
com H&E de implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com genipina
colonizada por CTM diferenciadas. (A) Corte histoldgico referente a 1 semana ap06s implante.
(B) Corte histoldgico referente a 3 semanas apo6s o implante. (C) Corte histologico referente a
6 semanas ap6s o implante. Legenda: CGM: Células Gigantes Multinucleadas (seta
vermelha); M: Fibras da Matriz 3D (seta alaranjada) e NV: neovascularizacdo (seta amarela);
inf: infiltrado inflamatorio.
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Figura 28 - Representacdo grafica da avaliacdo quantitativa de células gigantes por campo em
implantes de matriz reticulada com genipina colonizada por CTM diferenciadas in vitro
durante 3 semanas. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Foi observado
diferenca estatistica entre a 12 semana e a 62 semana apés o implante. (* p < 0,05).
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Figura 2922 - Representacdo grafica da avaliagdo quantitativa de neovascularizacdo em
implantes de matriz reticulada com genipina colonizada por CTM diferenciada in vitro
durante 3 semanas. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se uma
reducdo significativa de neovascularizagdo na 3% semana comparada com a 12 semana e da 6?
semana apds o implante comparada com a 12 semana. (* p < 0,001).
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Os dados obtidos pelas andlises histoldgicas (n = 15) demonstram que 0 processo de
reabsorcdo da matriz 3D € lenta comparada com as situacGes anteriores devido a reduzida
quantidade de neovascularizacdo (Figura 29). Apesar disso, 0 nimero de células gigantes
distribuida pelos campos analisados € intenso (Figura 28), entretanto a intensidade da matriz
ainda é alta nos periodos mais avancados. De forma que se observam nas figuras 27 A-D
fragmentos menores de matriz (demonstradas pelas setas alaranjadas e pela letra M) sempre

associados as células gigantes (demonstradas pelas setas vermelhas e pelas letras CGM).

Uma camada fina de fibrose circundou o implante de matriz colonizada por CTM
diferenciadas a fim de isola-lo, porém os tecidos adjacentes permaneceram na sua constituicdo
nativa sem nenhuma alteragdo, mostrando que a matriz colonizada ndo apresentou

citotoxicidade.
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Figura 23 - Andlise histoldgica dos implantes. Micrografias de cortes histologicos corados
com H&E de implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com glutaraldeido
ndo-colonizada. (A) Corte histoldgico referente a 1 semana apds implante. (B) Corte
histoldgico referente a 3 semanas apés o implante. (C) Corte histoldgico referente a 6 semanas
apos o implante. Legenda: CGM: Células Gigantes Multinucleadas (seta vermelha); M: Fibras
da Matriz 3D (seta alaranjada) e NV: neovascularizacdo (seta amarela); inf: infiltrado
inflamatorio.
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Figura 24 - Representacdo grafica da avaliacdo quantitativa de células gigantes por campo em
implantes de matriz reticulada com glutaraldeido ndo colonizada. Foram avaliados
aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se um aumento significativo na 3% semana
apos o implante em relacdo a 1* semana e um decaimento na 62 semana em relacdo a 32
semana apés o implante. (* p < 0,05).
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Figura 31 - Representacédo grafica da avaliacdo quantitativa de vasos neoformados por campo
em implantes de matriz reticulada com glutaraldeido ndo colonizada. Foram avaliados
aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se uma reducéo significativa na 3% semana
apos o implante em relacdo a 12 semana e um aumento na 62 semana em relacéo a 3% semana e
a 12 semana apos o implante. (*/**/*** p < 0,05).
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O implante subcutdneo de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com
glutaraldeido (n = 15) apresentou um infiltrado inflamatdrio inicialmente discreto, migrando
da periferia para o centro do implante (Figura 29 A-C). Nos periodos entre a 3% e a 62 semana,
houve um aumento da intensidade do infiltrado inflamatdrio, consequentemente reduzindo a
intensidade de fibras da matriz (demonstrada pela seta alaranjada e pela letra M) 3D
reticulada com glutaraldeido (Figura 29 B e C). O aumento do infiltrado inflamatério se deu
provavelmente pelo aumento de neoformacdo de vasos sanguineos ao longo do periodo

avaliado (Figura 31).

