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RESUMO

A associacdo de matrizes produzidas por electrospinning (ES) e células-tronco tem sido
apontada como uma alternativa promissora na reconstituicdo de tecidos. A associacdo de
moléculas bioativas, tais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em
nanofibras, permite a libertacdo controlada do fator incorporado. Isso pode contribuir para a
migracao e diferenciacdo celular, tomando-se uma opc¢do interessante para a regeneracdo de
tecidos. Neste trabalho foi analisado a influéncia da incorporagdo do VEGF em matrizes de
poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) produzidas por ES. As anélises de adesdo, viabilidade
celular e citotoxicidade dos biomateriais foram realizadas em trés grupos de matrizes: (1)
PLGA/BSA/VEGF, (2) PLGA/BSA, (3) PLGA 13%. As analises fisico-quimicas das matrizes
como morfologia, diametro da fibra, degradabilidade, solvente residual, angulo de contato,
propriedades mecanicas, eficiéncia de incorporacdo e liberacdo controlada do VEGF foram
realizadas. As nanofibras apresentaram superficie lisa sem beads com poros interconectados,
semelhantes a da MEC. Observou-se melhora na adesdo celular nas matrizes
PLGA/BSA/VEGF quando comparadas aos demais grupos. As matrizes foram atdxicas para
as células. Portanto, a associacdo entre matrizes de nanofibras com fatores de crescimento

incomporados e células-tronco pode ser uma estratégia Gtil para a engenharia de tecidos (ET).
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ABSTRACT

The association of matrices produced by electrospinning (ES) and stem cells has been
considered as a promising alternative for the recovery of tissue. The association of bioactive
molecules, such as vascular endothelial growth factor (VEGF) in nanofibres, allows the
controlled release of the incorporated factor. It can contribute to cellular migration and
differentiation, becoming an interesting option for tissue regeneration. In this work, the
influence of VEGF incorporation on a poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) scaffold
produced by ES was analyzed. The analysis of cell adhesion, cell viability and biomaterials
cytotoxicity was carried out in three matrice groups: (1) PLGA/BSA/VEGF; (2) PLGA/BSA,
(3) PLGA 13%. The physical-chemical analysis assessment of morphology, fiber diameter,
residual solvent, degradability, contact angle, mechanical properties, loading efficiency and
controlled release of VEGF were performed. Nanofibres showed smooth surfaces without
beads with interconnected pores, similar to those of ECM. An improvement in cell adhesion
was observed for the matrices of PLGA/BSA/VEGF when compared to the other groups. The
matrices were non toxic for the cells. Therefore, the association between nanofibre matrices

loaded with growth factors and stem cells may be a useful strategy for tissue engineering.
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1.INTRODUCAO

Durante séculos, quando umtecido era lesado porumtrauma mecanico, ou até mesmo
por um processo degenerativo, a Gnica op¢do era a sua remoc¢ado, reduzindo enormemente a
qualidade de vida do paciente. Com o passar do tempo e 0 aumento da expectativa de vida,
tornou-se necessario o desenvolvimento de técnicas que visassem ndo s 0 reparo, mas
também & substituicdo dos tecidos lesados *. Nesse contexto, a engenharia de tecidos (ET)
surge como uma ciéncia multidisciplinar que envolve diversas areas do conhecimento, tais
como as ciéncias da salde, ciéncia dos materiais e a engenharia 2. O conceito fundamental da
ET esta estruturado pela associacéo de trés requisitos bésicos, conforme descritos a seguir. (1)
Terapia celular, na qual as células séo infundidas nos tecidos lesados ou na corrente
circulatoria. Esse procedimento apresenta limitacdes, tais como insuficiéncia na infuséo
celular e difusdo das células pelo organismo, o que impossibilita as mesmas de exercerem as
suas funcgbes no local da lesdo. (2) Agentes bioativos: 0 éxito da terapia celular depende da
participacdo de moléculas de sinalizacao, tais como fatores de crescimento. (3) Utilizacdo de
matrizes como suportes celulares: nesta abordagem, as células séo isoladas a partir de tecidos
vivos e sdo cultivadas sobre matrizes naturais ou sintéticas. Essas matrizes permitem a
permeacdo de nutrientes e eliminacdo de residuos, bem como permitem a localizagdo das
células no sitio da lesdo. O sucesso da ET esta atrelado a vascularizacdo do tecido em
formacdo, fendmeno denominado angiogenése * °. No adulto, o sistema vascular é formado
por uma estrutura altamente organizada e ramificada que € o principal regulador da
homeostase e do transporte de gases e nutrientes. Além disso, é responsavel pela comunicacéo
de orgéos e tecidos e tem um papel importante na diferenciacéo celular ® 7. A sequéncia de
eventos durante a angiogénese inclui a vasodilatacdo através de movimentos das células
endoteliais (CE), acdo de enzimas proteoliticas bem como migracéo e proliferacdo celular,
processos esses controlados principalmente pelas diferentes isoformas do fator de crescimento
endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth Factor - VEGF) 8.

Atualmente, existem diversos tipos de tecidos desenvolvidos in vitro, como por
exemplo, aqueles desenvolvidos a partir de matrizes poliméricas. Suas aplicacdes sdo as mais
variadas na area médica, destacando-se, especialmente, aquelas voltadas a regeneracdo da

pele e cartilagens °.



De um modo geral, a substituicdo de um tecido lesado ou néo funcional, através da
utilizacdo de tecidos desenvolvidos in vitro, requer a formagdo concomitante de novos vasos
sanguineos que sejam capazes de fomecerem o0xigénio e nutrientes para o tecido neoformado
10 Atualmente, vérias estratégias estdo sendo utilizadas com o intuito de aumentar a
vascularizacdo dos implantes utilizados na ET ™, dentre elas podemos destacar a adico de
fatores de crescimento (FC) como VEGF em matrizes poliméricas biocompativeis e
biodegradaveis.

Assim, devido a grande importancia da angiogénese na ET, o presente estudo visou
produzir matrizes poliméricas com VEGF incomporado com o intuito de aumentar a
vascularizacdo do mesmo, contribuindo, deste modo, na construcdo de modelos de liberagédo
controlada que possam ser aplicados em situagdes de regeneracéo tecidual.

Essas matrizes foram utilizadas como suporte para o cultivo celular de células-tronco,
que apresentam enorme potencial de diferenciacdo em diferentes tipos de tecidos, formando
umsistema que contempla todos os requisitos da ET: componente celular, presenca de fatores
de crescimento e o suporte de crescimento para as células. Todos os diferentes componentes
foram avaliados isoladamente e também em conjunto. Diferentes anéalises biolégicas das
células-tronco, propriedades fisico-quimicas do biomaterial, assim como a influéncia do fator

de crescimento (VEGF) sobre a adeséo e viabilidade celular foram avaliadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CELULAS-TRONCO

A terapia celular com base no uso das células-tronco (CTs) apresenta uma grande
vantagem, pois faz uso de células indiferenciadas, que apresentam capacidade de auto-
renovacdo, proliferacdo e diferenciacdo. As CTs sdo reconhecidas pela sua plasticidade, sendo
capazes de se diferenciar em diversos tipos celulares com diferentes fungées 2.

As células-tronco podem ser divididas em células-tronco embrionarias (CTES), obtidas
a partir do embrido de até cinco dias, e células-tronco adultas (CTAS), que sdo obtidas a partir
de 6rgdos ja formados do organismo . As CTEs contidas no embrido de até trés dias sdo
totipotentes, enquanto que as CTESs da massa interna dos blastocistos, embrido de 4 e 5 dias,
sdo consideradas pluripotentes. As CTEs sdo capazes de gerar todos os tipos celulares
encontrados no organismo humano. Embora, a potencialidade das CTE seja considerada um
recurso atraente para a terapia celular, a utilizacdo das mesmas é limitada devido a problemas
de regulaco celular e implicacdes éticas ** > . Em contrapartida, as CTAs s&0 uma opgéo
promissora para ensaios clinicos, devido ao fato de serem obtidas a partir de varias fontes e

serem facilmente cultivadas e expandidas in vitro '

. Além disso, sdo celulas mais
amplamente estudadas e, portanto, mais seguras para uso clinico, bem como nédo apresentam
problemas éticos relacionados a sua utilizagdo *.

As células-tronco mesequimais séo células adultas, que foram inicialmente descritas
por Friedenstein e colaboradores, na década de 70 ** '8, O grupo observou a existéncia de
células ndo fagociticas, ndo hematopoéticas, com morfologia semelhante a fibroblastos que,
quando cultivadas in vitro, apresentavam aderéncia a plastico sendo capazes de se diferenciar
em osteoblastos e adipdcitos. Essas células foram denominadas Unidades Formadoras de
Colbnia de Fibroblastos (CFU-F). Desde entdo, as mesmas vém sendo extensivamente
estudadas e apresentaram diversas modificagdes na sua nomenclatura, até que em 1991,
Caplan propds a nomeclatura Células-tronco Mesenquimais (CTMs) 8.

As CTMs foram inicialmente encontradas na medula 0ssea, as mesmas S&o
consideradas multipotentes com capacidade de auto-renovacéo e diferenciagdo *° podem ser

cultivadas e expandidas in vitro a partir de véarios tecidos do organismo, sendo encontradas na
medula 6ssea, tecido adiposo, corddo umbilical, polpa dentéria, entre outros tecidos 2212219,
As CTMs sédo reconhecidas pela sua plasticidade sendo capazes de se diferenciarem em
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condroblastos, osteoblastos, adipdcitos 192324 Além disso, h4 um grande interesse no uso
dessas células para transplantes, pois as mesmas possuem propriedades supressoras de células
T, envolvidas na resposta imunolégica e rejeicdo aos enxertos. Atualmente, existem diversos
estudos que comprovam a atividade imunomodulatéria dessas células °.

A International Society for Celular Therapy especificou trés propriedades que devem
ser evidenciadas para que as células sejam designadas como CTMs: (1) isolamento por
aderéncia em plasticos e proliferacdo in vitro; (2) diferenciagdo in vitro nas trés linhagens
mesenquimais - osteoblastos, adipdcitos e condroblastos; (3) perfil imunofenotipico positivo
para os antigenos CD73, CD90 e CD105, e negativo para CD11b, CD14, CD19, CD34,
CD45ou CD79 e HLA-DR *"#1:26,

Entre as fungbes das CTMs, esta o fato dessa populacao celular representar uma fracdo
de reserva celular para a manutencdo e reparo de tecidos. Elas permanecem nos tecidos em
um estado quiescente até serem ativadas por mediadores de lesdo ou por processos naturais de
senescéncia 2’. Devido ao fato de serem facilmente isoladas, expandidas com alta eficiéncia e
ainda apresentarem grande capacidade de diferenciacdo em varios tipos celulares, essas

células tém sido amplamente empregadas na medicina regenerativa e engenharia tecidual *®

28

2.1.1 Células-tronco derivadas de tecido adiposo/Adipose-Derived Stem Cells —
ADSCs

As células-tronco derivadas de tecido adiposo (Adipose-Derived Stem Cells — ADSCs)

foram descritas por Zuk e colaboradores em 2001 e desde entdo esta fonte alternativa de
CTMs tem sido amplamente estudada devido a facilidade de obtencdo e a possibilidade de
extracdo de grandes volumes de tecido %°-3°.

O tecido adiposo é constituido por um grupo celular bastante heterogéneo, tais como
adipocitos maduros, pré-adipocitos, fibroblastos, células musculares lisas, células endoteliais
e também pela fracdo estromal vascular (FEV) 8 3°. Adip6citos maduros constituem cerca de
20 a 30% de todas as células totais do tecido adiposo intacto. A FEV corresponde as ADSCs
obtidas logo apds o isolamento por tratamento enzimatico com colagenase. Esse termo foi
utilizado por razbes técnicas e so deve ser empregado para designar as CTMs anteriores ao

cultivo e expanséo in vitro. A FEV corresponde a cerca de 30 a 40% do total de células do



tecido adiposo, o que justifica o grande namero celular e a facilidade de expansdo dessas
células logo apds o isolamento 8.

