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RESUMO 

A engenharia de tecidos tem despontado como uma estratégia promissora à 

regeneração de tecidos danificados, especialmente quando da associação de 

células-troncoa biomateriais. As características das células-tronco adiposo-

derivadas (CTAD), membro da família das células-tronco mesenquimais, 

tornam estas células uma ferramenta com grande potencial para este 

propósito. Por outro lado, biomateriais podem ser utilizados como substitutos 

artificiais da matriz extracelular, propiciando uma matriz de suporte para as 

células cultivadas in vitro.O objetivo deste trabalho foi investigar os parâmetros 

de aderência e de proliferação de CTAD humanas, caninas e murinas 

associadas a matrizes de biomateriais à base de colágeno, fosfato de cálcio 

eopen-cell poly (L-lactic acid) (OPLA) (BD Biosciences). Tecido adiposo foi 

obtido a partir de pacientes submetidos à lipoaspiração eletiva, cães sadios e 

camundongos da linhagem C57BL/6, respectivamente. O tecido adiposo foi 

submetido à digestão com colagenase e as CTADisoladas foram cultivadas e 

caracterizadas quanto à morfologia, taxa de proliferação e diferenciação e 

imunofenótipo. As células-tronco foram associadas às matrizes, em cultivos 

tridimensionais (3D), entre as passagens 4 e 7. As matrizes foram divididas em 

dois grupos: pré-incubadas em meio de cultivo suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (pre-coating, PC),ou secas (dry, D). Duas concentrações celulares 

foram utilizadas: 104 e 5x104 células/matriz, e cultivos celulares convencionais 

(2D) foram realizados para comparar o índice de proliferação nas condições 2D 

x 3D. A taxa de aderência aos biomateriais foi avaliada pela contagem de 

células não aderidas após incubação de 3 horas. O índice de proliferação das 

CTAD, nas condições 2D e 3D, foi avaliado após 3 dias de incubação através 

do teste MTT. Os resultados mostram que as CTAD das três espécies 

apresentam as características típicas das células-tronco da linhagem 

mesenquimal e aderem preferencialmente aos biomateriais não submetidos à 

pré-incubação (D), naconcentração de 5x104 células/peça. As CTAD humanas 

apresentaram índice de proliferação mais elevado na condição 2D do que na 

condição 3D, enquanto as CTAD caninas e murinas tiveram comportamento 

oposto. Juntos, estes resultados indicam a possibilidade da associação de 
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CTAD de diferentes espécies a biomateriais e a sua utilização em aplicações 

clínicas. 

Palavras-chave: CTAD, biomateriais, colágeno, OPLA, fosfato de cálcio. 
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ABSTRACT 

Tissue engineering has emerged as a promising strategy for regeneration of 

damaged tissues, especially when stem cells are associated to biomaterials. 

The characteristics of adipose-derived stem cells (ADSC), which are a type of 

mesenchymal stem cells, makethem a tool with great therapeutic potential. 

Different types of biomaterials can be used as artificial substitutes of the 

extracellular matrix, providing a support matrix for in vitro cell culture. The 

present study aimed to isolate and characterize human, canine and murine 

ADSC, and toinvestigate the patterns of adhesion and proliferation of these 

cells after association with collagen-based biomaterials, open-cell poly (L-lactic 

acid) (OPLA) and calcium phosphate (BD Biosciences). Adipose tissue was 

obtained from patients undergoing elective liposuction, healthy dogs, and 

C57BL/6 mice, respectively. The tissue was digested with collagenase and the 

isolated ADSC were cultured and characterized for morphology, 

immunophenotype and proliferation and differentiation potential. Cells were 

associated to biomaterials scaffolds, for tridimensional (3D) cultivation, between 

passages 4 and 7. The biomaterials were divided into two groups: one was 

previously pre-incubated with culture medium supplemented with 10% of fetal 

bovine serum (pre-coating, PC), and the other was not (dry, D). Two cell 

concentrations were used, 104 and 5x104 cells/scaffold, and conventional cell 

cultures (2D) were performed to compare the rate of proliferation in 3D x 2D 

systems. The rate of adhesion was assessed by counting the non-adhered cells 

after 3-hour incubation with the scaffolds. The proliferation index of ADSC 

cultivated under 2D conditions was measured after 3-day incubation by the MTT 

assay. The results show that ADSC from the three species present features 

characteristic of mesenchymal stem cells, and adhere more to scaffolds not 

submitted to pre-incubation (D),at the concentration of 5x104 cells/scaffold. 