Com o aumento da intensidade do infiltrado inflamatdrio, houve também o aumento
de células gigantes do tipo Langhans a partir da 3% semana ap0s a implantacdo (Figura 30).
Novamente, essas células estavam associadas as fibras da matriz, evidenciada na Figura 30 A-
C pela seta alaranjada e letra M. Observou que a regido do implante foi circundada por uma
discreta camada de fibroblastos, nessa regido observou-se pequenos vasos sanguineos que ndo
foram considerados como neovascularizagdo, uma vez que ndo havia certeza da origem dos

mesmaos.

O processo de reabsorcao da matriz 3D reticulada com glutaraldeido foi rapido, sendo
que na 9% semana nao foi possivel observar vestigios de matriz e os tecidos adjacentes se
reorganizaram como no estado nativo. De forma que, provavelmente o processo de reabsorcéo

ndo deve liberar produtos toxicos capazes de danificar os tecidos vizinhos.

99



Matriz colonizada por CTM
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Figura 32 - Analise histoldgica dos implantes. Micrografias de cortes histolégicos corados
com H&E de implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com glutaraldeido
colonizada por CTM. (A) Corte histolégico referente a 1 semana apds implante. (B) Corte
histoldgico referente a 3 semanas ap6s o implante. (C) Corte histoldgico referente a 6 semanas
apos o implante. (D) Corte histoldgico refente a 9 semanas ap6s o implante. Legenda: CGM:
Células Gigantes Multinucleadas (seta vermelha); M: Fibras da Matriz 3D (seta alaranjada) e
NV: neovascularizagdo (seta amarela); inf: infiltrado inflamatdrio.
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Figura 25 - Representacdo gréfica da avaliacdo quantitativa de células gigantes
multinucleadas (CGM) por campo em implantes de matriz reticulada com glutaraldeido
colonizada por CTM. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se
um aumento significativo de CGM a partir da 6% semana. Na 9% semana ap6s o implante
aumentou significativamente a quantidade de CGM em relacdo a 6% semana. (* p < 0,05).

50+

30+

20+ *

10+

NuUmero de vasos
neoformados/campo

< Re
N \$\

N4 )

Figura 34 - Representacdo grafica da avaliacdo quantitativa de neovascularizagdo em
implantes de matriz reticulada com glutaraldeido colonizada por CTM. Foram avaliados
aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se um aumento significativo de
neovascularizagdo na 92 semana apds o implante quando comparado com os demais periodos
avaliados. (* p < 0,05).
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Os dados obtidos pela analise dos cortes histologicos (n = 20) dos implantes
subcutaneos das matrizes reticuladas com glutaraldeido e colonizadas por CTM demonstram
que o processo de reabsorcdo na presenca de CTM é mais lento em relacdo a matriz ndo
colonizada (Figura 32 A-D). A hipdtese descrita anteriormente pressupde que as CTM alteram

0 meio ambiente onde elas se encontram.

Nesses cortes histologicos observou-se um infiltrado inflamatdrio moderado a intenso,
apresentando aumento consideravel de células gigantes do tipo Langhans a partir da 62
semana ap6s o implante (Figura 33). Nesse periodo, de modo interessante, apesar dos
nameros de células gigantes e de vasos neoformados (Figura 34) se apresentarem aumentados,
observou-se uma grande quantidade de fibras. A partir dessas observacdes, sugere-se que as
fibras de matriz reticulada com glutaraldeido sdo reabsorvidas aos poucos, apresentando
evidente reducdo no tamanho das fibras e ndo necessariamente na intensidade de fibras. Mais

uma vez as CTM alteraram o meio ambiente onde elas se encontram.