Assim como a medula 6ssea (MO), o tecido adiposo é de origem mesenquimal, fato
que explicaria a presenca de CTMs no mesmo > 3. Além disso, as ADSCs também s&o
capazes de se diferenciar em adipdcitos, condroblastos e osteoblastos quando submetidos a
condicBes apropriadas demonstrando a alta plasticidade desse tipo celular 2%:29:31:32,

Embora as ADSCs e as CTMs-MO compartilhem muitas caracteristicas biologicas,
existemalgumas diferencas entre as populacdes. As ADSCs sdo consideradas geneticamente e
morfologicamente mais estaveis em cultura celular porum periodo mais prolongado, exibindo
baixo potencial de senescéncia e maior potencial de proliferacdo quando comparadas com as
CTMs-MO 8. Ainda, alguns estudos demonstram diferencas moleculares entre as ADSCs e
CTMs-MO, embora o perfil de expressdao de genes e proteinas de superficie seja muito

semelhante *.

2.2 BIOMATERIAIS

Existem diversas definicdes para o termo biomateriais, sendo mais tradicionalmente
conhecido como material ndo vivo utilizado como um dispositivo meédico. Uma definigdo
aplicada ao contexto deste trabalho é a que o considera como um material criado com o
intuito de controlar o ambiente celular e tecidual **.

Atualmente, diversos tipos de biomateriais vém sendo empregados para a regeneragdo
tecidual. Esses materiais podem ser classificados em temporarios ou permanentes 2 e
desenvolvidos a partir de substancias naturais ou sintéticas * %°. Dentre a categoria dos
biomateriais temporarios e sintéticos, os polimeros biocompativeis e biodegradaveis sdo 0s
materiais preferencialmente utilizados na medicina regenerativa % *. Aplicagdes clinicas com
materiais biodegraddveis apresentam uma grande vantagem quando comparadas com
materiais permanentes, pois a medida que o novo tecido vai sendo formado o polimero vai se
degradando, logo néo ocorre a necessidade de uma nova cirurgia para a retirada do
biomaterial *°.

A producdo de polimeros sintéticos € mais padronizada e consequentemente esses
polimeros apresentam menor variacdo de caracteristicas estruturais. Os polimeros naturais,
por sua vez, apresentam uma maior variacdo na sua producdo devido a sua estrutura e

composico quimica mais complexa 3°.



Ainda, é possivel destacar o fato de que polimeros sintéticos sdo mais facilmente
produzidos em grande escala e também eliminam a possibilidade de serem vetores de virus e
prions exdgenos sendo, deste modo, mais seguros para a utilizacdo na engenharia de tecidos®
%5 Em contrapartida, os polimeros sintéticos, geralmente, possibilitam uma menor ades&o
celular quando comparados com os polimeros naturais, visto que ndo apresentam alguns
grupos funcionais responsaveis pela interacéo celular com o biomaterial 3¢

A selecdo do biomaterial empregado na ET deve atender a algumas caracteristicas
fundamentais para o sucesso desta abordagem. O biomaterial deve ser biocompativel e
biodegradéavel, com cinética de degradacdo adequada de acordo com o local onde se quer
regenerar. Além disso, deve apresentar arquitetura tridimensional (3D) que mimetize a matriz
extra-celular (MEC), sendo capaz de suportar a adesdo e a proliferagdo celular, facilitando o
contato entre as células *" 8. A presenca de poros interconectados também é de suma
importancia, uma vez que permite o eficiente transporte de nutrientes e metabélitos 3°. As
propriedades mecanicas dos biomateriais empregados devem ser semelhantes ao tecido
original respeitando sua integridade e funcionalidade, permitindo um eficiente contato entre
as células e seu meio ambiente *°.

Assim, para que 0 biomaterial recrie esse microambiente favoravel para o
desenvolvimento de tecidos é importante que se avalie ndo somente a biocompatibilidade,
mas também suas propriedades fisico-quimicas e biologicas **.

Diversos polimeros sintéticos biodegradaveis vém sendo utilizados como matrizes na
engenharia de tecidos, sendo que os mais empregados séo os poliésteres poli(L-acido latico)
(PLLA), o poli(D-acido latico) (PDLA), o poli(DL-acido latico) (PDLLA), o poli(acido
glicdlico) (PGA), poli etilenoglicol (PEG) e seus derivados, entre outros “°. Em geral os
poliésteres apresentam degradacdo por hidrélise. Inicialmente, ocorre difusdo pelas regides
amorfas do polimero e quebra das ligaghes ésteres mais suscetiveis e posteriormente a
degradacéo das regides amorfas, através da quebra das ligacdes ésteres da porcéo cristalina®™.

Atualmente, existem diversas técnicas para producdo de matrizes de acordo com e
espessura desejada, aplicagdo e a caracteristica do polimero “?. Dentre essas metodologias,
destaca-se o electrospinning, prototipagem e foaming que séo capazes de gerar suportes
celulares com morfologias porosas que facilitam a adesdo e proliferacdo das células para a
formacéo dos tecidos 3.



2.2.1 PLGA - poli(acido lactico-co-glicélico)

O polimero PLGA tem gerado grande interesse na area de bioengenharia devido a sua
excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade e sua resisténcia mecanica “*. Durante a
década de 60 e inicio dos anos 70, esse polimero foi extensivamente estudado como fonte
para a producdo de suturas e fibras. Desde entdo, vem sendo utilizado em uma ampla gama de
aplicagcbes farmacéuticas e biomédicas. Vérios dispositivos poliméricos, tais como
microesferas, microcapsulas, nanoparticulas, nanofibras, implantes, filmes, entre outros, ja
foram fabricadas a partir deste polimero #3 .

O PLGA também tem sido relatado como um 6timo polimero para a fabricacdo de
dispositivos de liberacdo controlada de agentes ativos como peptideos, proteinas, vacinas e
micromoléculas *°, sendo alguns j4 aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) 3.

Esse polimero pode ser sintetizado a partir de reacdo de policondensacdo ou através da
polimerizagdo por abertura do anel dos seus respectivos mondmeros ciclicos *. Os
copolimeros de PLGA (Figura 1) preparados a partir de PLLA e PGA sdo cristalinos,
enquanto os formados a partir de PDLLA e PGA sdo amorfos **. O PLA poli(acido lactico)
pode existir em duas formas: a forma estereoregular poli(L-&cido lactico) — (PLLA) ou a
forma racémica poli(D,L-acido lactico) — (PDLA). O PLLA é semicristalino, devido a elevada
regularidade das suas cadeias, enquanto que o PDLA é um polimero amorfo, devido a
irregularidade estrutural das suas cadeias. O poliglicdlico (PGA) € altamente cristalino, pois o

mesmo ndo possui 0s grupos laterais metilicos do PLA **.

0
0 H
HO 0
m n
O
EH3

Figura 1. Estrutura quimica do polimero poli(acido lactico-co-glicélico) — PLGA®.



2.3 ELECTROSPINNING

A técnica de electrospinning (ES) ganhou notoriedade devido a sua capacidade de
produzir fibras em escala nanométrica, podendo ser empregada em diversas aplicacdes,
incluindo a engenharia de tecidos 2. A mesma vem sendo amplamente estudada na Gltima
década, ndo somente devido a sua grande versatilidade na producdo de fibras, mas
principalmente pela sua capacidade de formar fibras que variam de 2 nm até vaérios
micro metros, o que é dificil de ser obtido através de outras tecnologias *.

Esse método funciona pelo principio eletrostatico, no qual sdo processadas solugdes
poliméricas produzidas a partir de diversos solventes e polimeros. A solucédo polimérica é
colocada no aparato de ES por uma seringa, que é submetida a uma diferenca de voltagem
elétrica. Nesse processo, quando atensdo é aplicada na ponta da agulha, a solucéo polimérica
forma um jato de material fluido que €é acelerado e estirado, através de um campo elétrico. A
medida que o solvente vai evaporando, as fibras formadas v&o sendo coletadas em uma placa

metalica 4% 47

(Figura 2). Na figura 3 observa-se o aparato de electrospinning do laboratério de
Hematologia e Células-tronco da Faculdade de Farmécia da UFRGS, sendo o mesmo
utilizado para a producdo das matrizes poliméricas desenvolvidas no presente estudo.

As nanofibras produzidas por ES oferecem inlmeras vantagens, tais como alta razdo
superficie/volume, porosidade ajustavel e grande flexibilidade. Alem disso, ha apossibilidade
de controlar a composicao das nanofibras a fim de alcancar os resultados desejados de acordo
com as suas propriedades e funcionalidades. A técnica de ES tem sido amplamente utilizada
emdiferentes aplicacdes tais como naproducéo de sensores 6ticos e quimicos, industria téxtil
e também engenharia de tecidos. No caso da ET, hé interesse em explorar essa técnica para a
fabricacdo de suportes celulares, uma vez que, por esse método, as fibras produzidas
mimetizam a estrutura da MEC em termos de variabilidade de diametros de fibras, topografia

e textura %48
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Figura 2. Representacdo esquemdtica do Figura 3. Aparato de electrospinning
aparato de Electrospinning (adaptado de (Laboratério de Células-tronco e

Ziabari e colaboradores)*? Hematologia da Faculdade de Farmacia —
UFRGS)

2.4 MATRIZES DE NANOFRIBRAS NA ENGENHARIADE TECIDOS

O uso de matrizes de nanofibras para a engenharia de tecidos € uma ferramenta
promissora, que pode ser utilizada como suporte para o crescimento das células-tronco .
Diversos tipos celulares, tais como células-tronco mesenquimais, neurais, queratindcitos,
condrdcitos, osteoblastos, entre outros, vém sendo testados com sucesso de cultivo sobre as
matrizes produzidas por ES®°.

Além disso, as matrizes de nanofibras apresentam semelhanca morfologica, em
estrutura e dimensdes, com as fibras de colageno da MEC, sdo facilmente produzidas e
quando utilizadas com polimeros biocompativeis e biodegradaveis, ndo apresentam problemas
referentes a rejeicdo em casos de transplantes %5253,

A MEC é um componente estrutural do nicho celular, tendo a sua estrutura bésica
formada por uma rede de nanofibras de colageno, nas quais glicoproteinas, fatores de
crescimento e proteoglicanos encontram-se aderidas > °* *°. In vivo, as células-tronco estéo
dispersas em uma configuracéo tridimensional por toda essa estrutura 5.

A MEC ndo serve apenas para ancorar as células do organismo, mas também atua

regulando as fungBes celulares, tais como a migracdo e proliferacdo, modulacéo e transducéo
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de sinais de fatores de crescimento e citocinas. Devido as propriedades versateis da MEC,
diversos tecidos descelularizados temsido amplamente explorados na medicina regenerativa.
Porém, a escassez de orgdos disponiveis para a sua utilizacdo, aliado a possiveis problemas de
rejeicdo, sdo fatores limitantes dessa alternativa *°. Ainda, as matrizes de nanofibras quando
comparadas com materiais densos, apresentam uma maior &rea de superficie, 0 que ajuda no
reconhecimento celular e, portanto, favorece uma maior adeséo e migracio das células .
Outra importante vantagem dessa altemativa esta no fato das matrizes de nanofibras
permitirem a localizacdo do implante celular, assegurando sua correta distribuicdo no tecido -
alvo. O ideal é que se proporcione maior contato das CTs no tecido a ser regenerado, bem
como melhorar a sua capacidade proliferativa no local certo da lesdo, evitando que as células

migrem para outros locais, carregadas pela corrente circulatoria *°.

2.5 INCORPORACAO DE FATORES DE CRESCIMENTO EM MATRIZES
DE NANOFIBRAS

Comumente, a ET utiliza a combinacdo de células, matrizes biodegradaveis e fatores
de crescimento para mimetizar 0s processos naturais de regeneracdo tecidual. Diversas
estratégias vém sendo desenvolvidas para a combinacéo destes 3 fatores para utilizagdo na
ET: (1) semeadura de células diretamente sobre matrizes poliméricas e (2) matrizes acelulares
contendo fatores de crescimento que, ao serem liberados no local da lesdo, irdo recrutar
células progenitoras para os tecidos lesados *'.