Human ADSC showed higher proliferation index in 2D condition than in the 3D 

condition, contrary to canine and murine ADSC. Together, these results indicate 

that association of ADSCfrom different species to biomaterials is feasible and 

may be exploited for clinical applications. 

Keywords: ADSC, biomaterials, collagen, OPLA, calcium phosphate. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Células-tronco (CT) 

 Operacionalmente, as células-tronco (CT) são caracterizadas como 

células capazes de se multiplicar por longos períodos, mantendo-se 

indiferenciadas, e capazes ainda de diferenciação, especializando-se,no 

mínimo, em um tecido particular (Nardi e Meirelles, 2006; Csaki et al, 2007). 

 As CT foram descritas inicialmente a partir das células progenitoras do 

sangue. Friedenstein e colaboradores, na década de 1960, identificaram a 

partir da medula óssea de cobaias o que designaram como unidades 

formadoras de colônias de fibroblastos (CFU-F) (referido por Chen et al, 2008). 

Na década de 1980, estas células passaram a ser enfatizadas como 

responsáveis pelo sistema estromal que dava suporte às células-tronco 

hematopoiéticas (Owen, 1985). Caplan, em 1991, sugeriu que estas células 

fossem denominadas como células-tronco mesenquimais (revisado por 

Meirelles e Nardi, 2009). 

 Atualmente, admite-se que reservas de CT são encontradas virtualmente 

em todos os tecidos adultos (Meirelles et al, 2006). Além daquelas descritas na 

medula óssea – células-tronco hematopoéticas (CTH), mesenquimais (CTM) e 

endoteliais (CTE) – as CT também são encontradas em tecidos como a pele, a 

mucosa intestinal, o epitélio olfativo, o cérebro, o fígado, a gordura, a córnea, a 

retina, a polpa dentária, os pulmões, músculos esqueléticos e músculos 

cardíacos (Nardi, 2005; Payushina et al, 2006; Krampera et al, 2006; Meirelles 

et al, 2008, 2009). 

 

1.1.1. Células-tronco mesenquimais (CTM) 

 As CTM compreendem uma classe muito heterogênea de células. São 

células-tronco multipotenciais que, assim como as identificadas inicialmente por 

Friedenstein e colaboradores (referido por Chen et al, 2008; Afanasyev et al, 

2009), são responsáveis pelo suporte à hematopoese e capazes de 
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diferenciação em diversas linhagens celulares – a saber, condrócitos, 

osteócitos, adipócitos e tenócitos. A partir da última década elas passaram a 

ser descritas em vários outros tecidos além da medula óssea (Meirelles et al, 

2006; Orbay et al, 2012). 

 A partir de 2006, a Sociedade Internacional para Terapia Celular propôs 

um conjunto de critérios para definir as CTM humanas: (1) capacidade de 

adesão ao plástico, quando cultivadas; (2) a necessidade da maioria (≥ 95%) 

da população ser positiva para os marcadores de superfície CD105, CD73 e 

CD90 e negativa (≤ 2% positiva) para CD45, CD34, CD14/CD11b, 

CD79α/CD19 e HLA classe II; e (3) a capacidade, sob condições adequadas in 

vitro, de diferenciarem osteoblastos, adipócitos e condrócitos (Horwitz et al, 

2005; Dominici et al, 2006). 

 Atualmente são descritos vários métodos visando o isolamento das CTM 

obtidas a partir de diversos tecidos (Eslaminejad et al, 2009). Vários estudos 

indicam haver diferenças com relação às características dos marcadores de 

superfície (Meirelles e Nardi, 2009).Tais diferenças podem ser parcialmente 

explicadas pela variação nos métodos de cultura e/ou pelo estágio de 

diferenciação das células (Meirelles et al, 2006). Embora não existam 

marcadores específicos para as CTM, a análise de um conjunto de anticorpos 

preferencialmente expressos nestas células, quando expandidas em cultura, 

permite determinar seu perfil imunofenotípico (Boxall e Jones, 2012). 

