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RESUMO

A engenharia de tecidos € um ramo da medicina regenerativa e uma das suas
abordagens se baseia no uso de biomateriais que podem ser combinados com células
e outras moléculas bioativas para regenerar tecidos. Diferentes tipos celulares podem
ser usados para estas aplicagdes, tais como células progenitoras e células-tronco. Os
arcaboucgos de biomateriais podem ser macicos ou porosos e sao utilizados para
reproduzir a matriz extracelular, agindo como substrato e apoio fisico para as células.
Para escolher o material ideal € necessario considerar sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e a presencga de propriedades semelhantes as do tecido bioldgico.
A quantidade, o tamanho, a interconectividade dos poros e a composigéo e topografia
da superficie dos arcaboucos também podem influenciar a resposta celular. A fim de
entender como biomateriais e estruturas tridimensionais podem afetar o
comportamento celular em cultivo, neste trabalho foram utilizados diferentes
arcaboucos de poli(acido latico) (PLA) combinados com células-tronco mesenquimais
(CTMs) e células CD133" expandidas. As CTMs foram obtidas a partir de tecido
adiposo humano e representam uma fonte de células ideal para uso na engenharia de
tecidos devido a sua baixa imunogenicidade, sua atividade paracrina e sua
capacidade de diferenciacdo. As células CD133* expandidas foram derivadas do
sangue de cordao umbilical humano e representam uma fonte de células endoteliais
com capacidade angiogénica. Os arcabougos foram fabricados utilizando-se uma
impressora 3D comercial. Foram prototipados dois modelos cubicos com dimensdes
de 10 mm x 10 mm x 3 mm (LxCxA) com dois tamanhos de poros diferentes (1,27 +
0,059 mm e 0,700 + 0,023 mm) e também um modelo circular de didmetro de 3 cm e
sem poros. A analise por microscopia optica e eletrdbnica demonstrou que os dois tipos
celulares aderiram aos trés modelos de arcabougos mantendo suas morfologias
caracteristicas. Por citometria de fluxo foram avaliados o ciclo celular, a atividade
proliferativa e o perfil imunofenotipico das células. Em comparacéo a um cultivo 2D, a
porcentagem de CTMs em G2 nos arcabougos porosos aumentou, enquanto a
populacao de células CD133* expandidas apresentou um atraso na evolugao do ciclo
com mais células na fase G1. Porém, no arcabougo ndo poroso, as CTMs nao
apresentaram alteragdes de ciclo celular e as células CD133" expandidas tiveram
apenas um aumento percentual em G2, sugerindo que o biomaterial em si n&o foi
responsavel por estimular a proliferacdo celular. As CTMs mantiveram seu perfil
imunofenotipico indiferenciado, mas as células CD133" expandidas apresentaram
uma queda significativa do fator de von Willebrand (vWF). Essa variagao nao so6 afetou
o potencial angiogénico dessas células, mas também a rede de vasos formada pelas
células que mostrou-se menos complexa. Esses resultados indicam que a estrutura
tridimensional e o biomaterial dos arcabougos afetaram de maneira distinta o
comportamento dos dois tipos celulares avaliados e ressaltam a importancia de se
estudar como as células respondem a esses modelos de cultivo ao considerarmos o
uso de células associadas a arcaboucos de biomateriais para a engenharia de tecidos.

Palavras-chave: engenharia de tecidos; células CD133* expandidas; célula-tronco
mesenquimal; poli (acido latico); PLA.
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ABSTRACT