Atualmente, ha uma tendéncia para a unido dessas duas abordagens. Acredita-se que a
medida que os FC contidos nas matrizes sdo liberados, os mesmos possam induzir a
proliferacdo e a diferenciacdo das células durante o periodo de cultivo celular in vitro,

incentivando a formacdo de um novo tecido quando implantado in vivo. Além disso, ap0s o
implante, as matrizes continuam a liberar fatores de crescimento o que causa um aumento na
resposta fisiolégica e, por conseguinte, contribiu para umaumento na regeneragéo do tecido®’.
Existem diversas estratégias para a incorporacdo de fatores de crescimento nas
matrizes produzidas por electrospinning. Dentre as diversas abordagens descritas na literatura
podemos destacar: (1) Adsor¢do fisica: a matriz, depois de produzida, é mergulhada em uma
solucdo aquosa contendo o agente bioativo. Essa estratégia apresenta grandes limitacdes, uma
vez que dificilmente os FC ligam-se as matrizes. Desse modo, ndo ha& como garantir a
eficiéncia da técnica. (2) Incorporacdo do FC através de emulsdes: na literatura o termo
10



“emulsao de electrospinning” ¢ caracterizado pela mistura de uma suspensdo de biomoléculas
em uma solucdo polimérica, seja essa mistura feita por processos mecanicos, tais como ultra-
sonicacdo, ou por homogenizagdo convencional, ou ainda pela adicdo de um tensoativo.
Nesse contexto, a idéia de emulsificacdo parte do principio de misturar duas fases
independentemente de como esse processo sera realizado. Nessa abordagem, as moléculas

bioativas encontram-se dispersas por toda a fibra e ndo somente na superficie, permitindo
assim perfis de liberagdo mais controlados do que a adsorcdo fisica °’. (3) Electrospinning

coaxial: esta € uma variacdo da técnica principal, naqual duas solugdes (solucdo polimérica e
solucdo contendo o FC) sdo simultaneamente submetidas ao processo de electrospinning,
através de duas seringas acopladas *®. Nesta técnica a solucéo contendo o FC passa por dentro
da solucdo polimérica, que forma a camada externa da nanofibra. O processo é descrito como
promissor para a incorporacdo de drogas e fatores de crescimento. Esse método garante que o
agente incorporado fique no interior das fibras formando o que é chamado de nanofibras do
tipo casca-nlcleo, na qual o agente bioativo fica encapsulado no ntcleo das nanofibras °’.
Embora tenha um grande potencial para a incorporacdo de agentes bioativos estd técnica
apresenta a desvantagem de ser um procedimento bastante complexo o que dificulta a sua

execucdo .

26 FATORES DE CRESCIMENTO E O FATOR DE CRESCIMENTO
ENDOTELIAL VASCULAR

A regeracdo tecidual requer a transferéncia de uma grande quantidade de informagdes
entre as diferentes populacdes celulares, tecidos e drgdos. Nesse contexto, os fatores de
crescimento (FC), desempenham um papel importante, pois sdo responsaveis pela
comunicacdo e interagdo dos 6rgdos e tecidos *°. Os FC sdo polipeptidios que modulam a
atividade celular, incluindo proliferacéo, diferenciacdo, migragdo, adesdo e expressdo génica
9 Os FC se ligam a receptores especificos na superficie celular °”* *. A concentracdo, a
identidade quimica e a duragdo da resposta desses fatores é que irdo determinar o destino da
célula durante o processo de diferenciacéo *°.

A via de administracdo dos FC é um fator crucial para a utilizagdo na medicina
regenerativa. A administracdo sistémica através da via transdérmica é considerada bastante
restrita devido ao elevado tamanho dos FC. A via oral, por sua vez, € ineficiente devido a
baixa absorcdo dos FC e degradacdo do mesmo no trato-gastrointestinal. A administragéo
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endovenosa tem sido utilizada com frequéncia. Porém, muitas vezes, os FC ndo chegam ao
tecido-alvo, difundindo-se pela corrente circulatéria *°. Os dados demonstram que 24 horas
apos a infusdo intracoronariana, menos de 0,1% do fator de crescimento permaneceu retido no
tecido-alvo *°.

Assim, para promover o efeito regenerativo, o tecido deve ficar exposto as proteinas
enddgenas por um periodo de tempo consideravel que varia de dias até semanas *°. Nesse
sentido, as matrizes poliméricas tomam-se um bom veiculo para a disponibilizacdo adequada
de diferentes FC, uma vez que propiciam um maior contato das células com o local a ser
regenerado. Além disso, as matrizes ajudam a promover uma liberagdo lenta e controlada do
principio ativo, & medida que a matriz de nanofibras vai se degradando >. Nesse contexto, o
ideal na ET é a obtencdo de uma matriz que ndo s6 mimetize a topografia e constituicdo da
MEC, mas que também tenha uma bioatividade aumentada. Assim, a integracdo de FC as
matrizes, permite uma melhor modulacdo dos processos de migracdo, proliferacdo e
diferenciaco celular .

A familia do gene VEGF é constituida por varios membros incluindo o VEGF-A, B,
C, D e PIGF. O VEGF-A é 0o membro mais bem caracterizado sendo descrito como uma
gliproteina homodimérica de 23 Kda. Até o momento, ha, pelo menos, sete isoformas do
VEGF-A descritas. As isoformas mais comuns s8o 0 VEGF121, VEGFi1g9 € 0 VEGF155, sendo
esta (tlima a de maior circulacdo e tambéma mais mitogénica °°!. Esse fator de crescimento
é um dos principais reguladores da angiogénese promovendo proliferagdo, mitogénese,
migragdo e diferenciacdo das células endoteliais, atuando também diretamente no aumento da
permeabilidade vascular & .

A angiogénese ¢ definida como a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de
vascularizacdo pré-existente, sendo um evento essencial para o desenvolvimento normal e a
homeostase dos tecidos’ ®°°. Em condic6es fisiologicas, esse fator atua na embriogénese, no
desenvolvimento tecidual, na ovulagdo, na formacdo do corpo luteo e no processo de

cicatrizacdo & .

Além disso, diversas condicOes patologicas sdo caracterizadas por
angiogénese excessiva ou insuficiente. As mais conhecidas sdo doengas com angiogénese
excessiva como é o caso de cancer, artrite, doencas infecciosas e auto-imunes, entre outras.
Dentre as doencas com angiogénese diminuida, destacam-se a diabetes, acidente vascular
cerebral, osteoporose e doencas isquémicas do coracio .

O VEGF foi inicialmente chamado de fator de permeabilidade vascular (VPF) devido
a sua capacidade de regular a permeabilidade vascular das proteinas plasmaticas e do plasma
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8.0 posteriormente, foi descrito como VEGF devido & descoberta de que 0o mesmo era um
fator mit6geno das células endoteliais °2.

As terapias atuais para a regeneracdo de tecidos dependem da disponibilidade de uma
série de fatores de crescimento, tais como o VEGF. Entretanto, os ensaios clinicos que visam
promover a angiogénese e, consequentemente, o reparo tecidual, apresentam resultados
limitados, devido a instabilidade dos fatores, aliado a falhas na via de administracdo dos
mesmos no local da lesdo. Assim, o uso de matrizes poliméricas biodegradaveis, representa
uma boa abordagem para a tentativa de disponibilizar o VEGF no local onde se espera que a

regeneragdo ocorra 3.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de matrizes de nanofibras produzidas por electrospinning de

emulsdo, comou semo VEGF;¢s5 incorporado, servirem como biomaterial para o crescimento

de células-tronco para uso na engenharia de tecidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Isolar, cultivar e caracterizar as ADSCs obtidas a partir de produto de
lipoaspirado;

o Desenvolver matrizes de PLGA através da técnica de electrospinning de
emulséo;

o Caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos biomateriais produzidas por
electrospinning de emulséo, tais como morfologia, diametro das fibras, angulo de contato,
teor residual de solventes, propriedades mecénicas e degradabilidade;

o Avaliar as propriedades bioldgicas dos biomateriais produzidas por
electrospinning de emulsdo, através das andlises de adesdo, viabilidade e citotoxicidade

com células-tronco cultivadas nos biomateriais desenvolvidos;

o Incorporar o VEGF ao biomaterial produzido por electrospinning de emulséo e
avaliar a sua eficiéncia de incorporacgéo;

o Avaliar a cinética de liberacdo do VEGF a partir das nanofibras;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

A metodologia detalhada para obtencdo e cultivo das células-tronco mesenquimais
encontra-se disponivel no anexo |.

42 CARACTERIZACAO DAS ADSCs COMO CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS (ANEXO I1)

A metodologia detalhada para caracterizagdo das ADSCs como ceélulas-tronco
mesenquimais encontra-se disponivel no anexo II.

4.3 PRODUCAO DE NANOFIBRAS PELA TECNICA DE
ELECTROSPINNING

Dois tipos de matrizes com emulsdo foram produzidos: (1) PLGA/BSA/VEGF e (2)
PLGA/BSA. A matriz de PLGA/BSA/VEGF foi desenvolvida a partir de emulsdo composta
de uma fase orgénica constituida de PLGA 15% (mVym), 0,2 % de Span-80 e 1,1,1,3,3,3-
hexafluor-2-propanol (HFIP) (Sigma-Aldrich®) e de uma fase aquosa constituida de tampé&o
PBS, 0,1 % de Albumina Bovina (BSA), sendo adicionado 1 pug de VEGF para as matrizes de
PLGA/BSA/VEGF. De acordo comdados da literatura, a concentracéo utilizada de FC para a
incorporacdo em matrizes de nanofibras varia de 1 ug a 5 pg. Desse modo, no presente
estudo, utilizou-se a concentracao de 1 ug de VEGF em 2g de solugdo polimérica sendo esta
solucdo submetida ao processo de electrospinning. A proteina BSA foi utilizada na matriz
contendo VEGF, a fim de estabilizar o FC quando em contato com o solvente organico. A
matriz de PLGA/BSA foi constituida da mesma forma que a matriz do primeiro grupo, com
excecdo da presenca de VEGF, sendo, portanto, utilizada como controle do primeiro grupo.
Ainda foi utilizado um terceiro grupo de matriz, também considerada controle, produzida a
partir de solucéo polimérica 13% (m/m) utilizando o solvente HFIP, matriz essa denominada
PLGA 13%.

As respectivas solugdes poliméricas foram posicionadas entre eletrodos, 0s quais
foram ligados a alta tensdo. A tensdo utilizada para a solucdo de PLGA/BSA/VEGF e
PLGA/BSA foi de 18 kV, sendo aplicado 16kV no eletrodo positivo e 2kV no eletrodo
negativo a uma distancia de 20 cmda placa coletora, utilizando agulha de didmetro interno de
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0,80 mm e vazio de 0,28 mL.h™ . Para a solucéo de PLGA 13% utilizou-se uma tenséo de 14
kV no eletrodo positivo e 2 kV no eletrodo negativo, utilizando agulha de diametro intemo
de 0,80 mm, com vazio de 0,28 mL.h"*e distancia de 15 cm entre a agulha e a placa coletora.
As matrizes foram produzidas sobre temperatura controlada de 20°C (£ 2°C) e umidade de
30% (+ 5%).

As matrizes produzidas apresentaram espessura de aproximadamente 45 pum. As
mesmas foram fixadas em laminulas de vidro circulares de 15 mm de didmetro utilizando
solucdo polimérica de PLGA dissolvido em HFIP 11% (m/m) (figura 4A) Posteriormente, as
mesmas foram depositadas em placas de cultivo de 24 pocos e esterilizadas com luz

ultravioleta por 1 hora, dentro de uma capela de fluxo laminar vertical (Figura 4B).

Figura 4. A e B) Matrizes de nanofibras produzidas pela técnica de
electrospinning

44 PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DAS MATRIZES DE
NANOFIBRAS

Para todos os testes descritos a seguir, foram analisadas nas matrizes de
PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e PLGA 13%.

4.4.1 Morfologia

A avaliacdo da morfologia das matrizes foi realizada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) modelo JOEL - JSM 6060. As imagens foram obtidas utilizando tenséo de

aceleracdo de 10 kV e faixa de magnificacdo de 1.000 a 20.000 x ap06s as amostras serem
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metalizadas com uma fina camada de ouro. As imagens foram realizadas em aumento de
4.000 x. Também foi realizada a anélise do tamanho de poro, utilizando-se software Image J
Para essa estimativa, 10 poros de cada imagem foram analisados, sendo que 2 medidas, em
direcdes opostas, foram tomadas de cada poro. A representacdo esquematica da medida do

tamanho do poro pode serobservadana figura 5.

Figura 5. Micrografia esque matica da medida do tamanho de poro pelo software

Image J.

