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RESUMO

Fistulas traqueais relacionadas a traqueostomia, lesdes trauméticas agudas ou
no coto brénquico, apos resseccbes pulmonares, dentre outras intercorréncias do
tratamento podem lesar as vias aéreas. O tratamento envolve complexos
procedimentos, diminuindo a qualidade de vida e elevando morbi-mortalidade. A
engenharia de tecidos pode ser efetiva por meio da utilizagdo de biocurativo (BC),
juncdo de biomaterial e células tronco na éarea lesionada. As células-tronco
mesenquimais estromais (MSCs) possuem capacidade imunomodulatoria, diferenciam-
se em varias linhagens e sdo obtidas de diversas fontes, como tecido adiposo (TA).
Biopolimeros sintéticos, como poli (L- acido lactico) (PLLA), sdo biodegradaveis e
biocompativeis, podendo ser implantados in vivo, sem necessidade de remocéao.
Analisamos a biocompatibilidade entre MSCs-TA e PLLA na producdo de BC que foi
implantado em modelo suino, submetido a resseccéo traqueal parcial, avaliando sua
capacidade regenerativa. O PLLA foi eletrofiado e as fibras caracterizadas por
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e Calorimetria de varredura diferencial
(DSC). O TA foi digerido (colagenase), cultivado (DMEM baixa glicose e SBF) e as
células aderentes caracterizadas em MSCs (citometria de fluxo, alteracbes
morfoldégicas e capacidade de diferenciacdo para linhagem mesodermal). A
estabilidade génica foi analisada por atividade da enzima telomerase e caribtipo.
MSCs-TA foram cultivadas nas fibras e a biocompatibilidade analisada por: adesao
celular (MEV), viabilidade celular (LIVE/DEAD®) e citotoxicidade (MTT). Os animais
foram divididos em 4 grupos: controle negativo (CN), sham, biocurativo, biocurativo e
fio de sutura com MSCs-TA (fio/MSCs-TA). Ap6s 30 dias, a regeneracéo foi analisada
por HE, tricrdbmico de masson e imunohistoquimica para: Col | / lll, MMP2, MMP9,
VEGF e IL-10. As fibras do biopolimero foram homogéneas e estaveis. As células
aderentes foram caracterizadas como MSCs, sendo estaveis geneticamente, aderiram
no BC, mantendo a viabilidade. A imunohistoquimica demonstrou presenca de
processo inflamatorio intenso no grupo Sham, quando comparado ao CN. Nos grupos
gue receberam o biocurativo, as fibras de coldgeno foram restauradas e o processo
inflamatorio imunomodulado pelas MSCs-TA. O biocurativo associado ao fio/MSCs-TA
proporcionou melhor regeneragao, sendo similar ao CN. Conclusdo: O BC demonstrou
ser capaz de regenerar o tecido traqueal lesado.

Palavras chave:

Medicina regenerativa, engenharia de tecidos, células- tronco mesenquimais
estromais, PLLA, traqueia, vias aéreas.



ABSTRACT

Tracheal fistulas due to tracheostomy, acute trauma or bronchial stump following
pulmonary resections, among other complications, may happen during the airway
di seasesd6 surgical t r eatotty rtrach The itremjmant involges
complex procedures decreasing life quality and increasing morbi-mortality. Tissue
engineering can be effective by placing a bio-curative, biomaterial associated with stem
cells (BC), in the injured area. Mesenchymal stromal/ stem cells (MSCs) have
immunomodulatory capacity, differentiate into several lineages and is obtained from
several sources such as adipose tissue (AT). Synthetic biopolymers, such as poly (L-
lactic acid) (PLLA), are biodegradable and biocompatible being implanted in vivo with
no need for removal. We analyzed the biocompatibility between MSCs-TA and PLLA
for BC production, which was implanted in a swine model submitted to partial tracheal
resection due to evaluate the regenerative process. The PLLA was processed by
electrospinning and the fibers characterized by scanning electron microscopy (SEM)
and differential scanning calorimetry (DSC). AT was digested (collagenase), cultured
(DMEM low glucose and SBF) and adherent cells were characterized as MSCs (flow
cytometry, morphological changes and differentiation capacity for mesodermal
lineages). Gene stability was analyzed by the telomerase enzyme activity and
karyotype. AT-MSCs were cultured in the fibers and biocompatibility analyzed by: cell
adhesion (SEM), cell viability (LIVE/DEAD®) and cytotoxicity (MTT). The animals were
divided into 4 groups: negative control (CN), sham, biocurative, bio-curative and suture
filaments with attached AT-MSCs (F/AT-MSCs). After 30 days, the regeneration
process was analyzed by HE, trichrome masson and immunohistochemistry for: Col | /
[, MMP2, MMP9, VEGF and IL-10. The biopolymer fibers were homogeneous and
stable. Adherent cells were characterized as MSCs and were genetically stable. The
MSCs- TA adhered on the BC, maintaining viability. The immunohistochemical analysis
showed the presence of an intense inflammatory process in the Sham group that did
not appear in the CN. The collagen fibers were restored and the inflammatory process
was immunomodulated by the AT-MSCs in the bio-curative groups. The association of
the bio-curative and F/AT-MSCs improved the regenerative process, being similar to
CN. Conclusion: BC were able to regenerate the injured tracheal tissue.

Keywords:
Regenerative medicine, tissue engineering, Mesenchymal stromal stem cells, PLLA,
trachea.
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1 INTRODUCAO

1.1 Anatomia e fisiologia da traqueia

A traqueia conecta a laringe com a carina, estendendo-se da cartilagem
cricoide a sua bifurcacdo para os brénquios principais, esquerdo e direito, com
distancias de 10 a 12 cm. Ela comeca na margem inferior da cricoide, cerca de
1,5 cm a 2,0 cm abaixo das pregas vocais, a sexta e a sétima, vértebras
cervicais e termina na carina traqueal, correspondente a 52 vértebra toracica.
Anteriormente, a traqueia € composta por 18 a 26 semicirculos cartilaginosos,
com cerca de 1,5 a 2,0 anéis por centimetro. Eles sdo unidos por tecido fibroso
e musculo liso que conecta os anéis. Posteriormente, existe uma porcdo
membranosa quase plana. O diametro interno mede cerca de 2,3 cm

lateralmente e 1,8 cm no sentido anteroposterior(1).

A tragueia € tem um componente intratoracico e outro cervical, pois, de
acordo com a extensdao e flexdo do pescoco, sua posi¢cao no térax se move de

forma superior e inferior, respectivamente.

O fornecimento de sangue neste oOrgdo € feito por meio de
microvasculariza¢ao terminal que provém de seus pediculos laterais, vasos que
se originam de artérias inferiores da tireoide, subclavia, suprema intercostal,
toracica interna e superior e bronquica média. Todos esses vasos se

interconectam ao longo da superficie lateral (2).

A microanatomia da traqueia consiste em um epitélio ciliado
pseudoestratificado com aproxi madamente 50
células ciliadas, células caliciformes, células basais e células neuroenddcrinas.

A submucosa é rica em elastina, glandulas submucosas e musculo liso. A

cartilagem é de natureza hialina(1,3) (Figura 1 (1)).
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Figura 1. Microanatomia da traqueia (Modificado de Roosman GM, 2010).

A traqueia funciona como um canal de ventilacdo, limpando secrecoes,
aguecendo, umidificando e limpando o ar para a zona respiratoria e mantendo
a via aérea livre de particulas estranhas por meio de da tosse e mecanismos

de defesa intrinseca(1,2,4).

1.2 Principais complicacfes traqueais crénicas ap6s a traqueostomia

7

A tragueostomia € uma comunicacao artificial entre a traqueia e o
pescoco anterior ou mediastinal, sendo um procedimento que exterioriza a

tragueia na pele do pescoco.

As complicagbes agudas relacionadas a traqueostomias incluem
pneumotdrax, sangramento, estenose subglotica, fistula tragueoesofagica,
disfuncéo do cordao vocal, granulacdo estomatica, fistula traqueal persistente,

cicatrizes, dentre outras apresentadas na Tabela 1.



20

Tabela 1. Complicac6es da traqueostomia.

Complicacdes imediatas Complicacdes precoces Complicacdes tardias
Hemorragia Hemorragia Estenose traqueal
Estrutura lesionada Deslocamento do tubo Tecido de granulagéo
Falha no procedimento Pneumotdrax Traqueomalécia
Embolia Pneumomediastino Pneumonia
Perda de via aérea Enfisema subcutaneo Eventos de aspiracdo
Morte Infeccdo estomacal Fistula traquearterial
Hipoxemia, hipercarbia Ulcera estomacal Fistula traqueoesofagica
Decanulacéo acidental Decanulacéo acidental
Disfagia Disfagia

Uma série de casos relatou morbidade de 4% -10% e mortalidade

inferior a 1%. A taxa de complica¢cdes pos-procedimento tardia atinge 65% (5).

Estas complicacbes podem ser classificadas como procedimento
(durante ou imediatamente apés o procedimento), pés-procedimento precoce

(menos de 7dias) e pés-procedimento tardio (mais de sete dias).

Uma complicacdo precoce rara, mas grave, da traqueostomia é a
puncdo ou laceracdo da parede traqueal posterior. Os cuidados p0s-
operatérios incluem monitoramento na UTI, administracdo de antibiéticos e
anti-inflamatérios para minimizar a inflamacéo. O tecido de granulacdo, com

estenose traqueal resultante, € a complicagéo tardia mais frequente (5).

A fistula tragueoesofagica ocorre em menos de 1% dos pacientes e
resulta de danos na parede traqueal posterior. Esta complicacdo é geralmente
causada por laceracdo perioperatéria ou erosao apos inflagdo excessiva do
balonete, abrasdo do tubo ou um tubo nasoentérico esofagico rigido. O

tratamento geralmente requer cirurgia para colocacéo de stent (6).