Tissue engineering is a branch of regenerative medicine and one of its approaches is
based on the combination of biomaterials, cells and other bioactive molecules to
regenerate functional tissues. Different types of cells can be used in tissue
engineering, such as progenitor and stem cells. Biomaterial scaffolds can be solid or
porous and are used to reproduce the extracellular matrix acting as substrate and as
physical support for cells. The ideal biomaterial is chosen based on its biocompatibility,
biodegradability and properties that must be similar to the biological tissue. Other
important factors that influence cells’ responses are the quantity, the size and the
interconnectivity of the pores. To better understand how biomaterials and 3D structures
affect cell behavior in culture we combined different 3D printed polylactic acid (PLA)
scaffolds with MSCs and expanded CD133* cells. MSCs were obtained from adipose
tissue and represent an ideal source of cells for tissue engineering applications due to
their low immunogenicity, paracrine activity and ability to differentiate. Expanded
CD133" cells were isolated from umbilical cord blood and represent a source of
endothelial cells with angiogenic potential. Cubic and disc shaped scaffolds were
fabricated using a commercial 3D printer. The cubic scaffolds measured 10 mm x 10
mm x 3 mm (LxWxH) and had pore sizes of 1,27 £ 0,059 mm and 0,700 £ 0,023 mm.
The disc scaffold had a diameter of 3 cm and did not have pores. Fluorescence
microscopy and scanning electron microscopy showed that both cell types had
adhered on the scaffolds and maintained their characteristic morphologies. Cell cycle
and immunophenotype profile were evaluated through flow cytometry. In comparison
with a 2D culture, the percentage of MSCs in G2 phase of the cell cycle on the scaffolds
was higher, whereas the CD133" expanded cells population suffered a delay in the cell
cycle, with a higher percentage of cells in G1. However, while the cell cycle of MSCs
cultured on the PLA disc was comparable to a 2D culture, the percentage of CD133*
expanded cells on the G2 phase increased, suggesting that the biomaterial itself was
not responsible for the alteration on the cell cycle. MSCs were able to maintain their
undifferentiated prolife when cultured on the scaffolds, but the CD133* expanded cells
presented a reduction of the von Willebrand factor (vWF). This reduction not only
affected the cells’ angiogenic potential, but also the cells that were cultured on the 3D
scaffolds formed a less complex network. These results indicate that the 3D
environment and the biomaterial had different effects on different cell types.
Furthermore, they reinforce the importance of studying how cells respond to 3D culture
when considering the scaffold approach for tissue engineering.

Key words: tissue engineering; CD133" expanded cells; mesenchymal stem cells;
polylactic acid - PLA
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1. INTRODUGAO

1.1. Engenharia de Tecidos

Em 1993 Langer e Vacanti definiram a engenharia de tecidos como uma area
multidisciplinar que envolve técnicas e conhecimentos de engenharia, biologia e
medicina para obtencdo de substitutos biolégicos que possam restaurar, manter ou
aprimorar as fungdes de um tecido. Embora o primeiro uso do termo “engenharia de
tecidos” n&o esteja bem claro na literatura, foi apds a publicagdo desse trabalho de
Langer e Vacanti que o numero de estudos publicados dessa area comegou a
aumentar significativamente. Com uma pesquisa no PubMed (NCBI) utilizando o
termo “engenharia de tecidos” € possivel ver que o numero de publicagbes anuais tem

crescido constantemente nos ultimos 30 anos (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Namero de trabalhos envolvendo o termo engenharia de tecidos que podem ser
encontrados no PubMed desde 1990 até 2020. Para o desenho do grafico foi feita uma busca

avancgada nos campos de titulo de resumo no PubMed usando o termo “tissue engineering.”

Ainda de acordo com o trabalho de Langer e Vacanti, a engenharia de tecidos
conta com trés estratégias principais: aplicagcao de células isoladas, uso de fatores
indutores e uso combinado de células com matrizes de materiais naturais, como o
colageno, ou de polimeros sintéticos (Langer e Vacanti, 1993). Neste ultimo caso, as
matrizes, também chamadas de arcaboucgos, também podem ser utilizadas sem
células para serem implantadas no organismo para induzir a migragdo de células-
tronco para o local da lesdo e induzir a restauragdo do tecido. Essa abordagem é
denominada de engenharia de tecidos in situ (Gahawar, Singh e Khademhosseini
(2020). Outra abordagem € a engenharia de tecidos ex vivo, na qual os arcabougos
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com as células sao cultivados em laboratoério para a obtencéo de construtos teciduais
que, entdo, serdo implantados no organismo (Gahawar, Singh e Khademhosseini).
Neste caso, os arcabougos servem como apoio para as células e direcionam o
crescimento do tecido. Porém, independentemente da abordagem escolhida, o
material utilizado para a producdo dos arcabougos deve ser biodegradavel e
biocompativel (Schaap-Oziemlak, et al., 2014), assim como deve apresentar uma
rigidez semelhante aquela do tecido nativo, uma vez que cada tecido apresenta uma
consisténcia especifica, como pode ser visto na Figura 1.2.
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Figura 1.2. A rigidez de tecidos biolégicos em comparacao a de alguns materiais utilizados em
laboratorio e na engenharia de tecidos. O médulo elastico (E) é representado da unidade Pascal,
que equivale a uma forgca de 1 N aplicada numa area de 1 m? (N/m?), na ordem de Pa até GPa. Para
comparagao foram incluidos alguns materiais que sdo utilizados na engenharia de tecidos, como gel
de acrilamida, poliestireno (material das garrafas e placas de cultivo celular) e titanio. Adaptado de
Guimaréaes, et al. (2020).