 Portanto, nem todos os estudos concordam com relação aos critérios de 

identificação específica das CTM. Um dos critérios adotados por vários grupos 

de pesquisa eque melhor descreve as CTM baseia-se na sua capacidade de 

diferenciação in vitroem tecidos ósseo, adiposo e cartilaginoso (Pratheesh et al, 

2011). 

 

1.1.2. Células-tronco adiposo-derivadas (CTAD) 

 No decorrer dos últimos 10 anos foi dada especial atenção a dois 

distintos modelos experimentais in vitro utilizando proliferação e diferenciação 

de adipócitos e secreção de adipocinas: o estudo dos pré-adipócitos, já 
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comprometidos com a linhagem adipocítica; e,a investigação de CT 

multipotentes, que demonstram potencial de diferenciação adipogênica, 

osteogênica e de células musculares (revisado em Moreno-Navarrete e 

Fernández-Real, 2012). Esta população de CTM vem recebendo recentemente 

particular atenção. 

 São CT isoladas a partir de tecido adiposo (células-tronco adiposo-

derivadas, CTAD), um tecido altamente complexo, formado basicamente por 

adipócitos maduros (aproximadamente um terço do compartimento estromal), 

pré-adipócitos, fibroblastos, células T-reguladoras (Treg), macrófagos, células 

de músculo liso vascular e células endoteliais, além de ser povoado por 

monócitos/macrófagos e linfócitos (Zuk et al, 2001; Rodriguez et al, 2005; 

Bunnell et al, 2008; Hernández, 2008; Arrigoni et al, 2009; Golipoor et al, 2010). 

Mais especificamente, tem sido aceito que as CTAD correspondam a células 

multipotentes obtidas a partir da fração vascular-estromal do tecido adiposo 

(Colleoni et al, 2009; Meirelles e Nardi, 2009; Sorrell et al, 2011). 

 A capacidade de diferenciação em várias linhagens demonstrada pelas 

CTAD ocorre pela concorrência de diversos eventos, tais como a coordenação 

de uma complexa rede de fatores de transcrição (PPAR-γ, C/EBP-α e TAF7L) e 

a participação de cofatores em várias vias de sinalização celular. A contribuição 

de fatores epigenéticos, a participação de microRNAs e a cronobiologia 

também demonstram ser mecanismos que desempenham importantes funções 

na regulação da adipogênese (Romao et al, 2011; revisado em Moreno-

Navarrete e Fernández-Real, 2012; Zhou et al, 2013). 

 Esta intrincada rede associativa de elementos resulta num tecido muito 

complexo. Esta heterogeneidade do tecido adiposo se manifesta em diferenças 

observadas nos padrões de comportamento celular. Guilak (2006) relatou que 

CTAD de uma mesma população podem exibir diferentes estágios de 

diferenciação entre si. Isso poderia ser apontado como uma das causas das 

diferenças observadas entre elas quanto à proliferação e à capacidade de 

diferenciação (referido por Chen et al, 2008).Outro estudo comparou as 

diferenças de células de tecido adiposo, visando sua utilização em engenharia 

de tecidos, isoladas a partir de omento e de tecido subcutâneo 
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(Marappagoundar et al, 2010). Além da diferença observada na proporção de 

células hematopoiéticas entre os dois tecidos, também o perfil de expressão de 

marcadores de superfície indicava diferenças entre eles. 

 As CTAD exibem propriedades – aderência ao plástico, expressão 

imunofenotípica específica e capacidade de diferenciação – que as 

correlacionam com as CTM (Zuk, 2010; Witkowska-Zimny e Walenko, 2011). 

Todavia, enquanto as CTAD humanas e murinas já estão relativamente bem 

descritas, a biologia destas células em outras espécies ainda é pouco 

conhecida (Zuk et al, 2002; Strem et al, 2005). Justamente as dúvidas 

subjacentes à sua biologia, por vezes, limitam o seu emprego e sua difusão 

para outras aplicações (Taylor et al, 2007; Spencer et al, 2012). 

 

1.1.3. Aplicações das CTAD 

 As características descritas anteriormente tornam as CTAD células muito 

interessantes em várias frentes de investigação, notadamente na área da 

medicina regenerativa (Caplan, 2009; Pawitan, 2009). Vários estudos têm 

demonstrado sua aplicação como uma estratégia alternativa ao tratamento de 

patologias como a miocardiopatia isquêmica, doença vascular periférica, 

acidente vascular cerebral isquêmico, necrose tubular aguda, retinopatia 

diabética, lesões e transplante de isquemia espinhal traumática (Giordano et al, 

2007; Daley e Scadden, 2008). 