21

A fistula brénquica pode surgir como complicacdo de doencas
infecciosas pulmonares, apds lesdes traumaticas toracicas, consequente a
procedimentos invasivos do térax e mais comumente como complicacdo de
procedimentos cirdrgicos pulmonares (7). Os estudos demonstram incidéncia
variavel desta complicacdo secundaria a cirurgias toracicas, ocorrendo em
frequéncia variando de 4,5% a 20% dos pacientes apds pneumectomia e em
cerca de 1% apos lobectomia. As taxas de mortalidade variam entre 18% e
67% (7). O paciente com essa condicdo geralmente demanda um longo
periodo de internacdo, tornando-o frequentemente colonizado por germes
hospitalares, apresenta recidivas de empiema, possivel evolucdo para sepse,
muitas vezes necessita de antibioticoterapia de amplo espectro, bem como de
varias abordagens cirurgicas.

Ainda que apresentem alguma possibilidade de tratamento para as
complicacbes acima, hd um comprometimento na qualidade de vida do
paciente, com longo tempo de internacdo. Além disso, falta de um tratamento
que efetivo, menos complexo e minimamente invasivo faz com que novos

métodos terapéuticos sejam pesquisados.

1.3 Medicinaregenerativa

7

O conceito de regeneracdo € um processo especifico, diferente de
cicatrizacdo e pode ser entendido como a substituicdo de células ou tecidos
humanos por células semelhantes, restabelecendo a sua forma e funcao
originais. Além disso, o termo regeneracdo pode apresentar diferentes

mecanismos em diferentes tecidos.

O conceito de medicina regenerativa pode também ser explicado como
"0 processo de criar tecidos vivos e funcionais para reparar ou substituir o
tecido ou a funcao organica perdida devido a idade, doenca, dano ou defeitos

congénitos" (2,8).

Todos o0s tecidos apr enseernattainv owbom rfersipoomos §v

tentar retornar ao seu estado normal anatomico e fisiolégico, mantendo a
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homeostase, quando submetido a uma lesdo. Nos processos de reparo, O
resultado é fortemente induzido pela interacdo entre células do sistema imune,
células estromais locais e a matriz no microambiente do tecido danificado.
Desta forma, estratégias regenerativas para um podem nao ser apropriadas
para outro. Além disso, a regulacdo da atividade de cada nicho regenerativo &
altamente complexa, depende de fatores ativadores e inibitérios, que podem
ser autécrinos (atuando na mesma célula), paracrinos (atuando em uma célula
adjacente de fendtipo diferente) ou efeitos enddcrinos. Apesar de todos os
orgaos possuirem células tronco com capacidade de regeneracdo a maioria

apresenta capacidade minima de reparo (9).

A complexidade da regeneracdo endbégena, a capacidade relativamente
limitada de mamiferos para a regeneracdo e a grande escassez de 6rgaos
doadores, juntamente com 0 aumento na expectativa de vida dos seres
humanos, desencadeou uma enorme demanda dentro da area de medicina

regenerativa.

1.4 Engenharia de tecidos

A medicina regenerativa e a engenharia de tecido fornecem uma
variedade de tecnologias atuais para restauracado de tecidos e 6rgaos. Células
e biomateriais funcionam como o0s constituintes basicos necessarios para a
criacdo de novos tecidos e érgaos artificiais no intuito de evolucao, para uma
medicina translacional que seria o0 uso no homem da juncdo entre a
bioengenharia com seus novos biomateriais juntamente com a terapia com
células tronco regenerando, e propiciando a formacdo de tecidos/érgaos
artificiais (107 12).

A engenharia de tecidos esta se tornando uma das ferramentas mais
promissoras na pratica meédica, baseada em conceitos tecnologicos altamente
avancados. Pode ser definida como um campo interdisciplinar que aplica os
principios de engenharia e da biologia para o desenvolvimento de substitutos

biolégicos, no intuito de restaurar, manter ou melhorar a fun¢do do tecido. A
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reconstrucdo de tecidos e 6rgaos pode, num curto espaco de tempo, se tornar
0 padrdo ouro para uma grande variedade de condicdes médicas, onde as
intervengBes farmacoldgicas ou cirargicas classicas tém eficacia limitada. Na
verdade, 0s avancos recentes na area apresentam resultados impressionantes
na restauracdo da funcionalidade ou estrutura de 6rgaos e tecidos. Para isso,
ela une a utilizacdo de trés fatores basicos: células, biomateriais e fatores

sinalizadores.

Diferentes subtipos celulares podem ser usados em engenharia de
tecidos, desde células-tronco a células adultas, como células autdlogas e
alogénicas. As células-tronco apresentam alta capacidade de proliferacéo,
podendo gerar células com as caracteristicas proprias da célula-mée, ou seja,
podem ter a capacidade de auto-geracdo, mas também podem se diferenciar
em qualquer fendtipo celular, originando outros tecidos. As células-tronco séo
consideradas com maior potencial em medicina regenerativa, sendo o foco de

estudo neste trabalho.

Os fatores de sinalizacdo sdo aspectos quimicos, fisicos e mecanicos
que interferem na regulacdo de processos celulares como a proliferacéo,
diferenciagdo e funcdo celular. Eles podem induzir, acelerar ou inibir o
andamento desses eventos celulares, sendo elementos essenciais em

medicina regenerativa (3,13).

1.5 Células-tronco e terapia celular

As células-tronco sdo células indiferenciadas, com alta capacidade
proliferativa, dando origem a novas células que podem ter caracteristicas iguais
a da célula-mée, ou seja, podem apresentar um potencial de auto-geracao, ou
de se diferenciarem em outros tipos celulares formando outros tecidos (14i 16).
Podem ser classificadas de uma forma didatica em: totipotente, pluripotente e

multipotente (Figura 2) (15).
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Figura 2. Classificacdo das células- tronco (Modificado de Weger M et al., 2017).

Células totipotentes séo as mais indiferenciadas, sendo encontradas nas

fases iniciais embriogénese.

A capacidade de diferenciacdo das células- tronco pluripotentes resulta

nas trés camadas germinativas - ectodermo, endoderma e mesoderma.

Em 2010, As células- tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) obtidas da
reprogramacdo de células adultas e que apresentam caracteristicas
semelhantes com as ESCs foram descritas por pesquisadores japoneses.
Estas células sdo também pluripotentes como as embrionéarias, podendo se
diferenciar em células neoplasicas. Entretanto, elas podem ser muito utilizadas
em estudos de doencas raras e na descoberta de tratamento para estas

doencas.

Células-tronco multipotentes estariam relacionadas a fontes adultas,
incluindo medula 6ssea, tecido adiposo, sangue do cordao umbilical e sangue
periférico que originariam a priori apenas células da linhagem correspondente.
No entanto, estas fontes apresentam uma populacdo heterogénea de células
tronco, com as células tronco somaticas irrestritas (USSC), Very Small
Embryonic Like Stem Cells (VSEL), MSCs, dentre outras, tornando possivel a

utilizacéo destas fontes na medicina regenerativa.
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Tradicionalmente, as células-tronco sdo cultivadas em uma
monocamada em placas de cultura de plastico bidimensionais (2-D),
geralmente requerendo fatores de crescimento, meio de cultivo adequado,
além de outras substancias como citocinas, substratos para sua expansao.
Este tipo de cultura Monolayer requer uma passagem de rotina para manter o
potencial de auto-renovacdo, o que pode ser ineficiente para a expansdo em
larga escala destas células. Estudos demonstram também que o cultivo 2-D

pode levar a altera¢cdes morfologicas e na expressao de proteinas e genes.

A cultura 3-D para expansdao e manutencdo de células-tronco
permanece desafiadora, sendo ainda necessario elucidar os mecanismos
importantes, incluindo a sinalizacdo do biomaterial e forcas mecéanicas que
viabilizam a expansdo uniforme e reprodutivel destas células, mantendo a
estabilidade génica e potencial de diferenciacdo. As células- tronco
mesenquimais tém capacidade para se diferenciar além da linhagem
mesodermal, ecto e endoderma. Podem ser obtidas de diversas fontes, sendo

a células tronco utilizadas neste projeto (177 21).

1.6 Células-tronco mesenquimais estromais

As células- tronco mesenquimais estromais (MSCs) tém importancia
clinica significativa, pois além da capacidade de se diferenciar em outras
linhagens, apresentam propriedades de imunomodulacdo e de aderéncia ao
plastico. Em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT)
formalizou a sigla MSCs como "Multipotent Stromal Cells", que poderiam ser
identificadas com base na expressao de um subconjunto de estromal positivo
(CD44, CD73, CD90, CD105) e hematopoiéticas negativas (CD11b, CD14,
CD19, CD34, CD45, CD79a, HLA-DR). MSCs sao encontradas em Varios
tecidos, como o tecido adiposo, medula 6ssea (BM), liquido sinovial, sangue do

cordao umbilical e geleia de Wharton (WJ), entre outros (10,22,23).
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A acgdo destas células in vivo pode ser atribuida a uma série de
mecanismos que incluem: potencial de diferenciacéo, liberacdo de fatores

paracrinos que influenciam o microambiente e fungdo imunomoduladora.

As MSCs expressam um grande numero de moléculas de superficie,
como integrinas e moléculas de adesdo, que permitem a interagdo com as
células do sistema imune durante a resposta imune. Estudos descrevem a
acdo destas células sobre os linfécitos T (CD4+ Thl) além de reduzir a
liberacdo de citocinas associadas a Th2 (IL-4 e IL-5) e de aumentarem a
secrecao de interferon (IFN-0 ) € ddridados de Thl (126). Niveis elevados
de IFN-o e -ONBurante o processo inflamat- -rio
aumentem a expresséao de TGF-b , |l evando as c¢c®lul as- Thl a

10, reduzindo a producéo de IFN-2 .