4.4.2 Diametro das fibras

O diametro médio das fibras foi determinado utilizando o software ImageJ 1.38x,
através da medida de 30 fibras de cada uma das imagens obtidas por MEV de 3 amostras

produzidas emdias diferentes para cada grupo de matriz.

4.4.3 Teor de solvente residual

O teor de solvente residual foi avaliado atraveés da analise termogravimétrica (T GA).
As matrizes PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA, PLGA 13% foram submetidas a uma rampa de
aquecimento de 10°C/minutos até a temperatura de 500°C. Utilizou-se aproximadamente 10 a
12 mg de cada amostra para as andlises. O equipamento utilizado foi o SDT Q600 — DSC —
TGA simultaneo (TA Instruments).
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4.4.4 Degradabilidade

Aproximadamente 30 mg de matrizes de cada grupo foram submersos em 10 ml de
tampdo PBS 1x e mantidos em rotacdo de 120 rpma 37°C. A degradabilidade foi avaliada em
diferentes periodos: 0 (matriz ndo submetida ao teste de degradabilidade) 7, 14 e 30 dias. As
massas moleculares dos produtos de degradacdo foram determinadas por cromatografia de
permeacdo em gel (GPC) em um cromatografo GPCmax VE2001(Viscotek), equipado com
detector triplo (indice de refracdo, viscosimétrico e por espalhamento de luz). Para as analises,
10 mg de cada amostra foram dissolvidos em4 mL de THF, filtradas em filtros de PVDF com
didmetro de poro de 0,45 ume analisadas a 45 °C utilizando THF como eluente, com fluxo de

vazdo de 1 mL.min>.

4.4.5 Caracterizagdo das propriedades mecanicas

O perfil mecanico das diferentes matrizes foi determinado a partir do modulo de
Young e da resisténcia a tracdo. Os ensaios de tensdo-deformacdo foram realizados no
Laboratorio de Polimeros Avancados do Instituto de Quimica da UFRGS utilizando o
equipamento DMA Q800 (TA Instruments) equipado com o dispositivo (clamp) tension
film no modo DMA Controlled Force. Foram utilizados corpos de prova retangulares com
aproximadamente 12 x 5 mm. A anélise foi realizada a temperatura de 37°C com uma rampa
de forca de 0,5 N/min até 18 N sob uma forca estéatica de 0,005 N.

4.4.6 Angulo de Contato

A andlise de angulo de contato foi realizada em cinco amostras de cada grupo de
matriz (PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e PLGA 13%). Para isso, uma gota de é&gua
(aproximadamente 5 pL) foi instilada sobre a superficie da matriz com o auxilio de uma
seringa e, em seguida, a gota foi fotografada em 4 diferentes tempos: 5 e 30 segundos, 1 e 2
minutos. Utilizando-se o software Surftens 3.0, no minimo trés medidas de cada foto foram
realizadas, através da utilizacdo de 5 pontos de medida dispostos ao redor da gota. O resultado
foi obtido pela média das medidas e apresentado como média = desvio padrdo. Também foi
avaliado o angulo de contato de filmes produzidos a partir das diferentes solu¢des poliméricas
(PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e PLGA 13%). Para a producdo dos filmes poliméricos as
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diferentes solugdes foram vertidas em placas de petri e posteriormente armazenadas por 24
horas em dissecador submetido a vacuo. Nesse experimento, uma gota foi instilada em trés
diferentes pontos da superficie de cada filme, gerando trés imagens em cada ponto. O ensaio
foi realizado em quatro filmes produzidos por solugdes poliméricas realizadas em dias

diferentes.

4.5 ENSAIOS DE EFICIENCIA DE INCORPORACAO E LIBERACAO DO
VEGF

4.5.1 Avaliacéo da Eficiéncia de Incorporacédo do VEGF

A matriz PLGA/BSA/VEGF foi submersa em 30 mL de solucéo de dissolugdo (uréia
5M; NaOH 0,1; SDS 0,08%; Tris 50 mM) conforme protocolo adaptado de Sahoo e
colaboradores ®. As matrizes foram mantidas em agitacdo a 140 rpm por 3 horas e 30
minutos, com dissolucdo completa das matrizes. Apo6s esse periodo, todo o volume foi
retirado e foi realizada a dosagem de VEGF. O célculo da eficiéncia de incorporacdo foi
realizado a partir da quantidade inicial de VEGF adicionadana emulsdo (1ug de VEGF a cada
2g de solucdo polimérica), em comparacdo com a quantidade final de VEGF obtida apds a
dissolugédo das matrizes em tampéo de dissolucéo. A verificagdo da concentracdo de VEGF
foi realizada pelo ensaio colorimétrico ELISA (ELISA Kit Human VEGF, Invitrogen®) e
absorbancia foi lida em espectrofotometro no comprimento de onda de 450 nm, no

equipamento Wallac EnVision (Perkin Elmer).

4.5.2 Avaliacéo da liberagéo de VEGF

Para avaliacdo da liberacdo de VEGF a partir das matrizes PLGA/BSA/VEGF, cerca
de 192 mg £ 0,016 mg de matrizes foram imersas em 10 ml de meio DMEM contendo 1% de
antibotico penicilina/estreptomicina e fungizona. O mesmo ensaio foi realizado com a matriz
PLGA/BSA utilizada como controle negativo, para avaliacdo da potencial presencade reacdo
falso-positiva do teste de deteccdo de VEGF para umdos constituintes da matriz. As matrizes
foram acondicionadas sobre agitacdo a 329 a 37°C. A concentracédo de VEGF foi avaliada por
enzimaimunoensaio (ELISA) (ELISA Kit Human VEGF, Invitrogen®) nos seguintes
intervalos (2h, 8h, 24h, 72h, 168h, 336h e 504h). Em cada um dos pontos descritos acima, 0
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volume total de DMEM era retirado e a dosagem de VEGF realizada. O meio era entéo
renovado com 10 mL de DMEM e mantido em agitacdo, com as subsequentes dosagens até o
tempo final de 504 h. A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro Wallac EnVision (Perkin
Elmer) no comprimento de onda de 450 nm para ambas as matrizes sendo a absorbancia da
matriz controle, descontada para os célculos de concentracdo do FC. Os resultados foram

expressos em porcentagem cumulativa de liberacéo.

4.6 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DAS ADSCs NAS MATRIZES DE
NANOFIBRAS

Para todos os testes descritos abaixo foram utilizadas cinco culturas primarias

diferentes de ADSC:s e, para cada cultura celular, as analises foram realizadas em triplicata.

4.6.1 Morfologia das ADSCs aderidas as matrizes

A morfologia das células sobre as matrizes foi observada através de microscopia
confocal. As células foram plaqueadas em uma densidade de 45.000 células por matriz e
também foram semeadas em pocos controles (células diretamente no poco da placa de
cultura). Apés 6h de incubacdo, as matrizes e poco controle foram lavados com PBS 1x,
fixados com paraformaldeido 4% por 30 minutos e posteriormente foram permeabilizados
com Triton X-100 0,1% por 10 minutos. Em seguida, foi realizada a coloragdo com 50 ug/mL
de faloidina conjugada com rodamina por 40 minutos, a fim de evidenciar os filamentos de
actina do citoesqueleto celular. Apds coloracdo com faloidina, as amostras foram lavadas com
tampdo PBS 1x e coradas com 0,5 mg/mL de DAPI durante 2 minutos. Utilizando-se
microscopio confocal Olimpus SV1000, fotografias de imagens representativas das diferentes
amostras foram obtidas no em aumento de 10x. A partir dessas imagens, foram obtidas

imagens com zoom digital de 4x emalgumas regibes das matrizes e poco controle.

4.6.2 Adesao celular

A adesdo celular foi analisada por coloragdo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole),
um marcador de nacleo celular. As ADSCs foram semeadas na densidade de 30.000 células
por matriz (PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA, PLGA 13%) e também diretamente nos pogos
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de placa de cultivo. As células foram mantidas em incubadora umidificada a 37°C e 5% de
CO,. Transcorrido 6 horas ap0s a semeadura, as células integradas as matrizes foram fixadas
com solucdo de paraformaldeido 4% e coradas com DAPI 5ug/mL em PBS por 2 minutos.
Apos, lavagens com tampéo PBS 1x foram realizadas para a remoc¢éo do excesso de corante.
As analises foram realizadas em microscopio invertido, sendo as imagens obtidas de 9 pontos
aleatdrios escolhidos em cada matriz com aumento de 400x. Depois de realizada a contagem
do namero das células nas imagens, a media de células por tipo de matriz foi avaliada e o

resultado expresso como média de células por imagem aumento de 400x para cada grupo.

4.6.3 Avaliacédo de Células Metabolicamente Ativas

O numero de células metabolicamente ativas foi avaliado pelo ensaio colorimétrico
Método do sal de tretazolium (MTT) (Sigma-Aldrich®) em 1, 4, 7, 14 e 21 dias apds a
semeadura das células nos diferentes grupos de matrizes poliméricas e também em pocgos
controles (células semeadas diretamente no poco da placa de cultivo). Um total de 45.000
células foi semeado por matriz em placas de 24 pogos. Transcorrido o tempo de experimento
com trocas de meio a cada trés dias, as células foram incubadas com 0,25ug/mL de MTT em
solucdo tampdo de fosfato salina livre de calcio e magnésio resultando em 400uL de solucéo
por poco de cultivo, durante 2h. Apds a remocdo do reagente, adicionou-se 400uL de
dimetilsulfoxido (DMSO) por poco a fimde dissolver os cristais formados. A absorbéancia foi
lida em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 560 nm e 630 nm. Os resultados
foram calculados através da diferenca entre os comprimentos de onda (560 nm — 630 nm) e
expressos como valor médio de absorbancia por grupo. A leitura da absoréancia foi realizada

no equipamento Wallac EnVision (Perkin Elmer).

4.6.7 Citotoxicidade

A citotoxicidade celular foi avaliada através da dosagem da enzima lactato
desidrogenase (LDH) (Labtest). O teste foi realizado em aliquotas do sobrenadante das
culturas celulares e as dosagens de LDH realizadas nos seguintes tempos 4, 7, 14 e 21 dias de
cultivo. Para isso, alémdas matrizes, tambeém foram avaliados dois grupos controles: controle
negativo, no qual as células eram aderidas diretamente nos pogos, e controle positivo, no qual

as células eram aderidas diretamente nos pocos e no diada dosagem adicionado Triton X-100
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(Sigma-Aldrich®) na concentracdo de 1% (v/v). O Triton X-100 tem a funcdo de causar a
morte celular total, ou seja, verificar a liberacdo maxima de LDH. A leitura da absorbancia foi

realizada no Wallac EnVision (Perkin Elmer).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados para o0 ensaio de adesdo, citotoxicidade e viabilidade celular foram
representados através de médias e erro padrdo. Os demais resultados foram representados
através das médias e desvio padrdo. As células metabolicamente ativas, o ensaio de
citotoxicidade e o angulo de contato foram avaliados por analises de medidas repetidas a dois
fatores: tempo e grupo (Hotelling) e como pos-teste foi utilizado Bonferroni.

As analises de adesdo foram avaliadas por ANOVA (One Way) e como pos-teste foi
utilizado Tukey. Para critérios de decisdo foi utilizado o nivel de significancia de 5%. Os

resultados foram gerados pelo programa SPSS 16.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO DAS CELULAS-TRONCO ADIPOSO-DERIVADAS

No presente estudo, o tecido adiposo extraido por lipoaspiracdo foi escolhido como
fonte para extracdo de células-tronco devido a facilidade de obtencdo, uma vez 0 mesmo €
descartado como material biolégico logo apds o procedimento cirdrgico. Além disso, diversos
estudos demonstram a abundéncia das ADSCs no tecido adiposo, que chegam a ter até 500
vezes mais células-tronco do que a medula Gssea e ainda apresentam um percentual de

proliferacdo em cultivo bastante elevado quando comparado com outras fontes de células-

tronco %13,

As células obtidas a partir de produto de lipoaspirado foram isoladas, cultivadas e
caracterizadas comsucesso. As mesmas apresentaram morfologia tipica de CTM no cultivo in

vitro e foram diferenciadas com éxito emadipdcitos, condrocitos e ostedcitos (Figura 6).