 Na medicina veterinária, as CTAD têm sido empregadas no tratamento 

de lesões ligamentares e tendinosas e patologias articulares em cavalos e 

outras espécies (Black et al, 2007, 2008). Condições ortopédicas em cavalos e 

cães são tratadas com sucesso com CTAD autólogas (Dahlgren, 2006). CTAD 

cultivadas sobre uma matriz de fibrina demonstraram ser eficientes no reparo 

de defeitos osteocondrais de côndilos femorais de coelhos (Nathan et al, 2003). 

Por representarem uma fonte alternativade CT adultas autólogas, as CTAD 

apresentam um valioso potencial clínico para a terapia celular e a engenharia 

de tecidos (Tapp et al, 2009; Raabe et al, 2011; Russo e Parola, 2011). 
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 Dentre as vantagens de sua utilização e a difusão de seu emprego, 

destacam-se: a facilidade com que são obtidas; a coleta baseada em 

procedimentos minimamente invasivos; e a quantidade abundantemente 

disponível (Strem et al, 2005). 

 

1.2. Engenharia de tecidos 

Para alcançar padrões de vida cada vez mais longevos e com mais 

conforto, o homem tem lançado mão de várias estratégias para o auxílio no 

reparo e substituição de órgãos e tecidos acometidos por traumas ou 

patogenias. Neste contexto, a introdução de biomateriais aparece como uma 

real opção (Chan e Mooney, 2008), ao lado de alternativas como autoenxertos 

(Akhyari et al, 2011), aloenxertos (Hu et al, 2007; Wang et al, 2012) e 

xenoenxertos (Zhang et al, 2010). Como resultado da afluência multidisciplinar 

dessas tecnologias, a engenharia de tecidos desponta como uma promissora 

abordagem da medicina regenerativa. Trata-se de uma estratégia que combina 

o cultivo celular convencional bidimensional (2D) e a utilização de biomateriais. 

Pela possibilidade de as células assim mantidas em cultura proliferarem sobre 

uma estrutura tridimensional, estes cultivos são denominados tridimensionais 

(3D). 

Neste cenário, uma ênfase particular está sendo dada aos processos 

bioquímicos subjacentes à função celular. Mecanismos relacionados à 

expansão (Pei et al, 2011), diferenciação (Endres et al, 2003; Cherubino e 

Marra, 2009), sinalização e comunicação celular (Chan e Mooney, 2008; 

Dormer et al, 2010)são alguns dos aspectos envolvidos na sinergia desta 

abordagem. A interação entre os vários componentes que participam deste 

processo também desempenha um papel importante: um exemplo é 

capacidade que as proteínas exibem de modificar a resposta celular na 

interface biomaterial-célula (Nuffer et al, 2010; Tour et al, 2011). 

 

1.2.1. Biomateriais e Cultivos Tridimensionais 
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Biomateriais, de modo geral, são artefatos utilizados em sistemas 

biológicos para aumentar, tratar, ou substituir, total ou parcialmente, órgãos ou 

tecidos. Uma gama muito grande de materiais se presta para esses propósitos 

e muitos deles já são utilizados corriqueiramente na prática clínica (revisado 

por Helsen e Missirlis, 2010). Em uma revisão genérica sobre a utilização de 

biomateriais,Hench (2006) cita aplicações que vão desde implantes(próteses, 

cateteres, shunt) a sistemas de liberação controlada (por ex., liberação 

progressiva de fármacos ou imobilização de enzimas). Aconotação de 

biomaterial aqui utilizada, todavia, é aquela assumida pela engenharia de 

tecidos. 

Uma grande variedade de biomateriais é utilizada, fundamentalmente, 

como substitutos artificiais da matriz extracelular(MEC).A vantagem dos 

cultivos tridimensionais, em relação aos sistemas convencionais de cultura de 

células, é de os biomateriais fornecerem um substrato adesivo que serve como 

uma matriz de suporte físico para culturas de células in vitro (Willerth e 

Sakiyama-Elbert, 2008; Wu et al, 2011). Além disso, os biomateriais servem 

como uma plataforma para o transporte e transplante de células, especialmente 

em intervenções baseadas na terapia celular (Orsi et al, 2007). 