Os linfocitos T (CD4" Th2) também podem sofrer a acdo das MSCs, que
atuam aumentando a producdo de IL-4 anti-inflamatéria pelas células Th2
supostamente por meio da via PGE2. Pesquisas também demonstraram que a
inibicdo sobre os linfocitos pelas MSCs ¢é diretamente proporcional a
quantidade de células-tronco mesenquimais estromais em cultura. As MSCs
também modulam a atividade dos linfécitos T citotdxicos (CD8"), sendo a
ativacdo das células T CD8" desencadeada pela interagdo do receptor de
células T com o complexo HLA especifico. Ademais, as MSCs séo capazes de
diminuir a resposta imune das células T CD8", inibindo sua proliferacdo e
maturacdo. MSCs também tem efeito sobre a proliferacdo dos linfécitos B,

suprimindo a diferenciacdo em plasmdcitos.

Estudos também descrevem o aumento na secrecdo de IL-10 por
mondcitos (CD14%), suprimindo a proliferacdo e crescimento de células T,
mediados pela acdo de células-tronco mesenquimais estromais. Estas células
também tém potencial de inibir a funcdo pré-inflamatéria dos macrofagos e de
células dendriticas (24).

A descoberta da presenca de células- tronco na fragcao vascular estromal
obtida de tecido adiposo despertou interesse na utilizacdo destas ceélulas em

medicina regenerativa. O tecido adiposo do corpo humano adulto é um tecido
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conjuntivo derivado do mesoderma embrionario, consistindo de um estroma "de
suporte" que contém uma populacdo heterogénea de células como adipdcitos
(50- 70%), pré-adipdcitos, células musculares lisas, células endoteliais,
mastaocitos, fibroblastos, uma variedade de células imunes e células-tronco. O
tecido adiposo em mamiferos pode ser classificado como tecido adiposo
branco, desempenhando um papel no armazenamento de energia; e tecido
adiposo marrom, desempenhando um papel na termogénese. Estudos
demonstraram que o tecido adiposo é uma das fontes mais ricas em MSCs
(241 28), principalmente quando comparado a medula 6ssea, sendo que 1 g de
tecido adiposo contém 500 vezes mais células multipotentes do que 1 g de
aspirado de medula éssea. Esta populacdo de células obtidas do tecido
adiposo branco é chamada de fracdo estromal-vascular (SVF), sendo este
termo referindo-se a digestdo com colagenase, a centrifugacédo diferencial para
remover os adipécitos, a lise e a lavagem de eritrécitos. A fracdo de SVF do
tecido adiposo branco contém células-tronco mesenquimais, células
precursoras endoteliais, pré-adipocitos, macréfagos anti-inflamatérios e células
T reguladoras. Ela é obtida por meio do procedimento de lipoaspiracdo, de

facil coleta, manipulacéo e expanséao (291 39).

1.7 Biomateriais e scaffolds

Os avanc¢os na engenharia de tecidos levaram ao desenvolvimento de
estruturas que aliadas a terapia celular atuam na reconstrucdo de tecidos e
orgdos. Estas estruturas sdo produzidas a partir de biomateriais que sao
definidos como materiais naturais ou sintéticos usados para substituir parte de
um sistema vivo ou recuperar sua funcdo. Eles servem como matrizes para
formacdo de tecidos e suas caracteristicas de superficie colaboram com a
adesao celular, proliferacdo e diferenciacdo celular, bem como eles
apresentam resisténcia mecanica adequada ao tipo de tecido a ser regenerado.
As importancias na escolha do biomaterial adequado envolvem a diminui¢do da
dificuldade técnica do reparo biolégico e, principalmente, a capacidade de

simular o microambiente in vivo.
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Para que seja efetivo, o biomaterial de escolha deve apresentar as
seguintes caracteristicas: biocompatibilidade, ser nao carcinogénico, nao
imunogénico e ndo téxico. A biocompatibilidade de um biomaterial € a sua
propriedade de suportar a atividade celular normal, incluindo a sinalizacao
molecular, sem qualquer efeito toxico local ou sistémico para o tecido
hospedeiro. O biomaterial ideal também deve ser capaz de se degradar com o
tempo a uma taxa controlada e bem definida, adequada ao tecido a ser
restaurado, permitindo espaco para o crescimento celular (407 42).

Além disso, a capacidade dos biomateriais de otimizar a formacédo de
NOVOS vasos sanguineos é algo importante para o fornecimento de nutrientes,
transporte de residuos e oxigénio no tecido implantado. A porosidade € outro
fator fundamental no biomaterial, pois otimiza a difusdo de nutrientes
essenciais e oxigénio para a sobrevivéncia celular, sendo que o tamanho dos
poros pode ser variavel de acordo com o tipo de biomaterial, o tipo de
biofabricacédo utilizada na producédo da estrutura e do tipo celular a aderir no

suporte. No entanto, a porosidade pode reduzir a tracdo do biomaterial.

Os poros devem apresentar tamanho suficiente de forma a aumentar a
area de superficie do material e permitir a comunicacao intercelular de forma a
proporcionar a penetracdo, adesao e proliferacdo celulares também no interior
da estrutura. Além disso, devem permitir a infiltracdo vascular e angiogénese.
Também € desejavel que a estrutura apresente uma superficie hidrofilica para
promover a adesdo celular; resisténcia a tracdo apropriada; taxa de
biodegradacdo adequada; ndo imunogénico; nao téxico; e facil de produzir e
transplantar para o paciente. Além disso, no caso de oOrgaos tubulares, a
epitelizacdo é crucial para manter a permeabilidade dos 6rgaos, sendo que a
auséncia de células epiteliais pode levar a proliferacdo excessiva de
fibroblastos no local. Isto pode levar a formacdo de estenose e a falha no

enxerto (43).

Além disso, caracteristicas como a estabilidade mecéanica adequada é

importante, pois 0s biomateriais suportam o procedimento de implante e forgcas
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mecanicas inerentes ao tecido e as atividades do paciente. Desta forma a

escolha apropriada do tipo de biomaterial é fundamental (441 46).

Os biomateriais utilizados para fabricagcdo de scaffolds podem ser
divididos em ceramicas bioativas e vidro, hidrogéis, metais e polimeros
sintéticos. Os compostos sdo aqueles formados por dois ou mais tipos de
materiais. Dentre o grupo das ceramicas bioativas e vidro encontram-se as
bioceramicas de fosfato de calcio, incluindo hidroxiapatita (HA), fosfato de
tricélcico e fosfato de calcio bifasico que sdo biomateriais interessantes para a
engenharia de substitutos 6sseos. Os bioceramicos porosos de fosfato de
calcio sdo frageis e dificeis de processar e, em geral, ttm uma taxa de
degradacdo lenta. Os scaffolds produzidos a base de vidro podem ser
classificados em dois grupos: vitroceramicos e compdésitos porosos de polimero
de vidro. No entanto, uma desvantagem deste tipos de biomaterial € baixa

dureza e forca.

Os hidrogéis sdo formados pela reticulacdo fisica e/ou quimica de
polimeros hidrofilicos com um agente reticulador, chamado de cross-linker. Os
hidrogéis podem absorver grande quantidade de agua, variando de acordo com
a concentracdo de agente reticulador utilizado. Este tipo de biomaterial tem
sido muito utilizado para mimetizar a matriz extracelular presente nos tecidos,

promovendo assim a regeneracao tecidual (47,48)

Atualmente, os metais utilizados em engenharia de tecidos incluem o
ouro, 0 aco inoxidavel, cobalto-cromio e titanio. Os metais sdo considerados

materiais inertes, ou seja, eles néo se integram com tecidos adjacentes.

Os polimeros biodegradaveis sao amplamente utilizados para
desenvolvimento de estruturas devido a taxa de degradacdo controlavel,
biocompatibilidade e facilidade de processamento. Eles podem ser degradados
por hidrélise e gradualmente reabsorvidos, favorecendo o crescimento do
tecido e recuperando gradualmente a sua funcionalidade. Este tipo de
biomaterial pode ser dividido em dois categorias: naturais, como o &cido
hialurénico, quitosana e colageno; e sintético, como o poli (acido latico) e seus

co-polimeros. Polimeros sintéticos biodegradaveis podem ser produzidos sobre
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condicbes controladas e, portanto, exibem reprodutiveis propriedades
mecanicas e fisicas, conferindo vantagens por seres reabsorvidos e assim eles
nao obscurecem a tomografia computadorizada dos pacientes implantados
(43).

1.8 Poli L-4cido lactico

Desde 2005, a producéo de materiais com apelo ecoldgico tem crescido
significativamente. Esse crescimento é conduzido por dois fatores principais: o
alto preco do petréleo que se reflete no preco dos polimeros tradicionais e nos
custos de energia. A legislacdo favoravel e o apoio governamental tornam o
uso de materiais baseados em biocombustiveis uma opcao atrativa para os
polimeros tradicionais. Os produtos compostaveis e renovaveis oferecem
alternativas reais com valor agregado em termos de sustentabilidade. O PLA e
seus co-polimeros apresentam uma posicdo Unica neste nicho de mercado que
esta relacionada a sua capacidade de processamento e propriedades, como

resisténcia mecanica.