Figura 6. Diferenciacédo das ADSCs: A) diferenciacdo condrogénica por coloragdo com
Alcian Blue, B) diferenciacdo osteogénica por coloracdo com Alizarin Red, C)

diferenciacdo adipogénica por coloracdo com Oil Red e D) células ndo diferenciadas e
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ndo submetidas a coloracdo com morfologia tipica de CTMs . Imagens A, B e D foram

realizadas a partir de aumento de 20x e a imagem C a partir de aumento de 40x.

Em relacdo a andlise do perfil imunofenotipico de duas culturas primarias (n=2), as
celulas apresentaram marcacdo positiva para os seguintes marcadores: CD29 (98,2 + 1,1%),
CD44 (76,65 + 2,55%), CD73 (83,2 + 15%) e CD90 (90,05 + 8,65%). Alguns marcadores
apresentaram baixa expressédo: CD34 (3,15 £ 1,75%), CD184 (0,6 £ 0,6%) e STRO-1 (2,8 =
2,5%) e outros se mostraram negativos: CD14, CD45 e HLA-DR. Observa-se na figura 7 o
resultado parcial para uma cultura de ADSCs.
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Figura 7. Analise do perfil imunofenotipico das ADSCs na quinta passagem celular. A)
controles isotipicos, B) CD29/PE e CD90/FITC, C) CD44/FITC e CD73/PE, D)
CD14/FITCe CD34/PE, E) HLA-DR/FITC e STRO-1/PE, e F) CD45/FITC e CD184/PE.

Os dados de imunofenotipagem, aliados aos resultados de morfologia e diferenciacéo

das ADSCs nas trés linhagens germinativas permitem a caracterizacdo das células como
CTMs conforme os critérios preconizados pela International Society for Celular Therapy '
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6.2 MORFOLOGIA E DIAMETRO DAS FIBRAS

No presente estudo, as fibras foram obtidas através da otimizacdo de parametros tais
como, concentracdo das solugdes poliméricas, solvente utilizado, tensdo aplicada, taxa de
fluxo e disténcia entre a agulha e a placa coletorado ES.

Na andlise por MEV dos trés grupos de matrizes, observou-se que todas apresentaram
fibras bem formadas, aleatoriamente distribuidas, sem beads, ou contas, e com poros
interconectados (Figura 8). Os resultados do diametro das fibras para o grupo
PLGA/BSA/VEGF foram de 588 + 123 nm, enquanto o grupo de matrizes PLGA 13%
apresentaram diametro de 554 + 164 nm. Ja as fibras do grupo PLGA/BSA apresentaram um
diametro médio de fibra de 520 + 131 nm sendo estatisticamente diferente dos demais grupos,
comp < 0,05 para as matrizes e PLGA/BSA/VEGF e p<0,001 para as matrizes de PLGA
13%.

Figura 8. Fotomicrografia da morfologia das matrizes por MEV (aumento de 4.000x):
A) matriz PLGA/BSA/NVEGF, B) matriz PLGA/BSA e C) matriz PLGA 13%.

Na andlise do gréfico de distribuicdo do diametro das fibras dos diferentes grupos,
pode-se observar que as matrizes apresentaram fibras com ampla distribuicdo de diametro,
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variando de (150 a 950 nm) para todos os trés grupos (Figura 9), demonstrando um perfil de
distruibuicdo normal semelhante a MEC.
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Figura 9. Demonstracédo da distribuicdo dos didmetros das fibras com valores variando
de 100 — 950 nm para os trés grupos de matrizes produzidas (matrizes de
PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e PLGA 13%).

Os valores de tamanho de poro foram de 4,96 + 1,78 pum para as matrizes
PLGA/BSA/VEGF; 4,56 £ 2,03 um para as matrizes PLGA/BSA e 5,01 + 2,19 um, para as
matrizes PLGA 13%. Nao se observou diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). A
medida do tamanho de poro determindada pelo software Image J é bidimensional, desse modo
ndo pode ser considerada uma medida real, uma vez que 0s poros sdo estruturas
tridimensionais. Porém, essa anéalise permite ao menos estimar se 0s poros encontrados foram
condizentes com o desenvolvimento celular.

O tamanho, o namero e a interconectividade dos poros nas matrizes sdo fatores
importantes na determinacdo da sua compatibilidade com as células ®. Tamanho de poros
variando de micrd metros para a escala milimétrica afeta fortemente o trafego celular, pois
poros extremamente grandes ndo permitem o contato das células com o biomaterial. Em
contraste poros menores que 100 nm influenciam negativamente a difusdo de nutrientes e
0xigénio e a eliminacdo de residuos. Nesse sentido, uma difusdo inadequada de nutrientes
pode resultar na reducdo da sobrevivéncia celular. Desse modo, a porosidade do biomaterial
necessita ser equilibrada, a fim de se obter uma boa integracdo comas células. ®.

Assim, a anéalise de tamanho de poro por Image J para os trés grupos de matrizes do

presente estudo, mostraram-se adequadas ao cultivo celular, uma vez que 0s poros com
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tamanhos intermediarios na escala micrométrica podem possibilitar uma eficiente chegada de
nutrientes e oxigénio bem como uma eficiente eliminacéo de residuos.

Em relacdo a medida dos didmetros das fibras, apesar de ter ocorrido diferenca
estatistica entre os didmetros das matrizes PLGA/BSA com os demais grupos, acredita-se que
ndo hé relevancia fisiolégica, uma vez que os valores sdo bastante semelhantes e todos os
grupos apresentaram fibras na escala nanométrica, semelhantes a MEC. Ainda, a estrutura das
nanofibras obtidas exibiu caracteristicas ideais para a ET, pois apresentaram dimensdes que se
assemelham a dos componentes da MEC, cujos didmetros variam de 100 a 600 nm *°,
mimetizando um ambiente adequado para a adaptacdo celular. Quando em contato com as

células, essa estrutura permite uma elevada organizacdo celular ©°

, reducdo da apoptose e
necrose, bem como permanéncia da funcionalidade das células .

Alémdisso, as nanofibras apresentaram um elevado nimero de poros interconectados
como pode ser observado pelas imagens de MEV, assegurando o arranjo tridimensional que
pode favorecer ndo s6é a migracdo celular, bem como garantir as trocas de nutrientes e

metabdlitos com o meio externo %.

6.3 TEOR DE SOLVENTE RESIDUAL

Os solventes organicos, como por exemplo o HFIP, utilizados para a producéo de
matrizes de nanofibras podem ser nocivos para as células " ™. Durante o processo de ES ha
evaporacdo do solvente no entanto, ndo ha garantias que ndo permaneca uma pequena
quantidade de solvente nas fibras. Desse modo, a verificagdo do teor de solvente residual foi
realizada por analise termogravimétrica.

Por esta técnica, decréscimos de massa abaixo de 200°C geralmente referem-se a
volatilizacdo de solventes ou agua presentes na amostra. O perfil desta analise pode ser
observado na figura 10. As perdas de massa para 0s trés grupos de matrizes ocorreram entre
50°C e 75°C. Os valores de perda de massa e de solvente residual encontram-se dispostos na
tabela 1.
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Figura 10. Gréafico obtido através de andlise termogravimétrica demonstrando a

percentagem de perda de massa para as matrizes de PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e
PLGA 13%.

Tabela 1. Quantidade média de solvente residual nas diferentes matrizes (n=3)
Solvente Residual

Matrizes
Perda de massa % Concentracdo de HFIP em ppm
PLGA/BSA/VEGF 2,46+ 0,21 14,5+ 1,23
PLGA/BSA 1,5+ 0,22 10,4+ 1,52
PLGA 13% 3+ 0,45 29,6 + 4,44

Conforme os dados da literatura, os limites de tolerdncia temporéaria de exposicdo
(TEELs) a agentes quimicos apresentam classificacdes que vdo de TEEL-0a TEEL-3 7273, As
classificagdes de TEEL-1, TEEL-2, TEEL-3séo derivadas e calculadas a partir de TEEL-0 ">,
ConcentracOes iguais ou inferiores a TEEL-0 ndo oferecemnenhum risco apreciavel a salde,

ja o TEEL-2 é classificado como a concentragdo maxima a qual acredita-se que quase todos
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os individuos podem ser expostos sem desenvolver efeitos graves ou irreversiveis a saide .
O TEEL-0 parao HFIP é de 7,5 ppme o TEEL-2é de 157, 5ppm, para 0 mesmo '*.

Nesse estudo, os valores de solvente foram 14,5; 10,4 e 29,6 ppm para as matrizes
PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e PLGA 13%, respectivamente. Desse modo, observa-se
que os valores de HFIP residual encontrados estdo dentro dos valores aceitaveis estabelecidos
como limite de exposicdo temporaria e, por isso, ndo seria prejudicial ao desenvolvimento das
células.

Ainda, Nam e colaboradores (2007), devido ao fato de ndo encontrarem dados na
literatura referentes ao impacto do solvente residual HFIP em matrizes para cultivo celular,
desenvolveram um estudo no qual avaliaram a quantidade de HFIP residual em matrizes de
PCL produzidas por ES. Esse estudo demonstrou que valores de até 250 ppm desse solvente
ndo acarretaram toxicidade para condrécitos in vitro "°. Embora as ADSCs e condrécitos
sejam células totalmente distintas, em analogia ao trabalho de Nam e colaboradores, 0s
valores encontrados de solvente residual, no presente estudo, mostraram-se muito inferiores a
250 ppm. Desse modo pode-se sugerir que as matrizes ndo apresentaram citotoxidade para as
células. Ainda, correlacionando esse achado ao teste de citotoxicidade pela dosagem de LDH,
desenvolvido no presente trabalho e citado a seguir, observa-se que as matrizes para todos 0s
grupos analisados ndo acarretaram nenhum efeito negativo para as células. Observou-se que
as dosagens de LDH em todos os grupos de matrizes foram muito semelhantes ao controle
negativo de citotoxicidade, dados que serdo posteriormente apresentados. Por fim, ainda cabe
destacar que 0 organismo apresenta mecanismo para eliminacao urinaria do HFIP através da

sua conjugacao com o &cido glucurdnico via citocromo P450 ’°.

6.4 DEGRADABILIDADE

O ensaio de degradabilidade foi realizado simulando condigdes fisiologicas a 37°C em
tampdo PBS 1x pH 7,4. Aos 30 dias de analise, a taxa de degradacdo para 0 grupo
PLGA/BSA/VEGF foi de aproximadamente 25%, sendo de 22% para 0 grupo PLGA/BSA e
25% para as matrizes de PLGA 13%. Na analise temporal, ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos em nenhum dos periodos avaliados (p >0,05).

Analisando-se a figura 11, observa-se que o processo de degradacao nos diferentes
grupos de matrizes inicia apos o 7° dia de ensaio, ou seja, a partir desse periodo iniciou-se a
quebra das cadeias moleculares, comumdecréscimo na massa molecular.
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Figura 11. Perda de massa molecular avaliada por cromatografia de permeagdo em gel,
em diferentes periodos: 0 (ndo submetido ao processo de degradacdo), 7, 14 e 30 dias.
(matrizes de PLGA/BSA/NVEGF, PLGA/BSA e PLGA 13%).

A degradabilidade de um biomaterial in vivo envolve uma vasta gama de mecanismos,
tanto fisico-quimicos como eventos biolégicos ’"* ’8. Dentre as propriedades fisico-quimicas, a
solubilidade do material desempenha um papel importante na degradagdo. Biomateriais
altamente sollveis sdo rapidamente reabsorvidos pelos fluidos bioldgicos ndo acompanhando
a regeneracdo do tecido. Assim, biomateriais com baixa solubilidade apresentam uma
reabsorcdo ineficiente permanecendo no local da lesdo por longos periodos de tempo, o que
pode acarretar a ndo regeneracdo ou regeneracdo inadequada do tecido. Desta forma, a
degradacdo é um ponto importante que deve ser avaliado de acordo com o local onde se quer
regenerar, ou seja, a taxa de degradabilidade do biomaterial deve ser semelhante a taxa de
regeneracéo do tecido 7.