Atualmente, essas técnicas s&o geralmente aplicadas em conjunto para criar
substitutos bioldgicos que mimetizem o tecido original da maneira mais confiavel
possivel. Para isso, a combinag¢ao das matrizes com fatores de crescimento e células
deve ser capaz de repor o tecido danificado e ser capaz de funcionar como o tecido
original ou de estimular sua regeneragao (Schaap-Oziemlak, et al., 2014).
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Uma das explicagbes para o interesse crescente na engenharia de tecidos é
a grande promessa da area de contornar os problemas da falta de 6rgaos e tecidos
para transplantes devido a limitagdo do numero de doadores e também da grande
possibilidade de rejeicdo imunoldgica do 6rgéo transplantado.

Desde 1993 muitos progressos ocorreram na area, principalmente no que diz
respeito a obtengdo e manipulagao das células utilizadas, na engenharia de materiais
para a obtengcdo de materiais mais adequados e nas técnicas de produgcao dessas
matrizes (Figura 1.3), o que também contribuiu para o avango da area e o crescente
interesse (Khademhosseini e Langer, 2016).
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Figura 1.3. Avan¢os na engenharia de tecidos. Em destaque os avangos em trés areas principais:
descoberta de novas fontes de células e técnicas de edigdo genética; melhor entendimento de sinais
quimicas e fisicos aos quais as células respondem; desenvolvimento de novas tecnologias de produgéo

de scaffolds. Adaptado de Khademhosseini e Langer (2016).

A descoberta de novas fontes de células-tronco adultas e a obtencdo da
primeira linhagem humana de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) em 2006
permitiu que células do préprio paciente sejam utilizadas na terapia, o que abriu
caminho para a medicina personalizada e futuramente podera contornar o problema
de rejeicao imunoldgica dos transplantes tradicionais (Khademhosseini e Langer,
2016).

Outra grande inovacao foi o desenvolvimento da area de biomecéanica e a
descoberta de que as células-tronco respondem a rigidez da matriz. O mecanismo

pelo qual elas respondem a esse estimulo € chamado de mecanotransdugao e ainda
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nao € bem compreendido. Porém, estudos tém demonstrado que este mecanismo
consiste em uma combinagao de moléculas mecanosensoras (como as integrinas),
de propriedades do nucleo celular e da condigdo genética das células (Song, et al.,
2020; Guimaraes, et al., 2020). Em resumo, as integrinas envolvidas na adeséo focal
respondem a rigidez da matriz e sofrem deformag¢des conformacionais que sao, entao
transmitidas para o citoesqueleto. Por sua vez, o citoesqueleto, que esta fisicamente
associado ao nucleo, pode alterar a estrutura da cromatina e, consequentemente,
controlar a expressédo génica (Song, et al., 2020). Assim, a rigidez da matriz ndo é
importante apenas para recriar o ambiente bioldgico das células, mas também porque,
alterando-se essa caracteristica, € possivel controlar alguns comportamentos
celulares, tais como diferenciagéo e migragao (Guimaraes, et al., 2020).

As tecnologias utilizadas para produzir as matrizes também foram
aprimoradas ao longo dos anos, uma vez que elas podem ser feitas de diversos
biomateriais, tais como polimeros, cerdmicas, metais e compodsitos. Suas estruturas
também pode ser variaveis e, atualmente, os arcabougos sao divididos em:
monoliticos (solidos n&do porosos), microporosos, de nanoparticulas, fibrosos,
impressos em 3D e de hidrogéis (Gahawar, Singh e Khademhosseini, 2020).