Os polimeros a base de acido lactico (PLA) sdo obtidos a partir de
recursos renovaveis. O poli (L- acido lactico) (PLLA) € um co-polimero do PLA,
da classe dos poli (alfa-hidréxi acidos), uma das classes mais atrativas de
polimeros para a area médica, com uma ampla variedade de aplicacdes como
suturas cirargicas, sistemas para liberacdo controlada de drogas, peles
artificiais, guias para nervos, veias e artérias artificiais e dispositivos
ortopédicos. Além de ser biocompativel, ele apresenta propriedades como
biorreabsorcdo, devido as ligacbes éster que sofrem hidrélise quando em
contato com os fluidos corpoéreos. Os produtos resultantes deste processo sao
reabsorvidos pelo organismo, fazendo parte do metabolismo de carboidratos
(491 51).

Os polimeros podem ser fabricados por diferentes rotas de
polimerizacao (Figura 3 (52)). O processo Ring Opening Polymerization (ROP),

ou seja, polimerizacdo por abertura de anel € o mais utilizado para a producéo



31

de polimeros de alta massa molar, os mais utilizados para aplicacdes médicas.
A alta massa molar confere uma taxa de biodegradacédo alta ao produto final.
Este processo de sintese envolve trés etapas separadas: poli condensacao,
fabricacéo de lactideo e polimerizacédo de abertura de anel. Os trés processos
apresentam etapas criticas, devido a natureza da molécula de acido latico,
engquanto outros problemas sao inerentes as condicdes gerais do processo,
sendo 0s parametros mais importantes: a racemizacao, onde o acido lactico é
transformado de substéncia opticamente ativa para a forma racémica e nesta
fase a sua pureza Optica € importante, pois pode resultar na mudanca no
comportamento de cristalizacdo e, eventualmente, podera afetar outras
propriedades dos produtos finais; a pureza do L i lactideo e sua quantidade
que afetara a taxa de polimerizacdo, a massa molar ou ambos. E por fim o
conteudo de monomero (lactideo) residual que pode alterar o processamento
do material bem como causar alteracdes indesejadas nas caracteristicas dos
produtos finais (521 54).
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Figura 3. Sintese do PLLA (Modificado de Sédergard A et al., 2010).

1.9 Biofabricacéo

O conceito de biofabricacdo consiste na aplicacdo de técnicas de

engenharia para viabilizar a obtencédo de substitutos biolégicos para tecidos
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vivos ou 6rgdos humanos. Este conceito envolve areas multidisciplinares como
engenharia quimica e de materiais, fisica, quimica e areas da saude como
medicina e odontologia. A biofabricacdo combina o uso de tecnologias aditivas
de fabricacdo, materiais biocompativeis (total ou parcialmente absorviveis),
células e sinalizadores biomoleculares para a producdo de estruturas

bioldgicas para a engenharia tecidual.

A escolha do tipo de técnica de biofabricacdo depende do conhecimento
das propriedades quimicas, fisicas e mecanicas do biomaterial, as
caracteristicas morfolégicas, fisiologicas e histolégicas do tecido a ser

regenerado e da anatomia do receptor do implante (55,56).

Os avancos recentes permitiram o desenvolvimento de técnicas
avancadas na producdo de estruturas 3D, utilizando técnicas de manufatura
aditiva que permite a utilizagdo de impressoras tridimensionais para construgéo
das estruturas personalizadas a serem implantadas. As impressoras baseiam-
se em imagens obtidas por meio de tomografia computadorizada ou
ressonancia magnética para traduzir estes sinais em mensagens graficas lidas
para imprimir fielmente a anatomia do paciente. Desta forma, modelos
complexos podem ser gerados, incluindo a producdo de poros na estrutura
para o fornecimento de agentes bioativos (por exemplo, proteinas
recombinantes), além de apresentar resisténcia mecéanica e forca suficientes

para um periodo longo até que o tecido esteja regenerado (571 59).

Diversas técnicas de biofabricacdo por impresséo tridimensional podem
ser aplicadas frente aos diferentes matérias disponiveis para utilizacdo em
engenharia de tecidos.

Outra técnica de biofabricacédo inovadora para a obtencédo de nanofibras
a partir de solugdes poliméricas € a eletrofiacdo, que aplica uma alta tenséo
sobre uma seringa com solugéo de polimero. Esta solugéo é ejetada e coletada
por um diferencial de carga num coletor metalico. As fibras porosas podem
servir de suporte celular para regenerar muitos tecidos, conforme mostra a
literatura, pois apresentam alta porosidade, grande area de superficie, o que

viabiliza a proliferacéo celular (47).
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1.10 Eletrofiacéo

A eletrofiacdo € uma técnica de biofabricacéo utilizada para gerar fibras
e matrizes porosas com alta area de superficie. O material basico para a
eletrofiac&o inclui uma seringa, que estd conectada a uma bomba, um eletrodo
condutor plano ou rotativo, um coletor e uma fonte de alimentagdo de alta
tensdo. A solucdo de polimero é bombeada através da seringa e forma uma
gota na agulha. Ao aplicar alta tenséo, a gota adota uma forma cbnica, o cone
de Taylor. Assim que a forca do campo elétrico exceder a tensdo superficial,
uma Fibra fina é produzida (Figura 4).
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Figura 4. Processo de eletrofiacdo.

A fibra atravessa até o coletor em movimentos giratorios, 0 solvente
evapora e uma manta fibrosa sélida é gerada. Dependendo da forma do
coletor, diferentes tipos de mantas podem ser obtidos, sendo possivel gerar

mantas com fibras aleatérias ou alinhadas (607 63).

Estudos relatam a utilizacdo de mantas produzidas por eletrofiacdo para
diversas aplicacbes na medicina como para promoc¢édo da cicatrizacdo de
feridas, encapsulamento de farmacos e moléculas bioativas, além de

aplicacbes na area de odontologia (641 67).

Embora a técnica seja amplamente popular, a eletrofiagdo depende das

propriedades da solugcdo de polimero, tais como viscosidade, tensao
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superficial, condutividade elétrica. A viscosidade da solugcdo mantém a fibra
ejetada sem rupturas. A tensao aplicada, a taxa do fluxo da bomba injetora, o
tipo de coletor, o didmetro da agulha e a distancia entre a agulha e o coletor
sdo fatores que determinam o padrdo das fibras. Fatores ambientais como
temperatura, umidade e a pressdo pode ter alguns efeitos menores sobre o
padrao de fibras produzidas (60,681 73).

A utilizacdo da técnica de eletrofiacdo para sintetizar uma estrutura de
PLLA que sirva de suporte para o crescimento de células- tronco
mesenquimais estromais para futura aplicagdo em regeneracao traqueal pode
ser uma alternativa efetiva para os pacientes acometidos com as complicacdes

aludidas no item 1.3 acima.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o processo de regeneracdo tecidual apds a utilizacdo de
biocurativo (BC) de PLLA em modelo animal submetido a ressecc¢éo parcial de

traquea.

2.2 Objetivos especificos

a) Analisar a biocompatibilidade do PLLA com as células tronco mesenquimais
estromais derivadas de tecido adiposo (MSCs-TA).

b) Avaliacdo histologica do processo de regeneracdo da traqueia apos
implante dos BC6.s

c) Avaliagdo biomolecular e da resposta imunomodulatéria induzida pelas
MSCs-TA no processo de regeneragao.

d) Avaliar a influéncia da utilizacdo de um fio cirdrgico enriquecido com MSCs-

TA aderidas no processo de reparo tecidual.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Células-tronco mesenquimais estromais

As células foram obtidas de tecido adiposo subcutédneo de 03 pacientes,
do sexo feminino, higidas, submetidas a cirurgia de lipoaspiracéo estética, com
anestesia geral e ou local. O procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Unicamp e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Parecer CEP N° 1259/2011) foi aplicado a todas as pacientes submetidas ao

procedimento que tenham concordado com a doagéo.

3.1.1 Isolamento das células e cultivo celular

O tecido |ipoaspirado foi | @hosplthte-
buffered salined) p ar a tecidoroanjurgivo e hemacias. Para cada 10 mL
de tecido, a propor¢cdo das substancias para o tampéo de digestdo, que foi

adicionado em seguida, € 20 mg de colagenase tipo 1A, 200 mg de albumina

exaust

sérica bovina (BSA), 20 ml de DMEM baixa glicose e 10 ¢ | de gentamici

mistura foi tratada em banho-maria a 37 °C por 30 min, agitando o recipiente a
cada 5 min. Apés a digestao completa do tecido, a reacdo foi interrompida com
10 ml de soro fetal bovino (SFB). A seguir, foi centrifugada por 15 min a 1500
rom. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso em 10 ml de
DMEM baixa glicose com 10% do volume de SFB. Ap6s 24 h, o meio de cultura
foi trocado, seguindo a troca diaria por trés dias consecutivos. Apés este
periodo, as trocas foram realizadas a cada dois dias até que as células
aderidas ao plastico atingiram a confluéncia de 70 a 80% da superficie da
garrafa de cultura. Foi realizada entdo a passagem das células, ou seja, elas
foram retiradas da garrafa por adicdo de uma solugéo de tripsina a 0,05% e
ummM deécido etilenodiaminotetracético (EDTA) e foram transferidas para
uma nova placa. As células foram entdo expandidas até a 42 passagem da
cultura, quando foram caracterizadas como células-tronco mesenquimais

estromais.

n «
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3.1.2 Caracterizacao das células-tronco mesenquimais estromais

Segundo as normas da International Society for Cellular Therapy (ISCT),
as ceélulas aderentes expandidas devem ser caracterizadas como células
tronco mesenquimais estromais se apresentarem ao estudo de
imunofenotipagem por citometria de fluxo o padrdo descrito nas normas (néo
marcarem para o0s anticorpos relacionados a linhagem hematopoiética e para
HLA classe II), assim como conseguirem se diferenciar para linhagem
mesodérmica. Para isso, foi realizada a caracterizacdo celular conforme

descrito abaixo.