Com relagdo aos resultados apresentados anteriormente, a degradacéo dos trés tipos de
matrizes produzidas foi relativamente rapida, uma vez que em 30 dias observou-se uma taxa
de degradacdo de aproximadamente 25%. Deve-se considerar que in vivo, a taxa de
degradacdo provavelmente sera ainda maior, uma vez que outros componentes plasméaticos
podem acelerar este processo. Com isso, considera-se que as matrizes produzidas podem ser
boas candidatas a regeneracdo de tecidos com rapida taxa de regeneracdo, ou até mesmo para
processos que visem uma cicatrizagdo funcional, uma vez que o processo de cicatrizacdo é
bastante rapido '°. Ainda, considerando o uso dessas matrizes como dispositivos de liberacéo
controlada de FC, sugere-se que o ideal ¢ uma rapida degradacdo, pois ap0s a burst inicial, a

liberacdo dos agentes bioativos ocorre & medida que as matrizes vdo sendo degradadas .
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Nesse sentido, caso as matrizes tivessem uma degradacgéo lenta, o FC néo seria liberado em

tempo habil para promover a regeneracédo tecidual.

6.5 ANGULO DE CONTATO

Outra caracteristica importante dos biomateriais é obtida pela medicdo do angulo de
contato. Esse angulo é a medida do angulo formado entre uma gota de &gua e a superficie do
material em analise. Essa medida pode ser utilizada para determinar as caracteristicas de
hidrofobicidade ou hidrofilicidade. Os materiais sdo considerados hidrofilicos quando a
medida do &ngulo de contato for inferior a 90° e hidrofébicos quando esta medida for superior
a 90°. Estudos demonstram que angulos de contato moderados com valores entre 40° a 70°
s&o ideais para a aderéncia celular &.

O éangulo de contato foi avaliado nos trés tipos de matrizes produzidas por ES.
Também foi analisado o angulo de contato em filmes poliméricos produzidos a partir das
emulsdes PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e solucdo polimérica PLGA 13%. Os resultados
que se seguem foramdivididos emdois topicos paraum melhor entendimento.

6.5.1 Angulo de contato nas matrizes de nanofibras
Foi realizada a medida dos angulos de contato das matrizes em diferentes periodos 5,

30, 60 e 120 segundos com intuito de verificar uma possivel mudanc¢a no angulo de contato

como passar do tempo. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Medidas de angulo de contato nas matrizes PLGA/BSA/NVEGF, PLGA/BSA,
PLGA 13% em diferentes periodos de tempo em segundos (n = 4).

Angulo de Contato (°)

5s 30s 60s 120s
PLGA/BSA/VEGF 12112+ 44 89,8+ 65 126,22 + 5,11 1216 £ 6,61
PLGA/BSA 103,3 £ 6,26 102,7 £ 7,57 101 + 8,64 98,7 £ 8,94
PLGA 13% 108,6 +2,61 10721+272 107,25+284 105,7+ 34

Na analise temporal, as matrizes produzidas nos trés grupos demonstraram um perfil
hidrofobico em praticamente todos os periodos avaliados, exceto em 30 segundos para as
matrizes PLGA/BSA/VEGF, na qual se observa um angulo condizente com materiais
hidrofilicos. Porém, essa diferenca parece aleatéria uma vez que ndo ocorre nos tempos
seguintes, para 0s quais se observa novamente um perfil hidrofébico. Em relacdo aos
resultados obtidos, alguns estudos demonstram que as matrizes produzidas a partir de
emulsdes apresentam uma reducéo significativa na medida do angulo de contato, o0 que nédo

foi observado nesse estudo 8 &

. Alguns estudos demonstram, que materiais com estruturas
porosas e rugosas apresentam caracteristicas hidrofobicas, devido a grande quantidade de ar
presente nos poros desses materiais ¥ ®*. Assim, uma hipétese para os valores hidrofébicos
encontrados nesse estudo, seria a grande quantidade de poros presentes nas matrizes
produzidas por ES o que pode ter afetado a medicdo do angulo de contato, provocando a

hidrofobicidade dos biomateriais.

6.5.2 Angulo de contato nos filmes polimé ricos

O éangulo de contato analisado nos filmes poliméricos foi medido em trés pontos
escolhidos aleatoriamente em cada uma das amostras estudadas. Os trés tipos de filmes
produzidos apresentarem perfil hidrofilico com angulos de contato inferiores a 90°. Os filmes
produzidos a partir da solucdo PLGA/BSA/VEGF apresentaram o perfil mais hidrofilico com
angulo de contato de 55,22 + 3,22, sendo este estatisticamente menor (p<0,05) que o angulo
encontrado para os filmes PLGA 13% 62,73 + 4,66. Os filmes de PLGA/BSA apresentaram
angulo de contato intermediario 61,72 + 4,3 ndo demonstrando diferenca estatistica em

relagdo aos outros grupos (p >0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Angulo de contato nos filmes de PLGA/BSA/NVEGF, PLGA/BSA e PLGA
13% com valores médios de 55,22° + 3,22°; 61,72° * 4,3° e 62,73° = 4,66°

respectivamente.

Embora os trés tipos de filmes produzidos apresentem perfil hidrofilico, o menor
angulo de contato, ou seja, a maior hidrofilicidade, encontrada nos filmes PLGA/BSA/VEGF,
sugere que estas matrizes proporcionem melhores resultados na adeséo celular, uma vez que,
conforme estudos anteriores, as células apresentam uma maior adesdo e crescimento em
materiais hidrofilicos, portanto esses sdo 0s mais recomendados para uso em aplicagdes
biomédicas 2> # ¥ De fato, esses resultados corroboram com os dados de adesdo celular

obtidos, que serdo posteriormente apresentados.

6.6 PROPRIEDADES MECANICAS DAS MATRIZES

O ensaio de tracdo foi realizado nos trés grupos de matrizes a fim de avaliar possiveis
mudancas no comportamento mecénico. O perfil dinamico-mecénico das diferentes matrizes
foi demonstrado a partir do médulo de Young e da tensdo maxima de deformacdo. O

comportamento mecanico das matrizes pode ser observado na figura 13.
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Figura 13. Imagem representativa do perfil dindmico-mecéanico das diferentes matrizes
em funcdo da tensdo X deformacdo. (matrizes de PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e
PLGA 13%).

O modulo de Young e a tensdo maxima de deformacdo para as matrizes
PLGA/BSA/VEGF foram de 253 £ 559 e 2,2 + 0,13, respectivamente. As matrizes
PLGA/BSA apresentaram mddulo de Young médio de 20,4 + 502 e tensdo maxima de
deformacdo de 2,4 + 0,44. O grupo de matriz PLGA 13% apresentou valores de 15,41 + 5,41
e 1,5+ 0,20 de mddulo de Young e tensdo maxima de deformacdo, respectivamente. Cabe
destacar que nenhuma das amostras sofreu ruptura.

Tanto o0 modulo de Young quanto a tensdo méaxima de deformacdo foi maior nas
matrizes PLGA/BSA/VEGF quando comparadas ao controle PLGA 13% (p <0,05). As
matrizes PLGA/BSA apresentaram valores intermediarios para o mddulo de Young, néo
tendo diferenca estatistica em relacdo a nenhum outro grupo. Porém, deve-se destacar que a
mesma também apresentou uma tensdo maxima de deformacdo maior que o PLGA 13% (p
<0,05) e ndo obteve diferenca estatistica coma matriz PLGA/BSA/VEGF (Figura 14).
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Figura 14. A) Média dos valores de moédulo de Young para os diferentes grupos de

matrizes, B) tensdo maxima de deformacdo. (matrizes de PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA
e PLGA 13%).

O modulo de Young das matrizes PLGA/BSA ndo apresentou diferenga estatistica
com as matrizes de PLGA 13% e PLGA/BSA/VEGF. No entanto, de modo geral, pode-se
observar que as matrizes produzidas a partir de emulsdo apresentaram um maior modulo de
Young e também uma maior tensdo maxima de deformacdo. Dessa forma, essas matrizes
mostraram-se mais resistentes que as matrizes PLGA 13%. Esse aumento na resisténcia a
tracdo nas matrizes, produzidas a partir de emulsdo, pode ser relacionado a presenca de
nanoparticulas de Span-80 contidas na emulsdo, que podem ter se ligado as nanofibras
atuando como um reforco na resisténcia das mesmas. Esse resultado € corroborado por um
estudo anterior de Xiaogiang e colaboradores (2008), no qual ocorreu umaumento no modulo

de Young nas matrizes produzidas a partir de emulsdo contendo o surfactante Span-80 8.

6.7 EFICIENCIA DE INCORPORACAO E ENSAIO DE LIBERACAO DO
VEGF

Na analise do grupo de matrizes PLGA/BSA/VEGF, a taxa de incorporacgdo do FC a

matriz foi de 3,47 £ 0,96 % (n=3). Um achado semelhante foi observado por Chew e

colaboradores (2005) que encontraram resultados de eficiéncia de incorporagéo de 3,10% para

o fator neural growth factor (NGF) 8. Outro estudo utilizando matrizes de PLGA produzidas

a partir de emulsdo, mas que ndo incorporou fator de crescimento, mas a proteina BSA,
demonstrou uma eficiéncia de incomporagdo de 1,56% para a mesma °°.
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Deve-se destacar que a grande maioria dos trabalhos que realizam testes de liberagéo
controlada de biomoléculas, tais como fatores de crescimento, que € o foco do presente
estudo, ndo demonstram os resultados dos testes de eficiéncia de incorporagéo, indicando
apenas o perfil de liberacdo acumulado ao longo do tempo 8 %9192 Desse modo, s&o raros os
estudos com possibilidade de comparacdo dos resultados obtidos no presente trabalho. A
auséncia dos dados na literatura sobre a eficiéncia de encapsulamento ou incorporacao de FC
pelo método de electrospinning de emulsdo é um limitante no momento de definir o método
para incorporacdo de FC para o cultivo de células-tronco. O fato de apenas dados sobre a
cinética de liberacdo ser publicados, sem eficiéncia de incorporacdo ser demonstrada induz os
pesquisadores a escolherem um método ndo muito eficiente para a incorporacdo de tais
moléculas. Por outro lado. Os fatores de crescimento sdo moléculas muito instaveis, comuma
meia-vida muito curta, o que dificulta o processo de incorporacdo dessas moléculas de modo
a manter a sua atividade. Por esse motivo, é fundamental que o FC seja incorporado as
nanofibras através de um método que possa manter a maior quantidade possivel desse fator
nas fibras, para minimizar o problema da perda da atividade biol6gica do fator.

A maioria dos estudos descritos na literatura concentram seus experimentos no perfil
de liberagdo, demonstrando que matrizes produzidas a partir do electrospinning de emulsdes
apresentam um perfil de liberagdo mais controlado com duragdo variando de dias até semanas.
Nesses estudos, a liberagdo controlada foi atribuida ao fato de que matrizes produzidas a partir
de emulsdes geram fibras com os agentes bioativos dispersos por toda a sua estrutura e ndo
apenas na superficie. Assim essas fibras permitiriam um maior controle da liberacdo dos
agentes bioativos. Em geral esses sistemas foram definidos, por diversos autores na literatura,
como eficazes para a liberacdo controlada de agentes bioativos. Ainda, esses dispositivos
foram caracterizados como promissores para 0 uso na ET 8 % %1% Com os resultados
obtidos no presente estudo, observou-se que o electrospinning de emulsdo é um método
adequado para o cultivo de células-tronco, porém ndo se mostrou eficiente para a
incomporacado de fatores de crescimento.

Com isso, observa-se que a baixa eficiéncia de incorporacdo do FC encontrada pode
ter ocorrido devido a instabilidade do VEGF durante os diversos processos para a producéao

das matrizes °’.

Inicialmente, a propria metodologia apresenta uma elevada perda de
componentes durante sua realizacdo, o que pode ser comprovado pela observacdo da

formacdo de fibras fora da placa coletora. Para a obtencdo das matrizes de nanofibras na
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espessura e tamanhos adequados sdo necessarios emtorno de 40 minutos de realizacdo do ES
0 que acarreta perda consideravel de material.

Além disso, a producdo das fibras envolve outras etapas que podem contribuir para a
perda dabioatividade da proteina, devido a alteragdes na conformacéo das estruturas proteicas
em contato com a solucdo polimérica. Nesse sentido, destaca-se 0 processo de
homogeneizacdo mecanica da emulsdo, o contato com o solvente organico e a alta tensdo
(18kV) a qual a solucdo polimérica é submetida durante o processo de fabricagcdo da matriz.
Ainda deve-se considerar que os fatores de crescimento solUveis, em geral, sdo rapidamente
degradados e desativados por enzimas, reagdes quimicas ou fisicas apresentando uma meia-

vida bastante reduzida °’.