Alguns requerimentos mínimos são essenciais para o sucesso dos 

protocolos, como a manutenção de propriedades bioquímicas, químicas e 

físicas do tecido nativo a ser reparado. A biocompatibilidade, vascularização e 

quimiotaxia são características vitais. Além disso, a estrutura do biomaterial 

deve mimetizar a interação existente entre receptores de superfície celular e 

moléculas da MEC. 

Além destas observações, algumas características físicas das matrizes 

parecem contribuir para a otimização de metodologias, comoas propriedades 

morfológicas adequadas (arquitetura dos poros, tamanho e interconectividade) 

(Machado et al, 2011). 

Alguns materiais comumente utilizados incluem cerâmicas de fosfato de 

cálcio, polímeros (alfa-hidroxi ácidos) e colágeno. Hee e colaboradores (2006) 

examinaram o efeito de dois biomateriais tridimensionais disponíveis 

comercialmente (beta-trifosfato de cálcio ou beta-TCP eopen-cell polylactic acid 
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ou OPLA) quanto ao potencial de diferenciação osteogênica de fibroblastos 

dermais humanos. Os resultados sugerem que as matrizes beta-TCP,às quais 

foram associados os fibroblastos, são melhor adaptadas para aplicações em 

engenharia de tecidos ósseos. 

 

1.2.2. Biomateriais BD Biosciences 

Contribuindo para a oferta de uma variedade maior destes materiais no 

mercado, a BD Biosciences produziu alguns biomateriais. Entre outros, citam-

se aqueles utilizados nos experimentos do presente estudo: matrizes à base de 

fosfato de cálcio, colágeno e OPLA. 

As matrizes de fosfato de cálcio são biocerâmicas naturais à base de 

fosfato de cálcio. Entre outras características físicas, citam-se: tamanho dos 

poros entre 200 e 400µm; capacidade de hidratação de 30µL (por peça); e 

volume de 0,058cm3 (estruturas cilíndricas, 5 mm de diâmetro e 3 mm de 

altura) (descrição do próprio fabricante, BD Bioscience). São recomendados 

para estudos in vitro e in vivoque envolvem o metabolismo ósseo. Todavia, 

cristais de fosfato de cálcio, sob diversas formas,presentes na cartilagem estão 

associados a diversas formas de osteoartrite (Ea et al, 2005; 2008). 

As matrizes à base de colágeno são classificadas como polímeros 

naturais e são obtidos a partir de pele bovina. Compõem-se de uma mistura 

rica de componentes da matriz cartilaginosa. Segundo informações do 

fabricante, algumas das suas características físicas são: tamanho dos poros 

entre 100 e 200µm; capacidade de hidratação de 25µL (por peça); e volume de 

0,054cm3 (cilindro de 4,2-5,2mm de diâmetro e 3,9-4,5mm de altura). 

O OPLA pertence à classe dos polímeros sintéticos. A sua síntese se dá 

a partir do D,D-L,L polylactic acid.Apresenta, dentre outras, características 

físicas tais como: tamanho dos poros entre 100 e 200µm; capacidade de 

hidratação de 30µL (por peça); e volume de 0,054cm3 (cilindro de 4,2-5,2mm 

de diâmetro e 3,9-4,5mm de altura). 
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Apesar da interação destes biomateriais com células-tronco 

mesenquimais ter sido explorada em alguns estudos (revisado por Szpalski et 

al, 2012), uma comparação mais detalhada da capacidade de aderência e 

proliferação de CTAD no conjunto de biomateriais ainda não foi realizada. É 

principalmente importante comparar células animais com células humanas, 

considerando a possibilidade de uso de modelos animais para doenças 

humanas. 
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2. OBJETIVOS 

 

  Visando contribuir para o melhor entendimento sobre a biologia 

das CTAD e seu comportamento em associação com biomateriais, o presente 

trabalho teve como objetivo principal explorar a padronização e caracterização 

de cultivos tridimensionais (3D) dessas células obtidas a partir de cães, 

camundongos e humanos. Os objetivos podem ser detalhados como segue: 

 

 Objetivo 1 - Padronização do isolamento de CTAD apartir das três 

espécies. 