3.1.2.1 Imunofenotipagem das MSCgsor meiode citometria de fluxo

As células aderentes foram caracterizadas fenotipicamente por meio de
citometria de fluxo empregando um conjunto de anticorpos monoclonais
especificos. Foram utilizados os anticorpos CD90 (Thy-1), CD105 (SH-
2/endoglina), CD73 (SH3/SH4) e Stro-1 que correspondem aos antigenos de
superficie expressos pelas células tronco mesenquimais. Os marcadores néo
expressos como CD34, CD45, CD14, CD31 e HLA-DR também foram
utilizados.

Foram utilizadas 1x10° células diluidas em 100 pL de PBS e 5 pL de
anticorpo especifico em cada rea¢do de marcacdo. Esta mistura foi mantida a 4
°C por 30 min e protegida da luz. As células marcadas foram lavadas duas
vezes com PBS por meio de centrifugacdo a 1500 rpm por 5 min e fixadas em
500 pL de PBS com paraformaldeido a 1%. Foram mantidas em geladeira até o

momento da aquisicao.

Os controles negativos foram realizados a partir de amostras de células
sem marcagcdo para verificagdo de autofluorescéncia e para os controles
positivos, células marcadas com isotipos controles correspondentes para
verificacdo de marcacdo especifica. Foram adquiridos 10.000 eventos no
citbmetro de fluxo FACScalibur e a anélise dos dados foi realizada utilizando o

programa CellQuest.
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3.1.2.2 Diferencia¢cdo mesodérmica in vitro

Para comprovar a obtengdo de células tronco mesenquimais estromais,
as células obtidas pelos procedimentos acima foram diferenciadas em tecido
0sseo, adiposo e cartilaginoso, utilizando protocolos e meios especificos
conforme descrito na literatura (74,75). Na Tabela 2 os meios de cultura e
suplementos para inducdo de adipogénese, osteogénese e condrogénese sdo

descritos.

Tabela 2. Meios de cultura e suplementos para indugéo da linhagem mesodérmica.

Diferenciacéo Meio Suplementos

Dexametasona- 5x10° M

DMEM ) ] ] ) 4
) R . . 3- isobutil- metilxantina-4,5x10™ M
Adipogénese Alta concentragéo de glicose )
Insulina-5 pg/mL
10% SBF ) 4
Indometacina-3x10™ M
DMEM Dexametasona-5x10° M
Osteogénese Baixa concentracéo de glicose Acido Ascérbico- 2,8x10™* M
10% SBF b- glicerol- fosfato-10*M
Acido ascorbico-50 pg/mL
T GF -B5ng/mL
DMEM .
. ) Insulina-6,25 pg/mL
Condrogénese Baixa concentracao de glicose
Dexametasona-1 mM
10% SBF

Albumina humana

L- prolina- 0,4 mM

3.1.2.2.1 Diferenciacéo condrogénica

Para a diferenciacdo condrogénica, cerca de 1x10° células/cm® de
células aderentes na 42 passagem de expanséo, foram transferidas para um
tubo Falcon de 15 ml com o meio indutor e centrifugadas a 800 rpm por 5 min
para permitir a formagédo do botdo celular. O meio indutor da diferenciacéo
condrogénica consistiu em meio DMEM baixa glicose sem SFB, suplementado
com 100 ng/mL de Transforming Growth Factor- b3 (-DGF, nN @
piruvato de sédio, 1 mM de dexametasona, 50 nM de acido ascorbico, 0,5X
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insulina-transferrina-selenium A (ITSA) e 0,2% de albumina humana. A cada
trés dias metade do meio de cultivo foi trocado, o qual foi utilizado para
extracdo de proteina. O tempo necessario para a diferenciacdo condrogénica
varia de 14 a 25 dias. Durante este periodo foram coletadas amostras de
células para extracdo de RNA total, analise de expressao de genes especificos,
confeccdo de laminas para analise morfologica e citoquimica com o objetivo de

acompanhar o processo de diferenciacao.

3.1.2.2.2 Diferenciacéo osteogénica

Para a diferenciacdo em ostedcitos, 1x10° células/cm® de células tronco
mesenquimais estromais na 42 passagem de expansao, foram colocadas em
placas de cultura contendo meio indutor constituido de meio DMEM baixa
glicose suplementado com 10% de SBF, suplementado com 0,1mM de
dexamet asona, 200 mM de §ci dlcerobosfato. A
cada trés dias foi trocado o meio de cultivo, o qual foi utilizado para extracdo de
proteina. O tempo necessario para a diferenciacdo osteogénica varia de 25 a
30 dias. Durante este periodo foram coletadas amostras de células para
extracdo de RNA total, andlise de expressdo de genes especificos, confeccao
de laminas para andlise morfolégica e citoquimica com o objetivo de

acompanhar o processo de diferenciagao.

3.1.2.2.3 Diferenciacéo adipogénica

Para a diferenciacdo adipogénica, 1x10° células/cm® de células tronco
mesenquimais estromais na 42 passagem de expansao, foram colocadas em
placas de cultura contendo meio indutor constituido de meio DMEM baixa
glicose suplementado com 15% de SBF, suplementado com 1 mM de
dexametasona, 10 mg/ml de insulina, 0,45 mM de 3-isobutil-metilxantina
(IBMX) e 100 mM de indometacina. A cada trés dias foi trocado o meio de
cultivo, o qual foi utilizado para extracdo de proteina. O tempo necessario para
a diferenciacdo adipogénica é de 14 dias. Durante este periodo foram

bi

co

e
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coletadas amostras de células para extracdo de RNA total, analise de
expressdo de genes especificos, confeccdo de Ilaminas para analise
morfolégica e citoquimica com o objetivo de acompanhar o processo de

diferenciacao.

3.1.2.3 Citoquimica

A andlise citoquimica das células foi realizada por meio da marcacéo
com corantes celulares especificos e observacdo por microscopia Optica

convencional.

Para a diferenciacdo adipogénica, as células foram coletadas, fixadas
com uma solucdo de formaldeido 1x durante 30 min e coradas com uma
solucédo de Oil Red O a 0,3% durante 20 min e com hematoxilina. O Oil Red O

permite a visualizacdo de acumulo intracelular de lipideos.

Para a diferenciacdo osteogénica, as células coletadas foram fixadas em
etanol 50% durante 15 min a 4°C e coradas com uma solucdo de Alizarin Red
S 1% sob agitacdo constante por 45 min. O corante permite observar a

calcificacdo na matriz extracelular.

Células submetidas a diferenciacdo condrogénica foram coletadas e
marcadas com Azul de Toluidina a 1%. Apos a retirada do corante as células
ficaram expostas a temperatura ambiente por 2 h e fixadas durante 1 min em
solugdes de etanol 70%, 90% e 100% respectivamente. Este tipo de marcacéo

permitiu a visualizacdo de uma matriz extracelular rica em proteoglicanos.
3.1.3 Analise da estabilidade génica

No intuito de verificar o potencial tumorigénico das células tronco
mesenquimais estromais, foram realizadas as analises da atividade da enzima

telomerase e do cariétipo.

3.1.3.1 Atividade da enzima telomerase

A verificagdo da atividade da enzima telomerase foi realizada com

células em 03 passagens distintas: na 42, 8% e 122 A metodologia adotada
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seguiu protocolo do kit TRAPeze® Telomerase Detection Kit, S7700 (Chemicon
International, USA). O procedimento consiste em dois sistemas enziméaticos
utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Na primeira etapa da
reacdo, a telomerase adiciona um numero de repeticdbes teloméricas
(GGTTAG) para a terminacao 3' de um oligonucleotideo de substrato (TS). Na
segunda etapa, o material € amplificado por PCR usando o TS e primer reverso
(RP), gerando uma escada de produtos com base de 6 incrementos a partir de
50 nucleotideos: 50, 56, 62, 68, etc. Utiliza-se um modelo (TSK1) para
amplificacdo de um padrdo interno de 36 pb positivo, 0 que torna possivel
quantificar a atividade da enzima telomerase com mais precisdo e identificar

amostras falso-negativas que contém inibidores de Tag polimerase.

3.1.3.2 Andlise do cariotipo

A obtencdo das metafases cromossdmicas foi obtida por meio de
células em ativo processo de divisdo celular, em culturas com 70% a 80% de
confluéncia. Tratadas com colchicina (10 € g/ mL) em concentra-«o
puL/mL, adicionada diretamente a cultura e incubadas overnight a 37 °C. As
células foram removidas da placa com uso de solucdo de tripsina/EDTA por 3
min a 37 °C, lavadas com tampao PBS 1X, coletadas em tubos cbnicos de
15mL e agrupadas por centrifugagéo a 1200 rpm por 10 min. O sobrenadante
foi descartado e o botédo celular ressuspenso em 5 mL de solugcéo de KCI 0,075
mol/L a 37 °C por 12 min. As células foram fixadas com solucdo de

metanol/acido acético (3:1) e analisadas pela técnica de bandeamento G.