O VEGF, por exemplo, apresenta uma meia-vida de
aproximadamente 53 minutos ap6s administragdo por via endovenosa °*.

Algumas estratégias vém sendo utilizadas com a intencdo de minimizar os efeitos
descritos acima garantindo a bioatividade e a funcionalidade dos FC. Dentre essas, pode-se
destacar a utilizagdo de aditivos hidrofilicos como poli(etileno glicol) (PEG) e o poli (6xido
de etileno) (PEO) na solucdo aquosa contribuindo para a estabilidade das proteinas >'. A
adicdo de surfactantes como, por exemplo, o Span-80 também vem sendo utilizada com o
intuito de internalizar a fracdo aquosa contendo a proteina e assim, diminuir o contato com o
solvente organico 8!, conforme foi realizado no presente estudo. A adicdo de outras proteinas
como a albumina j& foram descritas como estabilizadores dos FC durante o processo de ES.
No presente estudo, algumas estratégias foram adotadas para minimizar os efeitos do ES
sobre o VEGF. Inicialmente, foi adicionada albumina a solucdo aquosa com o intuito de
diminuir a instabilidade do VEGF. Aliado a isso, adicionou-se o surfactante Span-80 na fase
oleosa da emulsdo, a fim de diminuir a exposi¢cdo do VEGF ao solvente organico HFIP.
Porém, como foram observadas, essas estratégias foram pouco eficazes para a incorporagéo
do FC.

Um ponto destacado pelo trabalho de Chew e colaboradores para explicar a baixa
incomporacdo encontrada, o que também poderia explicar o resultado obtido no presente
trabalho, seria o fato de que as forgas eletrostaticas atuariam de forma diferente em ambas as
fases da solucdo polimérica, ejetando, deste modo, as duas fases com velocidades diferentes,
n&o sendo possivel incorporar o FC s nanofibras 8.

Para aumentar a biodisponibilidade do fator uma alternativa seria utilizar a técnica de
electrospinnig coaxial, que por utilizar dois canais separados para as diferentes solucdes
(polimérica e aquosa) poderia ser superior na manutencdo da atividade funcional do FC,
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5

quando comparado com a técnica de emulsdo de electrospinning . Alguns estudos

demonstram mais de 90% de eficiéncia de incormporacdo de biomoléculas por matrizes

| %5 % porém, embora esse método mostre uma

produzidas por electrospinning coaxia
eficiéncia de encapsulamento mais alta, isso ndo garante que o fator encontre-se ativo dentro
das nanofibras.

Por fim cabe destacar, que durante a regeneracdo tecidual utilizando-se CTMs hé acédo
paracrina das mesmas com liberacdo de fatores de crescimento, dentre eles o VEGF. Segundo
Parekkadan e colaboradores (2010), 10° CTMs in vitro produzem aproximadamente 100 pg de
FC em 24 horas, ou seja, nesse periodo cada célula libera cerca de 0,1 fg de FC. Logo, estima-
se que para obter 10.000 pg de FC a partir de CTMs seriam necessarias 100 milhdes de
células. No presente estudo, obteve-se uma eficiéncia de incorporacdo média nas matrizes
PLGA/BSA/VEGF de aproximadamente 3,5%, ou 35.000 pg. Considerando os fatos
anteriormente citados, fisiologicamente a quantidade de VEGF presente na matriz polimérica
seria equivalente a infusdo de 350 milh6es de CTMs. Portanto, apesar do baixo valor de
eficiéncia de incorporacdo, o VEGF incorporado na matriz poderia ser suficiente para atingir
um resultado fisiologico ¥'.

No presente estudo, embora a eficiéncia de incorporacao tenha sido baixa, as matrizes
de PLGA/BSA/VEGF apresentaram-se como bons dispositivos de a liberagdo controlada do
FC. Do total de VEGF incorporado a fibra, houve uma liberacdo média de 91,37% em um
periodo de 504 horas (21 dias) (n=3). Observou-se um pico de liberagdo (burst) nas primeiras
8 horas, com aumentos crescentes na liberacdo até 72 horas, quando parece ter havido o

estabelecimento de um plat6 apartirde 72h (3 dias) (Figura 15).
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Figura 15. Curva de Liberacdo de VEGF in vitro a partir de matrizes de
PLGA/BSA/NVEGF.

O perfil de liberacdo do VEGF foi semelhante a outros publicados na literatura que
descrevem uma tipica curva de liberacdo, na qual se observou um pico de liberagdo nas
primeiras horas, seguido de uma liberacdo sustentada dos agentes bioativos.>’ °8. Diversos
trabalhos indicam que o burst inicial ocorre dentro de aproximadamente 24h,
independentemente do polimero utilizado :9%:19.92,

Esse pico inicial de liberacdo estd associado a proteina que ndo se difundiu pela
nanofibra permanecendo na sua superficie. Apos o burst inicial, a liberacdo se da de forma
mais lenta e gradual, por difusdo do FC e/ou pela degradagdo do polimero *’. O ideal é que 0
dispositivo de liberagdo seja capaz de liberar inicialmente parte da dosagem contida na matriz
(burst inicial) seguido de um modelo mais linear no qual o FC incorporado é liberado de
forma mais controlada “*°". Levando em considerag&o que a meia-vida dos FC no soro é, em
geral, bastante pequena, ha necessidade de uma quantidade maior de FC logo apés a leséo, a
fim de se obter uma concentragdo terapéutica eficaz nesse primeiro momento mais critico da
regeneracdo, seguido de uma liberacdo mais controlada com doses sustentadas que serao
liberadas a medida que o novo tecido vai se formando. Dessa forma, de acordo com o sistema

proposto, apesar a incorporacao ter sido baixa, a forma de liberacdo foi adequada.
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6.8 MORFOLOGIA E ADESAO DAS ADSCs NAS MATRIZES

A adesdo celular é o primeiro passo na sequéncia de eventos da interacdo
celulas/biomateriais. Essa etapa é crucial para a subsequente proliferacdo e diferenciagéo
celular ®. Segundo Lee e colaboradores, existem trés graus de adesividade (1) ades&o inicial,
na qual as células estdo ligadas a MEC, mas nédo ocorre o espalhamento celular; (2) adeséo
intermediéria, caracterizada pelo espalhamento das células, mas semadesédo focal e (3) adeséo
final, na qual se observa ndo s6 o espalhamento, mas também a adesédo focal e emisséo de
feixes de actina pelas células .

Os mecanismos de adesdo focal ndo sdo completamente compreendidos. No entanto,
sabe-se que esses focos de adesdo iniciam-se quando as integrinas (proteinas de adesdo
presentes na superficie celular) ligam-se pontualmente 8 MEC e iniciam uma série de eventos
de sinalizagdo que conduzem a contragdo do citoesqueleto e, posteriormente, emissédo de
feixes de actina %2,

Considerando os fatos anteriormente citados, as ADSCs cultivadas sobre as diferentes
matrizes (PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e PLGA 13%) apresentaram-se bem distribuidas
ao longo das mesmas, com proeminentes prolongamentos de actina em todas as direcGes
(Figura 16). Esse achado indica que as células adaptaram-se de forma satisfatoria as matrizes,
dando inicio ao processo de adesdo celular. Aliado a esse fato, as células semeadas nas
matrizes apresentaram morfologia semelhante ao controle (células aderidas diretamente no
poco da placa de cultivo celular) dado este que também justifica uma satisfatoria adeséo

celular sobre as matrizes.
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Figura 16. Morfologia das ADSCs avaliada por microscopia confocal: A) matriz
PLGA/BSA/VEGF, B) matriz PLGA/BSA, C) matriz PLGA 13% D) células cultivados
diretamente no pogo da placa de cultivo. Legenda: em vermelho, marcagdo do
citoesqueleto marcado com faloidina conjugada com rodamina; em azul, marcacéo
nuclear com DAPI. Imagens A, B e C aumento de 40x com zoom digital de 1x e imagem

D aumento de 10x com zoom digital de 1x.

O ensaio de adesdo realizado por coloracdo com DAPI mostrou que as células
apresentaram uma maior tendéncia de adesdo, embora néo estatisticamente significativa (p >
0,05), nas matrizes PLGA/BSA/VEGF quando comparadas com o0s outros dois grupos de
matrizes (PLGA/BSA e PLGA 13%) e grupo controle (células cultivados diretamente no pogo
daplaca de cultivo) (Figura 17).
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Figura 17. Adesao celular apés 6 horas de cultivo in vitro para 5 culturas primarias de
ADSCs testadas sobre os seguintes grupos de matrizes: PLGA/BSA/NVEGF, PLGA/BSA,
PLGA 13% e grupo controle (células cultivadas diretamente no poco da placa de

cultivo). Os resultados foram expressos através de média e erro padrao.

Os biomateriais devem promover a adesdo celular, a qual é fundamental para a
sobrevivéncia das células. A auséncia desse contato célula/matriz pode desencadear
mecanismos de morte celular programada 1®. Nesse sentido, pode-se observar que todos os
grupos de matrizes apresentaram uma satisfatoria adesdo celular, uma vez que, quando
comparados com o grupo controle, observam-se altos valores de adeséo.

Embora ndo tenha ocorrido diferenca estatistica entre os quatro grupos avaliados
observa-se uma tendéncia maior de adesdo ao grupo PLGA/BSA/VEGF. Esse comportamento
pode estar correlacionado ao fato de que os filmes produzidos a partir da solucdo polimérica
PLGA/BSA/VEGF apresentaram o perfil mais hidrofilico e, portanto, mais adequado a adeséo
celular. Ainda, os FC desempenham um papel importante no comportamento celular. A
adesdo, a proliferacdo e a diferenciacdo sdo em grande parte ditadas pela presenca de FC
soliveis na MEC 3°. Nesse sentido, o VEGF presente nas matrizes pode ter aumentado a
bioatividade da matriz PLGA/BSA/VEGF e consequentemente favorecido a adesdo celular

nas mesmas.
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6.9 AVALIACAO DAS CELULAS METABOLICAMENTE ATIVAS NAS
MATRIZES DE NANOFIBRAS

Embora o uso de emulsbes seja amplamente difundido pela literatura, ainda héa
questionamentos sobre um possivel efeito negativo no crescimento das células cultivadas

sobre matrizes que contenham surfactantes, como por exemplo o Span-80 8L,

O metabolismo celular para os grupos PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA e PLGA 13%
durantes os 5 periodos avaliados néo apresentou diferenca estatistica. O grupo controle
(células diretamente nos pocos) apresentou a maior viabilidade quando comparado com 0s

demais grupos emtodos os tempos analisados (p<0,001) (Figura 18).

F
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Figura 18. Avaliacdo das células metabolicamente ativas por MTT testadas sobre os
seguintes grupos de matrizes: PLGA/BSA/NVEGF, PLGA/BSA, PLGA 13% e grupo

controle (células cultivadas diretamente no poc¢o da placa de cultivo).

Quando os resultados obtidos foram analisados, observou-se que a adi¢do de Span-80,
BSA e VEGF as matrizes ndo interferiu na viabilidade celular, uma vez que quando
comparada comas matrizes PLGA 13% (preparadas apenas com o polimero PLGA dissolvido
em HFIP) ndo foi observada diferenga no crescimento celular. A maior quantidade de células
metabolicamente ativas presente no grupo controle ja era esperada uma vez que as células
apresentam elevada taxa de proliferacdo nestas superficies. A rugosidade e a topografia de
placas de cultivo celular, quando comparadas com superficies 3D, podem ser mais facilmente

controladas, diminuindo a variabilidade nas respostas celulares. Nesse sentido as placas de
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cultivo podem favorecer o crescimento celular **. Porém, as mesmas n& mimetizam a MEC
das células e, portanto ndo conseguem substituir em complexidade os tecidos invivo.
Analisando a viabilidade em relagdo ao tempo de cultivo, observou-se que no 14° dia
houve 0 maior numero de células metabolicamente ativas (p<0,001) comparada com 0s
demais periodos, com excecdo do dia 21 de anélise, onde ndo houve diferenca estatistica
(p=1,000). Esses dados sugerem que ap0s o 14° dia de cultivo houve estagnacdo na
proliferacdo das células, provavelmente em func¢do da saturagcdo no pogo de cultivo, ou seja,
as células ndo apresentavam mais espaco fisico para sua multiplicacdo e, provavelmente, por
isso ndo houve aumento no namero celular. Esse resultado foi corroborado com a anélise
microscopica das culturas na qual se observou saturacdo do poco devido agrande quantidade

células.