Matriz colonizada por CTM diferenciada durante 3 semanas in vitro
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Figura 35 - Andlise histoldgica dos implantes. Micrografias de cortes histologicos corados
com H&E de implantes de matriz 3D de quitosana e gelatina reticulada com glutaraldeido
colonizada por CTM diferenciadas. (A) Corte histoldgico referente a 1 semana apds implante.
(B) Corte histoldgico referente a 3 semanas ap6s o implante. (C) Corte histologico referente a
6 semanas apds o implante. Legenda: CGM: Células Gigantes Multinucleadas (seta
vermelha); M: Fibras da Matriz 3D (seta alaranjada) e NV: neovascularizagdo (seta amarela);
inf: infiltrado inflamatorio.
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Figura 26 - Representacdo grafica da avaliacdo quantitativa de células gigantes
multinucleadas (CGM) por campo em implantes de matriz reticulada com glutaraldeido
colonizada por CTM diferenciadas in vitro durante 3 semanas. Foram avaliados
aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se uma reducdo significativa de CGM a
partir da 62 semana. (* p < 0,001).
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Figura 37 - Representacdo gréfica da avaliacdo quantitativa de vasos neoformados por campo
em implantes de matriz reticulada com glutaraldeido colonizada por CTM diferenciadas in
vitro durante 3 semanas. Foram avaliados aleatoriamente 3 campos de cada grupo. Observa-se
uma reducdo significativa de CGM a partir da 62 semana. (* p < 0,05).
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Nas micrografias (n = 15) observou-se uma reducdo no tamanho do fragmento das
fibras da matriz sem alterar significativamente a quantidade da mesma (Figura 35 A-C).
Notou-se uma reducdo de vasos neoformados a partir da 6% semana (Figura 37), seguida da

reducdo da quantidade de células gigantes (Figura 36).

E importante salientar que o processo de reabsor¢io da matriz reticulada com
glutaraldeido colonizada por células diferenciadas durante 3 semanas apresenta-se tdo lento
quanto a reabsorcdo da matriz reticulada com genipina colonizada por células diferenciadas
durante 3 semanas. Da mesma forma, o perfil de neovascularizacdo e presenca de células

gigantes também foi bastante semelhante entre os dois grupos.

Os tecidos adjacentes se apresentaram na sua constituicdo nativa e o implante

novamente foi circundado por uma fina camada de fibrose.
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Implantes das matrizes 3D colonizadas por CTM diferenciadas por 3 semanas em meio

indutor condrogénico em dorso de Ratos Wistar (Imunofluorescéncia)

Os resultados apresentados nesta fase foram realizados somente nos grupos que
receberam implantes de matrizes colonizadas com CTM previamente diferenciadas in vitro
durante 3 semanas. Esses implantes permaneceram no dorso desses animais (n = 6) por 6
semanas quando entdo, esses animais foram eutanasiados para a coleta do material. Esse
ensaio teve a finalidade de verificar a manutengdo do fendtipo observado in vitro, ou seja, a

expressao de colageno do tipo 1l e a possibilidade de formacao do tecido cartilaginoso.

Filtro verde Filtro vermelho Sobreposicao

Figura 39 - Identificacdo de colageno do tipo Il. Implantes das matrizes colonizadas por
celulas-tronco previamente diferenciadas. Eutanasia dos animais realizada 6 semanas apos o
implante. (A) Matriz reticulada com glutaraldeido. (B) Matriz reticulada com genipina. (setas)
Indicam marcacéo de colageno do tipo Il na imagem de sobreposicéo.

As matrizes apresentaram auto-fluorescéncia em ambos os filtros de 510 a 560 nm

(verde) e de 663 a 738 (vermelho) (Figura 39 A e B). Na imagem de sobreposicdo é que se
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pode certificar a presenca da expressao de colageno do tipo Il (Alexa 555) em vermelho e

indicado pelas setas.