As laminas foram analisadas sob um microscopio 6tico em objetivas de
10x e 100x. Imagens das metafases individuais foram capturadas e
cariotipadas utilizando um sistema automatizado de imagem de citogenética
ASI (Applied Spectraltral Imaging, Printed - Israel), por meio do Software
BAND VIEW® 5.5.
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3.2 Biomaterial
3.2.1 Sintese do Poli (L- a&cido lactico)

A matéria prima para confeccdo do biomaterial foi produzida no
laboratério de Biomateriais da Faculdade de Ciéncias Médicas da Pontificia
Universidade Catolica/ Sorocaba-SP. O PLLA foi produzido a partir da reacdo
do diéster ciclico do L-acido latico (Sigma-EUA) e conduzido pela
polimerizacdo em massa, com adicdo do catalisador Sn(Oct), (Sigma-EUA) em
uma ampola, com razdo entre mondmero/catalisador de aproximadamente
4400. A mistura foi congelada em N liquido, seguida da producdo de vacuo e
imersdo em banho de 6leo (130 °C por 24 h). Posteriormente, o polimero foi
dissolvido em cloroférmio, CHCI3 (Merck-Alemanha), precipitado em metanol,
CH30H (Merck-Alemanha) e seco numa estufa a vacuo a 60 °C por 8 h, como

previamente descrito por Motta A.C. et al, 2006 (76).
3.2.2 Producéo do scaffold

O polimero foi submetido ao processo de eletrofiacdo para producdo de
fibras aleatdrias. Diferentemente de outros processos de eletrofiacdo, neste
projeto as solucdes foram eletrofiadas em outras condi¢des operacionais com
parametros especificos, originando a patente depositada em 13/12/2017
intitulada HAProcesso para obten-«o
me s mo 0 - (n$tilNtB Nacional da Propriedade Industrial, nimero do registro:
BR10201702685).

O equipamento utilizado para a eletrofiagdo consta de uma fonte de alta
tensdo (Testtech) para gerar o campo elétrico. A solucao foi bombeada através
de uma seringa de vidro utilizando uma bomba de infusdo (KD-100, KD-
Scientific). O coletor utilizado foi uma placa metélica aterrada, que forma uma

diferenca de potencial entre a agulha acoplada a seringa e a placa coletora.
3.2.3 Caracterizacao das fibras

As fibras produzidas foram caracterizadas por microscopia eletronica de

varredura (MEV) e por Differential Scanning Calorimetry (DSC). Para as

de

m
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analises de MEV, as amostras foram revestidas com po6 de ouro e observadas

no microscoépio Carls Zeiss modelo EVO MA15.

O DSC é aplicado para monitorar as mudancas das transi¢coes de fase,
sendo uma ferramenta analitica poderosa, capaz de elucidar os fatores que
contribuem para a estabilidade do material (77,78). Righetti et al. 2017 (79)
relata que a técnica de DSC é importante principalmente para avaliar as
propriedades de transicdo dos polimeros, investigando e determinando a
temperatura de transi¢cdo vitrea (Tg). O processo de transicdo vitrea € uma
transicao reversivel em materiais amorfos (ou em regiées amorfas de materiais
semi-cristalinos) entre um estado solido/ duro e um estado mole/ liquido ou de
alta viscosidade. Tg entdo corresponde a uma temperatura inferior a
temperatura de fusdo do polimero (Tm, ou seja, melting temperature) ou
Tf (temperatura de fuséo) para caso de materiais no seu estado cristalino.
Entdo para a realizacdo destas analises, foi utilizado o equipamento DSC 200
F3 Maia - Netzschas e as amostras de PLLA previamente e posteriormente a
eletrofiagdo foram fracionadas com aproximadamente 10 mg. O primeiro
aquecimento foi realizado entre 25 °C e 220 °C. Em seguida, as amostras
foram resfriadas até -50 °C. Finalmente, foi realizado um segundo aquecimento
até 220 °C. As taxas de aquecimento e resfriamento utilizadas foram de 10
°C/min e -30 °C/min respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 ml/min em cadinho de aluminio com
tampa furada. A analise dos resultados utilizou o software Netzsch Proteus
Thermal Analysis 6.0.0 e foram realizadas no Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo de Materiais da Faculdade de Engenharia Mecanica da
Unicamp.

3.3 Ensaios de biocompatibilidade in vitro: cultivo de MSCs-TA nas
fibras de PLLA

A fim de analisar a biocompatibilidade entre as MSCs e o PLLA, foram
realizados ensaios para avaliagcdo da capacidade de adesédo, proliferacéo/

Citotoxicidade e viabilidade das células no biomaterial.


http://www.netzsch-thermal-analysis.com/sp/productos-soluciones/calorimetria-diferencial-de-barrido/dsc-200-f3-maia.html
http://www.netzsch-thermal-analysis.com/sp/productos-soluciones/calorimetria-diferencial-de-barrido/dsc-200-f3-maia.html
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3.3.1 Preparo e esterilizacéo

Para as analises in vitro, a manta produzida foi cortada manualmente
com cortador circular, resultando em estruturas medindo 15 mm de diametro e
1 mm de altura cada. Previamente a serem submetidos ao cultivo celular, os
scaffolds foram esterilizados, colocados em microplaca de 24 pocos,
adicionando a cada poc¢o 500 pL de etanol 70% por 20 min. Apos este periodo,
o etanol foi retirado e os discos foram secos sobre luz U.V. durante 20 min de

exposicao de cada lado.
3.3.2 Cultivo celular

ApoOs a esterilizacdo, os discos de PLLA eletrofiados foram mantidos na
microplaca de 24 pocgos e receberam a suspensao celular em PBS na
concentracdo de 3,0 x 10* células/mm?® Estas células permaneceram nas
estruturas de PLLA por 4 h para melhor aderéncia a superficie, até que
posteriormente foi adicionado 500 pL de solu¢do contendo o meio de cultura
DMEM e soro bovino fetal a 10%. As placas foram entdo acondicionadas em
estufa de 5% CO, a 37 °C por diferentes intervalos de tempo, conforme os

protocolos seguidos para avaliacdo dos diferentes parametros.
3.3.3 Analise de adeséao celular

A aderéncia celular no PLLA foi avaliada por meio da Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). Apés 07 dias de semeadura de células, o PLLA
eletrofiado com células cultivadas foi lavado gentilmente duas vezes com PBS
e fixado em solucédo de Glutaraldeido 2,5% em tampao Cacodilato 0,1 M (100
ml) durante 30 min a 4°C. Em seguida, os discos foram lavados uma vez com
tampdo Tampéao Cacodilato 0,1 M. Esse tampdao foi retirado e a amostra foi
inserida em etanol 70% por 10 min. Posteriormente, o etanol 70% foi
descartado e a amostra secou em temperatura ambiente. Finalmente, as
estruturas foram revestidas com p6 de ouro e, em seguida, observadas em

MEV, pelo microscépio Carls Zeiss modelo EVO MA15.
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3.3.4 Analise de viabilidade celular

A técnica usada para a marcacao das células foi a LIVE/DEAD®, em
que as células viaveis sdo coradas em verde pela calceina, indicativo da
atividade das esterases. As ceélulas mortas adquirem coloragdo vermelha,
devido a perda da integridade da membrana plasmatica.

ApGs 07 dias de incubagéo, o meio de cultura foi descartado e em cada
amostra foram adicionados 2,5 uL de calceina e 10 uL de iodeto de propideo.
ApoOs a adicdo, as amostras foram deixadas por 30 min em temperatura
ambiente para entdo serem lavadas com PBS (Phosphate-Buffered Saline) e

levadas para o microscépio confocal para a obtencdo das fotografias.

3.3.5 Analise de proliferacao celular/ citotoxicidade

A proliferagéo celular foi analisada apés 03, 07 e 14 dias de incubacgéo,
por ensaio de MTT [3 - (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2, 5-difeniltetrazélio brometo, um
tetrazole amarelo]. Esse teste colorimétrico determina capacidade de
proliferacdo em diferentes suportes, conforme descrito por Mosmann et al.
1983 (80), o sal de tetrazolium pode ser metabolizado pelas desidrogenases
presentes nas células metabolicamente ativas, produzindo um metabdlito de
coloracdo roxallilas, o formazan, cuja absorbancia pode ser quantificada por
espectofotometria (leitor de ELISA). O ensaio colorimétrico para células vivas
deve utilizar um substrato incolor que seja modificado para um produto colorido
por qualquer célula viva, menos células mortas ou eritrécitos. A quantidade de
formazan gerada é diretamente proporcional ao nimero de células, numa
populacdo de células homogéneas. Foram realizados 03 testes independentes
com as amostras em triplicata. Apds os tempos de cultivo, o meio de cultivo foi
removido e 0s pogos contendo as amostras foram lavados por 01 vez com
solu-«o tamp«o PBS a 0, 1M. Em segui da, fo
DMEM contendo50e L de s ol u- ang/mld(8igmstETA) ebcada poco
e incubado durante 4 h em estufa de 5% CO, a 37°C. Apés esse periodo, a
solugdo contendo MTT foi substituida por 350 € Lde solucdo de dimetil

sulfoxido (DMSO) para dissolucao dos cristais de formazam formados. Durante
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0 processo de dissolucdo a placa foi submetida a agitacdo constante de 60
rom, em agitador de placas (Low Speed OrbitalShaker, Corning, EUA) por 20
min. Apés este periodo, a solu¢do de cada poco foi transferida para uma nova
placa de 96 pocos para realizacdo da leitura da absorbancia, que foi
mensurada em leitor de microplacas EIx-800-UV (Bio-Tek Instruments, EUA), a
570 nm. Foi utilizado um O6brancobo6,

pelos reagentes utilizados na técnica, e da mesma forma, utilizando-se os
mesmos reagentes e a estrutura de PLLA sem células, a fim de descontar a

absorbancia do préprio material.

3.4 Ensaios in vivo: implante de curativo de PLLA com MSCs em modelo

suino
3.4.1 Animais

Suinos da linhagem Large-White (n=13), machos, estéreis, com
aproximadamente 84 dias de idade e 40 kg, foram utlizados para
experimentacdo animal. Eles foram mantidos sob as condi¢cdes determinadas
pelas diretrizes éticas locais e nacionais (CEUA n° 3857-1), acondicionados no
Biotério do Laboratério de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental - | e I,
FCM/ UNICAMP Em cada jaula com estrado foi mantido um animal, com
fornecimento de agua filtrada e clorada, e alimentacdo sem restricao dietética.
A racdo oferecida foi fabricada pelo pecuarista, utilizando ingredientes
fornecidos pela Cargill (Minnesota, EUA), que oferece assisténcia técnica e
nutricional para producdo da mesma. Dois dias de aclimatagdo antes da
intervencao cirargica foram necessarios para superar as respostas observadas

em suinos ao estresse devido ao transporte.