6.10 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Ensaios de citotoxicidade celular in vitro sdo testes preditivos utilizados para uma
variedade de biomateriais, desde materiais poliméricos até metais e ceramicos %4,

No presente estudo, a citotoxicidade celular foi avaliada através da dosagem da
enzima LDH que é encontrada em praticamente todos os 6rgdos e tecidos do organismo. Sua
atividade se da pela acdo catalitica, na qual ha a converséo de piruvato a lactato '°°. Trata-se
de uma enzima intracelular e sua presenga no meio extracelular pode ser indicativa de dano
celular. O aumento da concentracdo dessa enzima é proporcional ao aumento da morte celular
68.

No ensaio de citotoxicidade as dosagens de LDH nas diferentes matrizes produzidas
encontram-se apresentadas na figura 19. As dosagens de LDH para os trés grupos de matrizes
foram semelhantes ao grupo controle negativo (células cultivadas diretamente nos pogos de
cultura) (p >0,05). Ainda, todas as matrizes apresentaram dosagens de LDH muito inferiores
ao grupo Triton 1% (controle positivo), que representa a liberacdo maxima de LDH, ou seja, a
morte total. Além disso, o grupo Triton 1% foi o Unico que apresentou um aumento
significativo (p < 0,05) nos valores de dosagem da enzima LDH ao longo dos periodos de
analise. Portanto, é possivel afirmar que os trés tipos de matrizes produzidos ndo possuem
potencial citotoxico para as ADSCs, dados que séo corroborados por um achado semelhante
em matrizes de PDLLA contendo a microalga Spirulina, no qual as matrizes demonstraram

um perfil citotéxico semelhante a esse estudo %.
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Figura 19. Dosagem de LDH em sobrenadante de culturas primérias de ADSCs
testadas sobre os seguintes grupos de matrizes: PLGA/BSA/VEGF, PLGA/BSA, PLGA
13%, grupo controle negativo (células semeadas diretamente no poco da placa de
cultivo) e grupo controle positivo (Triton).

Embora ndo exista um valor de LDH pré-determinado para culturas celulares, os
valores médios de LDH encontrados para os trés grupos de matrizes nos diferentes dias
encontram-se dentro dos valores de referéncia para esta enzima no soro ou plasma de
pacientes adultos saudaveis (80 a 240 U/L).

Em relacdo ao periodo analisado, o 21° dia foi 0 que apresentou maior nivel de
dosagemda enzima LDH emtodos os grupos avaliados (p<0,05), sugerindo uma maior morte
celular. Esse achado pode ser correlacionado com a diminuicdo do metabolismo celular entre
0 14° e 21° dia de cultivo celular, observada pelo ensaio MTT. Embora a dosagemno 21° dia
tenha sido maior do que nos outros dias avaliados, ainda assim o0s valores encontram-se
dentro dos valores de referéncia para soro e plasma humano. Desse modo, observa-se que as
matrizes produzidas a partir de emulsdo mostraram-se atoxicas para as células-tronco,
demonstrando a biocompatibilidade dos biomateriais produzidos. Com isso, essas matrizes

podem ser descritas como uma boa estratégia para uso combinado com células-tronco.
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7. CONCLUSAO

As ceélulas utilizadas no presente estudo foram isoladas e cultivadas com sucesso,
observando-se a sua caracterizacdo como células-tronco mesenquimais. As matrizes
desenvolvidas a partir de emulsdo apresentaram fibras lisas, bem distribuidas, na escala
nanométrica com uma estrutura porosa semelhante a MEC das células. Desse modo,
mostraram caracteristicas apropriadas para a cultivo celular quando aplicados na ET.

Em relacdo ao angulo de contato observou-se um perfil hidrofébico para todos os
grupos de matrizes, possivelmente devido a grande quantidade de poros das matrizes
produzidas por ES. Ao analisar o angulo de contato dos filmes poliméricos observou-se que
os filmes que continham VEGF apresentaram o menor angulo de contato, ou seja, mostraram-
se mais hidrofilicos.

Essas matrizes mostraram-se seguras para uso clinico uma vez que os valores de
solvente residual ficaram dentro dos limites de exposicdo temporaria. As matrizes obtidas por
emulsdo apresentaram uma maior resisténcia a tracdo quando comparadas as matrizes
controle, esse achado possivelmente foi decorrente da adicdo de surfactante Span-80 a
emulsdo. Aléem disso, as matrizes apresentaram uma rapida degradacéo, caracteristica ideal
para dispositivos de liberagdo quando aplicados na ET.

Em relacdo as propriedades biologicas, os filmes contendo VEGF apresentaram uma
maior hidrofilicidade o que pode ter conduzido a uma melhor taxa de adesdo das ADSCs nas
matrizes PLGA/BSA/VEGF quando comparada somente ao biomaterial PLGA. Um aspecto
relevante foi o fato das matrizes produzidas por ES de emulsdo, com ou sem o VEGF
mostrarem-se atdxicas para as células-tronco. Em relacdo a viabilidade celular por MTT, as
matrizes PLGA/BSA/VEGF foram semelhantes a matriz PLGA 13%, observando-se que a
emuls&o néo afetou as células.

As matrizes contendo VEGF apresentaram uma liberacdo sustentada do FC, porém
ndo ha como afirmar que a mesma comportou-se como um eficaz dispositivo de liberacdo,
uma vez que a eficiéncia média de incorporacgdo foi de apenas 3,47%. Ainda cabe destacar
que muitos estudos nd mostram a eficiéncia de incorporagdo dos agentes bioativos,
demonstrando apenas o perfil de liberacdo controlado dos mesmos. A falta de informagdes
referente a eficiéncia de incorporagdo, ou seja, o quanto de fato incomorou-se do agente

bioativo as matrizes pode prejudicar estudos futuros, que tomam como base essas referéncias.
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Apesar da eficiéncia de incorporacdo de FC pela técnica de electrospinning de emulséo
ndo ter apresentado uma alta eficiéncia, espera-se que a quantidade de VEGF incorporada as
matrizes possa de fato contribuir para a regeneracgdo tecidual. Desse modo, ensaios in vivo
devem determinar se quantidades mesmo que pequenas possam de fato contribuir para a
regeneragdo tecidual, uma vez que essas moléculas atuam em concentragdes muito reduzidas
no organismo.

Como prospectiva desse trabalho, estudos em modelos animais serdo realizados para
confirmar a hipdtese de que matrizes contendo VEGF possam de fato contribuir para um
aumento da vascularizacdo e consequentemente uma melhora na regeneracdo tecidual. Além
disso, outras estratégias como o encapsulamento do VEGF através da técnica de
electrospinning coaxial também serdo realizadas. Portanto, pode-se concluir que o
electrospinning de emulsdo ndo se mostrou como uma técnica eficaz para incorporagédo de
fator de crescimento. Porém, essa alternativa apresentou caracteristicas adequadas para o
cultivo de células-tronco, mantendo a liberagdo controlada do fator de crescimento e

demonstrando uma boa biocompatibilidade do biomaterial desenvolvido.
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ANEXO |

4.1 OBTENCAO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Cerca de 100 mL de tecido adiposo foram obtidos de pacientes submetidos a
lipoaspiracdo no Hospital Santa Clara do Complexo Santa Casa de Misericordia de Porto
Alegre, apés assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Irmandade Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre pelo nimero de protocolo 3500-11, de 14 de marco de 2011. O
produto do lipoaspirado foi transportado até o laboratdrio sobre refrigeracdo (2°C a 8°C),
sendo processado até 24h ap6s a coleta.

O lipoaspirado foi lavado extensivamente com tampdo PBS 1x até a retirada total de
sangue. O mesmo foi submetido a tratamento enzimatico com colagenase Tipo | 0,075% a
37°C por 30 minutos com agitagdo a cada 5 minutos. Apds, a colagenase foi neutralizada com
0 meio Dulbecc’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro
Bovino Fetal (SBF). A suspensdo obtida foi centrifugada a 800g por 10 minutos.
Posteriormente, as células foram lavadas em tampdo PBS 1x por 10 minutos a 400g. O pellet
celular foi ressuspendido em meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de
penicilina/estreptomicina e 0,1% de gentamicina e plaqueado em garrafas de cultura de 25
cn? mantidas em incubadora umidificada a 37°C e 5% de CO,. Apds, atingida a confluéncia
de aproximadamente 90%, as culturas foram dissociadas utilizando 0,25% Tripsina/EDTA.
As células foram expandidas até a quinta passagem (P5) quando foram realizados os ensaios

bioldgicos.
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ANEXO Il

42 CARACTERIZACAO DAS ADSCs COMO CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS (ANEXO I1)

4.2.1 Analise morfoldgica das culturas celulares

Durante o cultivo celular in vitro, apresenca das células aderentes e a sua confluéncia

foram periodicamente observadas em microscopio invertido de contraste de fase Olympus.

4.2.2 Perfil Imunofenotipico

O perfil imunofenotipico das culturas de ADSCs foi realizado mediante o protocolo
estabelecido pelo Laboratorio de Hematologia e Células-tronco da Faculdade de Farmacia da
UFRGS. As células foram dissociadas utilizando-se Tripsina/EDTA e incubadas com
anticorpos monoclonais especificos. Para isso, as células foram contadas em camara de
Neubauer, ressuspendidas em tampdo PBS 1x na concentracdo de 10° células/mL e incubadas
(100 pL/tubo) com anticorpos anti-CD14, anti-CD34, anti-CD44, anti - CD45, -anti - CD73,
anti - CD90, anti -CD146, anti - CD184, anti - Stro-1 e anti - HLA-DR (Becton Dickinson,
San Diego, CA) conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE).
Apds a incubacdo por 30 minutos ao abrigo da luz sobre refrigeracdo a 4°C, as células foram
lavadas em PBS 1x para remover 0 excesso de anticorpos ndo ligados. Controles isotipicos
apropriados foram utilizados e a exclusdo de células mortas foi realizada através da a
incubacéo com o corante 7-Aminoactinomycin D (7AAD). Foram analisados 10.000 eventos.
As andlises foram realizadas no citbmetro fluxo FACSAria Ill (Becton Dickinson) e
analisadas no software FACSDiva, versdao 6.0. Os gréficos foram gerados no programa
WinMDI, verséo 2.8.

4.2.3 Diferenciacgao celular in vitro

Na quinta passagem celular (P5), as células foram avaliadas quanto a sua capacidade
de diferenciagdo em osteoblastos, condroblastos e adipocitos, atraves de meios indutores

especificos descritos por Meirelles e colaboradores (2006). Os meios foram renovados a cada
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3 dias e utilizou-se células ndo submetidas a diferenciagdo como controle negativo de
diferenciacdo. As mesmas eram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e

1% de penicilina/estreptomicina e 0,1% de gentamicina.

e Diferenciacdo adipogé nica
As células foram cultivadas por 2 semanas em meio IMDM contendo 20% de plasma
humano, dexametasona (107 M), insulina (2,5 pg/ml), indometacina (5uM), rosiglitazona
(5uM) e heparina sbédica (10 unidades/mL). Posteriormente as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 1 hora e lavadas 3 vezes com agua deionizada. Os adip6citos foram

observados ao microscopio apos coloragdo como corante Oil Red O.

e Diferenciacdo condrogénica
Para a diferenciacdo condrogénica, as células foram cultivadas em meio de
diferenciagdo durante 30 dias. O meio indutor utilizado foi DMEM suplementado com 15 mM
Hepes, 6,25 ug/mL de insulina, 10 ng/mL TGF-B1 e 50 nM da solucédo de &cido ascomico-2
fosfato (AsAP). Posteriormente as células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 30
minutos e lavadas com agua deionizada. A condrogénese foi demonstrada pela coloragdo com

Alcian Blue.

e Diferenciacdo osteogénica
As ADSCs foram cultivadas por 3 a 4 semanas em meio DMEM contendo soro fetal
bovino (10%), dexametasona (10°8M), acido ascorbico 2-fosfato (5 pg/ml) e B-glicerofosfato
(10mM). Posteriormente as celulas foram fixadas com paraformaldeido 4% por 30 minutos e
lavadas com &gua deionizada. A deposicdo de matriz mineralizada foi observada por

coloragédo com Alizarin Red S.
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