Uma técnica de obtengao de arcabougos em desenvolvimento na engenharia
de tecidos, por exemplo, € a descelularizagdo de 6rgaos como uma fonte de matriz
extracelular. Nessa técnica, o 6rgao doado é submetido a lavagens com detergentes
para a retirada de todos os componentes celulares e imunogénicos. A estrutura da
matriz deve ser preservada e depois pode ser recelularizada com as células do
paciente recipiente (Ott, et al., 2008).

Porém, a técnica de produgdo de arcabougos mais utilizada e conhecida é a
impressao 3D que através da deposi¢ao de camadas de filamentos poliméricos produz
matrizes de diversas porosidades. As dimensdes dessas matrizes podem ser
facilmente montadas e controladas por um software. Essa técnica € considerada de
baixo custo e simples (Tamay, et al., 2019).

Uma variagao da impressao 3D € a bioimpressao 3D, que é a impressao direta
de células em formulagbes variaveis (chamadas de biotintas) para a produgédo de
orgaos e tecidos. Esta técnica teve inicio no comego dos anos 2000 quando o
pesquisador Thomas Boland modificou uma impressora convencional e imprimiu
células bovinas vivas dispersas em meio de cultivo (Mironov, et al., 2003). Em teoria,
a bioimpressdo 3D permite a impressao de 6rgdos e tecidos na sua conformagéo
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original, mas ainda é considerada uma area em desenvolvimento. O maior desafio da
técnica é a formulagdo de biotintas que apresentem a reologia’ ideal para impressao,
principalmente em termos de viscosidade, e que permitam a viabilidade celular ao
mesmo tempo (Morgan, Moroni e Baker, 2020). Além disso, as bioimpressoras 3D
ainda sao de alto custo se comparadas as impressoras 3D convencionais.

A engenharia de tecidos tem demonstrado resultados promissores na
regeneracao e substituicdo de uma variedade de o6rgdos e tecidos, incluindo o
preenchimento 6sseo em fraturas com arcabougos de hidroxiapatita (Jakus, et al.,
2016), a substituicdo de uma traqueia através da técnica de descelularizagao
(Macchiarini, et al.,, 2008), a reconstrugdo de uretras com células epiteliais e
musculares em arcaboucos de acido poliglicéligo (PLGA) (Raya-Rivera, et al., 2011)
e reconstrugao uterina de coelhos com arcabougos também de PLGA (Magalhaes, et
al., 2020). Mais recentemente, pesquisadores de Israel bioimprimiram um coragao
com dimensdes de um coragéo de coelho (Noor, et al., 2019) e um grupo do Reino
Unido bioimprimiu o estroma da cérnea humana (Isaacson, Swioklo e Connon, 2018).

Apesar de todo os avangos e obtencao de bons resultados in vitro e in vivo,
poucas tecnologias da engenharia de tecidos passaram para a clinica. Isso é devido
principalmente a dificuldade de entender e controlar os processos regenerativos
(Gahawar, Singh e Khademhosseini, 2020). Além disso, ha também a dificuldade de
formacgao de uma rede de vasos sanguineos in vitro para que o tecido transplantado
possa integrar-se de maneira adequada ao organismo (Rouwkema e
Khademhosseini, 2016). Embora existam vérias estratégias para induzir
vascularizagdo in vitro com uso de fatores, arcaboucos e biomateriais pro
angiogénicos, as propriedades funcionais desses vasos sanguineos, como a
perfusabilidade e sua funcdo de barreira, ainda precisam ser melhor estudadas
(Rouwkema e Khademhosseini, 2016; Yang, et al., 2020). Dessa forma, ainda ha
lacunas muito importantes a serem preenchidas na area para que haja o

desenvolvimento de técnicas mais robustas e mais adequadas.

! Ramo da fisica que estuda a mudanca de comportamento e fluxo de um fluido.
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1.2. Células-Tronco

As células mais exploradas para aplicagdes na engenharia de tecidos sao as
células-tronco devido ao seu potencial de diferenciacdo e pelo fato de poderem ser
obtidas de diferentes tecidos (Leach e Whitehead, 2017; Sobacchi, et al., 2018).

O termo célula-tronco foi usado pela primeira vez em 1868 pelo bidlogo alemao
Ernst Hackel para descrever um ancestral unicelular comum de todos os seres vivos
multicelulares. Mais tarde, o biolégo propbés que o termo também fosse aplicado a
gametas femininos (revisado por Ramalho-Santos e Willenbring, 2007). Entretanto, foi
somente em 1980 que Till e McCulloch classificaram as células-tronco aquelas células
capazes de, ao se dividirem, se renovarem ou darem origem a células mais
diferenciadas e especializadas (Till e McCulloch, 1980). Essa definigao € utilizada até
hoje.