 Objetivo 2 - Caracterização das CTAD quanto à cinética do cultivo 

celular (proliferação), morfologia e capacidade de diferenciação celular 

(adipogênica, condrogênica e osteogênica). 

 Objetivo 3 - Avaliação da interação das CTAD destas três espécies com 

os biomateriais OPLA, fosfato de cálcio e colágeno, determinando-se a taxa de 

aderência e de proliferação das células quando associadas aos biomateriais. 
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4. DISCUSSÃO 

 

A otimização de parâmetros relativos aos procedimentos utilizados nos 

experimentos geralmente faz parte da metodologia dos estudos. Assim sendo, 

no presente estudoinvestigamos aspectos relacionados ao isolamento, 

manutenção e caracterização de CTAD humanas, caninas e murinas. Entre as 

principais propriedades das CTAD, como células da família das CTM, citam-se: 

capacidade de autorrenovação; potencial de diferenciação; secreção de 

mediadores parácrinos e fatores tróficos; quimiotaxia e capacidade de 

migração para regiões de dano e inflamação; potencial de imunomodulação; 

potencial angiogênico (Meirelles e Nardi, 2009). 

Neste estudo, estabelecemos culturas de CTAD isoladas a partir de 

humanos, caninos e murinos. O rendimento do isolamento dessas células 

oscilou entre 2 a 10x105 células/mL de tecido. As células-tronco adiposo-

derivadas de humanos (hCTAD), caninos (cCTAD) e de murinos (mCTAD) 

originaram culturas de células com a morfologia típica das CTM, mantendo o 

aspecto fibroblastóide no decorrer de todas as passagens (Figura 1) (Meirelles 

e Nardi, 2009). Também uma alta taxa de proliferação das CTAD foi 

observada, estando em consonância com a literatura (Payushina et al, 2006; 

Yoshimura et al, 2007). 

Após expansão das CTAD, todas as culturas analisadas foram capazes 

de diferenciar nas linhagens adipogênica, condrogênica e osteogênica (Figura 

1). Após cultivo por 1 semana em meio indutor adipogênico, a revelação do 

corante Oil Red O demonstrou a presença de vacúolos intracelulares de lipídio. 

As células mantidas em meio indutor condrogênico geraram nódulos celulares 

característicos de diferenciação condrogênica. Nas culturas mantidas com meio 

indutor osteogênico foi possível observar grande deposição de matriz de cálcio. 

As células mantidas em meio normal de cultura (controle) não exibiram 

nenhuma das morfologias mencionadas. Estes resultados estão em acordo 

com os dados da literatura, demonstrando coerência na metodologia utilizada 

(Dicker et al, 2005; Dominici et al, 2006; Gaiba et al, 2012). 
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Todas as CTAD cultivadas em meio indutor adipogênico exibiram 

elevada capacidade adipogênica, com células evidenciando vacúolos lipídicos 

já na primeira semana de cultivo. Possivelmente o nicho destas células seja 

uma das explicações para esta propensão (Sakaguchi et al, 2005; revisado por 

Vater et al, 2011). 

A análise dos marcadores de superfície das hCTAD, por citometria de 

fluxo, indicou a presença de CD13, CD44, CD73, CD90 e CD105 e a ausência 

de CD45, CD69, CD117 e HLA-DR (Figura 2A). A expressão do marcador 

CD34 mostrou variação nos resultados, mas não variação com a idade. As 

CTAD murinas exibiram um perfil imunofenotípico negativo para CD11b e 

CD45 e positivo para CD29, CD44 e CD49e (Figura 2B). A expressão de CD90 

variou entre as culturas analisadas. O perfil imunofenotípico das CTAD 

corresponde àquele descrito em estudos anteriores (Shi et al, 2001; Sharifi et 

al, 2012). 

A associação das CTAD aos biomateriais é uma medida da função de 

fatores exercidos pela natureza da interface célula-matriz e as condições de 

pré-tratamento da superfície com a qual as células interagem (Nuffer et al, 

2010; Tour et al, 2011). Curran e colaboradores (2006) sugerem que a 

adsorção de proteínas na superfície sobre a qual as células são cultivadas 

desempenha um papel importante no potencial de diferenciação de CTM 

humanas. Além disso, estímulos externos, tal como a mecânica do ambiente, 

podem intervir ou até mesmo se sobrepor aos sinais presentes na cultura 

(Thorpe et al, 2012).Estas observações reportam aspectosrelevantes 

constantes nos estudos dos cultivos celulares tridimensionais. 