Através da imunofluorescéncia pode ser observado que as células mantiveram o
fendtipo diferenciado, uma vez que em ambos 0s implantes (matrizes reticuladas com
glutaraldeido — Fig 39 A e com genipina — Fig 39 B) houve expressao de colageno do tipo Il
(vermelho), visualizada pela imagem de sobreposicéo e indicada pelas setas. Este resultado
demonstrou a capacidade das células de manter o fendtipo obtido in vitro, mesmo por um

longo periodo in vivo, além da capacidade das matrizes em mimetizar a MEC nativa.
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Discussao

O objetivo da Engenharia de Tecido se baseia na colonizacdo de matriz 3D pelas
células, sendo estas as responsaveis pela sintese da MEC do novo tecido e, portanto, a escolha
adequada dessas células garante o sucesso dessa tecnologia (lkada et al., 2006). Diante do
leque de possibilidade de celulas a serem utilizadas nessa técnica, as células-tronco adultas
tem chamado maior atencdo dos pesquisadores devido ao potencial clinico dessas células que
incluem a capacidade de diferenciacdo em diversas linhagens celulares, além da sua
capacidade de auto-renovacdo. A partir dessas caracteristicas, inimeras possibilidades de
utilizacdo dessas células tem sido demonstradas tais como: em terapia celular, terapia génica e
Engenharia de Tecido. Pelo enorme potencial dessas células, estudos se nortearam na busca

de fontes alternativas de células-tronco.

Em 2001, de forma pioneira, Patricia Zuk e colaboradores descreveram uma
populacdo de células derivadas do tecido adiposo humano com caracteristicas semelhantes as
ceélulas-tronco extraidas da medula 6ssea humana, até entdo uma das Unicas fontes dessas
células. Além disso, esses pesquisadores demonstraram vantagens em obter uma quantidade
superior dessas células comparada a medula dssea, além da facilidade de acesso ao tecido,

mantendo, entretanto, a facilidade de manipulagdo das células in vitro.

Diante desse estudo e de outros que dele se advieram e diante do leque de
possibilidades que as células-tronco apresentam, optou-se no presente trabalho estudar as
células-tronco derivadas de tecido adiposo de ratos como fonte alternativa de célula para o
tratamento de lesdo condrocitaria via Engenharia de Tecido cartilaginoso. De forma que,
buscou salientar a capacidade de diferenciacdo dessas células in vitro e a capacidade das
mesmas em colonizar matrizes 3D compostas de quitosana e gelatina. Além de destacar a
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construcdo dessas matrizes 3D e da capacidade das mesmas em reproduzir a matriz
extracelular (MEC) de tecido cartilaginoso, in vivo. De forma que essa mimetiza¢do visou
manter o fenodtipo adquirido por periodo prolongado in vivo. Tais idéias se basearam na
premissa de que o sucesso do tratamento da lesdo condrdcitaria através da Engenharia de
Tecido leva em consideracdo tanto a diferenciacdo das células-tronco in vitro e o potencial
dessas células em colonizar matrizes, como a manutencdo do fendtipo diferenciado e a
resisténcia do novo tecido em formar vascularizacdo e de entrar no processo de ossificacao

endocondral in vivo (De Bari et al., 2004).

Inicialmente, foram avaliadas as caracteristicas primarias das células-tronco em
cultivo tais como morfologia fusiforme e semelhante a fibroblasto, a capacidade de aderéncia
a superficie pléstica da placa de cultivo e a capacidade proliferativa. De forma que o0s
resultados obtidos nesse trabalho concordam com os obtidos por Zuk e cols (2001), em que
foi descrito que as células cultivadas possuem morfologia fusiforme, além de se apresentarem

aderentes, organizadas em coldnias e com alta capacidade proliferativa em cultivo.

Segundo essa mesma autora, a proliferacdo dessas células, in vitro, se deve a presenca
de soro fetal. Em meio de cultura basal (DMEM + 10% de soro fetal bovino) essas células
foram capazes de se proliferar de forma a permitir a expansao da cultura, sendo mantidas em
cultivo até no maximo a 62 passagem sem apresentar sinais de senescéncia celular. Entretanto,
notou-se uma reducdo da capacidade proliferativa quando as células foram cultivadas em
meio indutor condrogénico com baixa concentragdo de soro fetal, concordando com a autora

supracitada.

Diante dos critérios estabelecidos por Zuk e cols (2001 e 2002) e atualmente os

critérios padroniz