Os animais foram divididos em 4 grupos, conforme Tabela 3:
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Tabela 3. Diviséo dos animais em grupos.

Classificac&do dos grupos Nimero de animais/ grupo
1 Controle negativo 3
2 Sham 4
3 PLLA + MSCs 3
4 PLLA + MSCs e fio de sutura + MSCs 3

O grupo 01 corresponde a animais normais, saudaveis, que nao foram
submetidos a qualquer procedimento cirdrgico. O grupo 02 corresponde ao
grupo Sham, em que os animais que foram submetidos a resseccédo parcial
traqueal e que receberam o curativo de PLLA sem células cultivadas, pois a
finalidade é avaliar a influéncia das MSCs-TA no processo regenerativo. Neste
grupo, os fios de sutura utilizados também nao continham células aderidas. O
grupo 03 corresponde aos animais que foram submetidos a cirurgia para
resseccao parcial da traqueia e que receberam implante de biocurativo (manta
de PLLA com MSCs-TA cultivadas). Neste grupo também o fio de sutura
utilizado ndo apresentava células aderidas. O grupo 04 € o grupo de animais,
submetidos ao processo de resseccao parcial traqueal que receberam implante

de biocurativo e que foram utilizados fios de sutura com MSCs-TA aderidas.

3.4.2 Cultivo de MSCs- TA nos biocurativos de PLLA

A manta de PLLA foi cortada manualmente medindo 0,5 cm de altura x
0,5 cm de largura (Figura 5). O material foi esterilizado da mesma forma
descrita para os procedimentos in vitro e colocado em microplaca de cultivo
celular de 12 pocos. Cada curativo recebeu a suspensao celular em PBS na
concentracdo de 5 x 10° céls/mm?>. Apés 4 horas, cada amostra recebeu meio
de cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal e as placas

foram acondicionadas em estufa de 5% CO, a 37 °C por 21 dias.
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(A) (B)

Figura 5. Preparo do biocurativo: (A) o biocurativo foi cortado manualmente e (B)
posicionado na microplaca de cultivo de 24 pocos para futuro cultivo celular.

3.4.3 Preparo do fio de sutura com MSCs-TA aderidas

A adeséo celular no fio de sutura foi realizada em filamentos de sutura
de poliglactina (4-0 Poly Vicryl / Poliglactina 910). Foram gotejadas 1x10°
MSCs-TA ressuspensas em PBS em cima de cada fio de sutura e logo em

seguida foi adicionada a cola de fibrina especifica.

A cola de fibrina especifica foi obtida com 20 uL de fibrinogénio, 30 uL
de trombina e 10 uL de cloreto de célcio para ajudar na fixagdo das células. Os
fios de sutura com MSCs-TA aderidas ficaram em meio de cultura durante 24

horas para proliferacao celular (Figura 6).

Figura 6. Placa de Petri contendo o fio cirirgico com as MSCs-TA aderidas, imerso em
meio de cultura, a ser utilizado.
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3.4.4 Lesao: Resseccéo traqueal e implante do biocurativo

O procedimento operatorio foi realizado com os animais submetidos a
anestesia geral com Cloridrato de Cetamina 10 mg/Kg de peso, intramuscular,
e Tiopental Sddico 25 mg/Kg de peso, intravenoso previamente ao implante

Figura 7.

(B)

Figura 7. Preparo cirargico dos animais para: (A) Animal posicionado em decubito dorsal
horizontal na mesa operatéria e (B) Animal com vendclise na veia auricular esq. e
intubagdo translaringea conectado ao mini ventilador mecénico Takaoka modelo 600.

Em decubito dorsal, cada animal foi submetido & uma cervicotomia
transversal. Apos disseccdo por planos, foi realizada a abordagem da parede
anterior da traqueia desde a laringe até o introito toracico, sendo ressecado
uma porcado circunferencial da parede anterior de 0,5 cm de diametro
envolvendo o quarto e o quinto anéis traqueais, conforme mostra a Figura 8

abaixo:
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(A) (B)

Figura 8. (A) Parede traqueal anterior exposta apés disseccdo por planos e (B) resseccédo
circunferencial realizada na parede anterior da traqueia suina.

ApOs resseccdo,o0 biocurativo foi posicionado sobre a lesdo, com a
superficie em que foram depositadas as MSCs-TA voltada para o lumen
traqueal. Para fixacdo do curativo, foram utilizados fio de sutura de poliglactina
(4-0 Poly Vicryl / Poliglactina 910) por meio de pontos separados. Somente no
grupo 4, estes fios de sutura apresentavam MSCs-TA aderidas (Figura 9). ApGs
o término da fixacdo do biocurativo, ocorreu o fechamento da cervicotomia por

planos até a pele.

Figura 9. Fixacdo do biocurativo na lesao.

O animal foi mantido em observacao para recuperacao da anestesia na
sala operatéria e em seguida levado para o biotério. Todos animais receberam
cefazolina sédica 1 g (10 ml) por via intravenosa no pré-operatério imediato e
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apos 24 h do pos-operatorio, bem como dipirona sodica 1 g intramuscular nas

24 e 30 h de pés-operatorio.

3.4.5 Sacrificio dos animais

Apo6s 30 dias do implante, os animais foram submetidos novamente a
anestesia geral com o mesmo padrédo adotado na aplicagdo dos biocurativos e
eutanaziados com o aprofundamento anestésico, utilizando-se Tiopental sédico
25 mg/kg e injecdo de KCI 19,1%. O segmento traqueal desde a laringe até o
introito torcico foi ressecado e a area do implante do biocurativo foi retirada
sendo colocado em formalina 10% tamponada para a realizacao de analises
histopatolégicas (Figura 10).

Figura 10. Imagem da porcéo anterior da traqueia mostrando a face endoluminal onde
pode-se observar o local de implante do biocurativo do grupo 3.

3.4.6 Analises p6s- sacrificio

As amostras foram fixadas em solugdo de formalina 10% por 48 h e
passaram por um processo de descalcificacdo com solucdo de acido nitrico 5%
por 2 h, previamente ao processamento para confeccdo dos blocos
histoldgicos.

A descalcificacdo € um passo essencial rotineiramente realizado para a
observacéo histopatolégica dos tecidos 0sseos e cartilaginosos. Liu et al. 2017
(81) relata que a presenca de sais minerais insoluveis que podem oferecer
resisténcia e dureza aos cortes histolégicos, especialmente quando para
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processamento da amostra é utilizado o micrétomo. No entanto, alguns
processos de descalcificacdo podem induzir a perda de imunorreatividade,
impedindo a analise genuina da amostra. Assim, novos métodos de
descalcificacdo foram desenvolvidos, como por exemplo, protocolos que
incluem acidos inorganicos e organicos, um agente quelante que preservam a
morfologia do tecido e a antigenicidade. Neste estudo o material foi processado

utilizando &acido nitrico 5%, previamente a confec¢éo dos blocos de parafina.

Apés este processo, os blocos histologicos foram confeccionados por
diafanizacdo de inclusdo usando Paraplast Plus (ST. Louis, MO, EUA). Os
materiais foram seccionados no micrétomo rotativo CUT5062 (Slee Mainz,
Mainz, Alemanha) com uma espessura de 5 pm, coletados em laminas
silanizadas. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE),
seguindo o protocolo de coloracdo com HE brevemente descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Coloracdo com hematoxilina e eosina.

Solucéo Tempo
Xilol | 5 min
Xilol 1l 5 min

Alcool | Passagem

Alcool II Passagem

H,O corrente 5 min

. Imn(tirar o excesso de corante
Hematoxilina _
da torneira)

H,O corrente 5 min
Agua amoniacal Passagem
H,O corrente 5 min
Eosina 30s
H,O corrente Trés passagens sucessivas
Alcool Il Passagem
Alcool IV Passagem
Alcool V Passagem
Xilol 1 Passagem
Xilol IV Manter a lamina até a montagem

Montar em meio de montagem (Entellan Merck) com laminula.

e
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As laminas foram analisadas e fotografadas em microscoépio de luz Leica
DM2500 (Leica, Munique, Alemanha) equipado com Céamera DFC295 (Leica,
Munique, Alemanha).

Os cortes histologicos das amostras também foram utilizadas para as
imunomarcag¢des com os antigenos: IL-10, VEGF, MMP-2, MMP-9, COL3A1 e
COL1. A recuperacao antigénica foi realizada por incubacdo dos cortes em
tampao citrato (pH 6.0) a 100 °C em microondas. O bloqueio das peroxidases
endodgenas foi obtido com H,0, (0,3% em metanol) com posterior incubagéo
em solucdo bloqueadora com albumina soro bovino (BSA) 3%, em tampéo
TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, os antigenos IL-
10, VEGF, MMP-2, MMP-9, COL3A1 e COL1 foram localizados por meio dos
anticorpos primarios especificos (Tabela 5), diluidos em BSA 1% e
armazenados overnight a 4 °C. O kit Advance™ HRP (Dako Cytomation Inc.,
EUA) foi usado para deteccdo dos antigenos de acordo com as instru¢des do
fabricante. Apds lavagem com tampéao TBS-T, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario HRP conjugado proveniente do kit Advance™ HRP por 40
minutos e, posteriormente revelados com diaminobenzidina (DAB), contra-
corados com Hematoxilina de Harris e avaliados no fotomicroscépio DM2500

(Leica, Munique, Alemanha).