Todas as CTAD demonstraram boa capacidade de adesão aos 

biomateriais testados. Após 3 horas de incubação, em média, 81,3% das 

células permaneciam aderidas àmatriz (Figura 3). 

Na associação das CTAD com os biomateriais, na maior concentração 

avaliada (5x104 células/matriz), a aderência foi, em termos gerais, maior (88%, 

87% e 92%, respectivamente para hCTAD, cCTAD e mCTAD) do que quando 

comparada à menor concentração testada, 104 células/matriz (74%, 77% e 

82%, respectivamente). 
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O potencial de adesão das células aos biomateriais mostrou diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos cujas matrizes foram 

previamente pré-incubadas (PC, pre-coating) ou não (D, dry) com meio de 

cultura normal suplementado com 10% de SFB (Figura 3). De modo geral, a 

pré-incubação das matrizesreduz a capacidade de aderência das CTAD ao 

biomaterial, em relação à condição de associação a seco. Todavia, a 

associação de cCTAD e hCTAD, na menor concentração testada (104 

células/matriz), com o colágeno não mostrou diferenças estatisticamente 

quanto a esta condição de pré-tratamento do biomaterial. 

Na avaliação da proliferação celular, comparamos CTAD associadas aos 

biomateriais (3D, tridimensionais) e CTAD cultivadas em condições 

convencionais de cultura (2D), semeadas na mesma concentração. Para 

células humanas, em ambas as concentrações, o índice de proliferação celular 

foi menor quando as hCTAD eram associadas aosbiomateriais (condição 3D) 

do que quando cultivadas em condições convencionais (2D) (Figura 4). Via de 

regra, as diferenças observadas são estatisticamente significativas, à exceção 

das hCTAD na menor concentração (104 células/matriz) associadas ao OPLA, 

após pré-incubação. Estas diferenças são mais evidentes quando as condições 

de cultivo (2D x 3D) são comparadas na maior concentração (5x104 

células/matriz) (Figura 4B). 

As CTADcaninas associadas ao OPLA e ao fosfato de cálcio 

demonstraram maior índice proliferativo do que aquelas cultivadas em sistemas 

convencionais (2D). Estas diferenças são estatisticamente significativas para 

ambas as concentrações de semeadura inicial (104 e 5x104 células/matriz). As 

cCTAD cultivadas sobre matrizes de colágeno mostraram um comportamento 

oposto: o índice de proliferação das células na condição 3D foi menor do que 

àquele avaliado na condição 2D. 

A taxa de proliferação de CTADmurinas demonstrou ser maior quando 

as células são associadas aos biomateriais (grupos 3D) do que quando 

cultivadas de acordo com o sistema convencional (2D). A diferença é 

estatisticamente significativa para ambas as concentrações. Esta diferença é 
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visivelmente maior quando compara mCTADsemeadas sobre matrizes secas 

(D) (3D-dry) e células mantidas em cultivos 2D. 

Os resultados do presente estudo contribuem para o aporte de dados à 

engenharia de tecidos. Eles mostram que as CTAD das três espécies 

investigadas, quando adequadamente isoladas e expandidas, são capazes de 

adesão e de proliferação quando associadas a biomateriais a base de 

colágeno, de fosfato de cálcio e de OPLA. Desta forma, podem contribuir como 

importante ferramenta para esta nova tecnologia. 

Todavia, a aplicação desta tecnologia dependerá fundamentalmente do 

estabelecimento de protocolos clínicos adequados. Aspectos relativos a 

melhores condições de aderência e de proliferação das células associadas aos 

biomateriais ainda deverão ser melhores explorados. De acordo com os dados 

apresentados acima, a densidade celular parece desempenhar um papel 

importante neste sentido. As condições de pré-tratamento das matrizestambém 

demonstraram exercer influência sobre a associação das células com os 

biomateriais. 

Por fim, as diferenças observadas no comportamento entre as hCTAD, 

cCTAD e mCTAD sugerem que novos estudos possam implementar modelos 

experimentais, baseados em dados específicos, para diferentes espécies. 
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