Para avaliar a intensidade das imunorreatividades dos antigenos, a
porcentagem de células e/ ou elementos fibrilares da matriz extracelular
positivos, trés campos foram examinados para cada anticorpo com aumento de

400x utilizando o software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/). A intensidade da

marcacao foi graduada em uma escala de 0-3, e expressa como 0 (auséncia de
imunorreatividade), 0% de células e/ ou elementos fibrilares da matriz
extracelular positivos; 1 (fraca imunorreatividade), 1-35% de células e/ ou
elementos fibrilares da matriz extracelular positivos; 2 (moderada
imunorreatividade), 36-70% de células e/ ou elementos fibrilares da matriz
extracelular positivos; 3 (intensa imunorreatividade), >70% de células e/ ou

elementos fibrilares da matriz extracelular positivos (modificado de (82)).


https://imagej.nih.gov/ij/
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Tabela 5. Caracteristicas dos Anticorpos Primarios para Imunomarcagéo.

Anticorpos i . .
. Espécie hospedeira Cddigo Fonte
primarios
IL-10 Coelho (policlonal) bs-0698R Bioss, EUA
Camundongo Santa Cruz
VEGF sc-53462 ]
(monoclonal) Biotechnology, EUA
Camundongo
MMP-2 gtx30147 GeneTex, EUA
(monoclonal)
MMP-9 Coelho (policlonal) ab38898 Abcam, EUA
] Santa Cruz
COL3A1 Coelho (policlonal) sc-28888 .
Biotechnology, EUA
Camundongo Santa Cruz
CoL1 sc-293182 .
(monoclonal) Biotechnology, EUA

Para as andlises histologicas da quantificacdo de fibras colagenas,
amostras da traquéia de todos os animais de cada grupo experimental (n=3
animais por grupo), as mesmas utilizadas nas analises histolégicas coradas
com Hematoxilina e Eosina, foram seccionadas com 5 um de espessura no
micrétomo rotativo Slee CUT5062 RM 2165 (Slee Mainz, Mainz, Alemanha),
coletados em laminas silanizadas, corados com Tricrbmico de Masson para a
quantificacdo das fibras colagenas e fotografados no fotomicroscépio Leica
DM2500 (Leica, Munique, Alemanha) equipado com camera DFC295 (Leica,
Munique, Alemanha).

Para a quantificacdo e distribuicdo das fibras colagenas foram utilizados
3 cortes seriados por lamina de cada animal, com aumento de 400X no
fotomicroscopio Leica DM2500 (Leica, Munique, Alemanha) equipado com
camera DFC295 (Leica, Munique, Alemanha). Foram fotomicrografados 5
campos por corte, totalizando 15 campos por animal. A coloracdo por

Tricromico de Masson contrasta as fibras colagenas em verde, sendo assim
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possivel obter sua porcentagem em uma determinada area (96.510 nm?). A
taxa média de fibras colagenas por regido foi obtida por meio da razéo entre a
medida da éarea preenchida por essas fibras pela superficie total das
fotomicrografias (area total de 96.510 nm?). Estas andlises foram realizadas por

meio do software Image J (https://imagej.nih.gov/ij/) (83).

3.5 Analises estatisticas

Os resultados de MTT foram analisados estatisticamente e para
descrever o perfil da amostra segundo as varidveis em estudo foram realizadas
tabelas das estatisticas descritivas com valores de média, desvio padréo,
valores minimo, maximo e mediana. Para comparar as triplicatas e a contagem
das células entre os dias foi utilizada a ANOVA para medidas repetidas. Os
dados foram transformados em postos (ranks) devido a auséncia de
distribuicdo normal. O nivel de significAncia adotado para este estudo foi de
5%.

As andlises histopatol6gicas foram analisadas pelo patologista Prof. Dr.
José Vassallo, do Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de
Ciéncias Médicas/ UNICAMP. Os resultados de imunohistoquimica para o0s
diferentes antigenos foram analisados pelo Prof. Dr. Wagner José Favaro, do
Departamento de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia/
UNICAMP por meio do teste de proporcéo. Para essas analises, erro tipo-1 de

5% foi considerado estatisticamente significante.


https://imagej.nih.gov/ij/
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo das MSCs
4.1.1 Imunofenotipagem das MSCs por Citometria de Fluxo

A analise do Dot-Plot mostrou que as células analisadas apresentaram
homogeneidade quanto ao seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e
possuiam o mesmo perfil de expressdo dos marcadores descritos: CD90
(99,60%+0,25), CD105 (99, 61%), CD73 (97,85%%3,71) e CD29
(99,52%+2,27). Enquanto os marcadores CD34 (0,85%+0,31), CD45
(2,31%+2,79) e HLA-DR (0,96%z0,95) mostraram baixa expressao (Figura 11).

A w e B A
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Figura 11. Imunofenotipagem por citometria de fluxo: (A) Dot-Plot das células e a regido
na qual as MSC se encontram, mostrando caracteristica homogénea dessa populacdo,
(B) painel de histogramas dos marcadores positivos (CD105, CD90, CD29 e CD73) e de
marcadores negativos (HLA-DR, STRO-1, CD45, CD14 e CD34) em vermelho indica o
marcador especifico e em branco esté representado o controle negativo (IgG com fluoro
cromo) e(C) tabela com as medias das porcentagem dos marcadores positivos e
negativos das MSC.

4.1.2 Analise Morfologica

A patrtir do terceiro dia de cultura foi possivel observar células aderidas
na placa de cultura, com morfologia semelhante a fibroblasto, fusiforme,

compativel com células mesenquimais. Na quarta passagem, foi possivel
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observar uma populacdo homogénea com morfologia fibroblastica, citoplasma

extenso e achatado e prolongamentos n&o ramificados (Figura 12).

Figura 12. Morfologia das MSCs na quarta passagem de expanséo, as células aderentes
obtidas de tecido adiposo apresentando morfologia fibroblastéide (aumento de 10x).

4.1.3 Diferenciagéo paralinhagem mesodérmica

Quando estas células foram submetidas aos protocolos de diferenciacao
com meios especificos para as linhagens adipogénica, osteogénica e
condrogénica (linhagem mesodérmica), elas foram capazes de se diferenciar
em adipocitos, ostedcitos e condrdcitos, demonstrando sua multipoténcia
celular e comprovando que realmente sdo células tronco mesenquimais.
(Figura 13).

Figura 13. Diferenciac@o para linhagens mesodérmicas: (A) linhagem adipogénica, (B)
linhagem osteogénica e (C) linhagem condrogénica.

Apés a diferenciacdo adipogénica, as MSCs apresentaram coloracdo
vermelha citoplasmatica nas vesiculas quando submetidas a coloracao com Oil
Red. Elas perderam sua morfologia fibroblastica e adquiriram forma redonda e
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acumulo de lipideos em pequenas vesiculas. As células induzidas para a
linhagem osteogénica alteraram seu formato para células alongadas e
alinhadas, recobrindo toda placa de cultura e em alguns lugares formando
aglomerados celulares. A imagem apresenta regides avermelhadas em volta
das células diferenciadas, as quais se supdem que sejam depdsitos de
minerais provenientes da formacdo de uma matriz extracelular mineralizada,
semelhante a do tecido 0sseo. Apés trés semanas, as MSCs induzidas para
diferenciacéo condrogénica foram coradas com Alcian blue. As células das trés
fontes apresentaram expansdo no tamanho celular com significativo aumento
do citoplasma, tornando-se arredondadas e achatadas. E possivel observar

uma coloracéo celular azulada.

4.2 Andlise da estabilidade génica
4.2.1 Atividade da enzima Telomerase

O resultado da analise da atividade da enzima telomerase apresentou o
padrdo de normalidade com 100% de atividade da telomerase em P4 e o
decréscimo de atividade nas passagens mais tardias, P8 e P12 (Figura 14). As
c®l ulas foram testadas em n rvV(P P8oedPl@r ent es
em relacdo a expressdo da atividade da enzima telomerase por meio de
ArRAP assayo A atividade de telomerase foi detectada utilizando duas bandas
de concentracdes diferentes. O ensaio tem como controles positivos internos
TSR8 e uma linhagem celular como controle positivo. O controle negativo foi
realizado com amostras do mesmo periodo a ser analisado, aquecidas a 85°C,
no intuito de negativar a atividade enzimatica. O tampao de lise CHAPS
também foi utilizado como controle negativo. As MSCs na P4 demonstraram a
presenca de bandas com 56 bp e 50 bp que se relacionaram com uma
atividade de 100%. Houve diminuigéo das bandas no decorrer das passagens,
P8 e P12, com respectiva diminui¢do na atividade de telomerase.
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Figura 14. Atividade da enzima telomerase: (A) Foto das bandas obtidas da analise
atividade enzimética em P4, P8 E P12 por PCR-RT e (B) Gréfico representativo da
atividade enzimatica.

4.2.2 Citogenética

O resultado da andlise de estabilidade cromossémica das MSCs
derivadas de tecido adiposo demonstrou que n&o houve anomalias e o0s

cromossomas se mantiveram estaveis, conforme demonstrado na Figura 15.
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(A)

(B)

Figura 15. Cariétipo (A) MSCs passagem 8 e (B) MSCs passagem 10.

4.3 Biomaterial
4.3.1 Caracterizacao das fibras eletrofiadas

A analise de MEV realizada nestas fibras previamente a incubagdo com
as MSCs-TA demonstrou a formacdo de um emaranhado de fibras aleatorias,
homogéneas e estaveis, com diametros na ordem de 10 € m, uni formi dade
diametro ao longo da fibra e a presenca de nanoporos que contribuem com a

adeséo de células na estrutura (Figura 16).

































































































