Dentre as células-tronco, ha distingdo entre as populagdes celulares de acordo
com a plasticidade que possuem. Elas podem ser classificadas como totipotentes,
pluripotentes, multipotentes e unipotentes (Los, Hudecki e Wiechec, 2019). De acordo
com essa classificagdo, as células-tronco totipotentes sdo aquelas capazes de dar
origem a todos os tecidos de um organismo e também aos tecidos extraembrionarios,
como a placenta e o cordao umbilical, e a célula representante desse grupo € o zigoto
(Mukul, Shakiba e Zandstra, 2018).

Conforme o zigoto se desenvolve, as células vao perdendo sua totipoténcia e,
no estagio de blastula, as células da massa celular interna do blastocisto s&o capazes
de formar todos os tecidos do organismo com excegao dos tecidos extraembrionarios.
A esse potencial de diferenciagcdo da-se o nome de pluripoténcia e essas células
podem ser denominadas células-tronco embrionarias (ESCs) (Mukul, Shakiba e
Zandstra, 2018).

O blastocisto se desenvolve e as células-tronco pluripotentes comegam a se
comprometer com um dos folhetos embrionarios e, nesse estagio, portanto, s&o
capazes de originar células de apenas um desses folhetos e recebem o nome de
células-tronco multipotentes (Mukul, Shakiba e Zandstra, 2018). Enquanto as células-
tronco pluripotentes estao presentes apenas no periodo embrionario, as multipotentes
s&o mantidas ao longo da vida. Elas também podem ser chamadas de células-tronco
adultas e estado presentes, por exemplo, na medula 6ssea, na polpa de dentes de leite
e no tecido adiposo (Los, Hudecki e Wiechec, 2019).
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As células provenientes das células-tronco multipotentes se tornam
especializadas e ndo sdo mais capazes de dar origem a outros tipos celulares. Elas
podem originar apenas ceélulas como elas. Assim, elas sdo chamadas de células
unipotentes (Los, Hudecki e Wiechec, 2019).

Em 2006, Takahashi e colaboradores demonstraram que, regulando um grupo
de genes especifico, era possivel reprogramar células somaticas humanas fazendo
com que elas recuperassem sua pluripoténcia. As células pluripotentes obtidas dessa
forma recebem o nome de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs). Um
esquema resumido da classificagao das células-tronco pode ser visto na figura abaixo

(Figura 1.4).
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Figura 1.4. Esquema de classificagdo das células-tronco. Células-tronco s&do definidas pela sua

oedewelboids,

capacidade de originar tipos celulares especializados. O zigoto possui a capacidade de originar todos
os tecidos de um organismo, incluindo tecidos extraembrionarios, e por isso, € classificado como uma
célula-tronco totipotente. A partir dele, sdo originadas as células-tronco embrionarias que, com exce¢ao
dos tecidos extra-embrionarios, possuem o potencial de originar todos os tecidos do organismo, ou
seja, sdo pluripotentes. Essas células comegcam a se especializar e a se comprometer com um dos
folhetos embrionarios, originando as células-tronco multipotentes ou adultas, a partir das quais surgem
as células unipotentes que agora originam células de apenas um tecido especifico. Adaptado de Mukul,
Shakiba e Zandstra (2018).
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Essa plasticidade das células-tronco permite o estudo de processos celulares,
como a formacéo dos tecidos, e também faz com que elas sejam 6timas candidatas
para a clinica no tratamento de doencas degenerativas e na regeneragéo de tecidos
apos traumas. O primeiro relato de aplicagao clinica das células-tronco foi em 1958
com o transplante de medula éssea de uma crianga para sua irma gémea que era
portadora de leucemia (Thomas, et al., 1959; Kimbrel e Lanza, 2020). Atualmente, sao
realizados por ano em torno de 50.000 transplantes de medula 6ssea no mundo,
fazendo com que as células-tronco hematopoieticas (HSCs) sejam as mais utilizadas
em terapias celulares (Kimbrel e Lanza, 2020).

No entanto, foi apenas no final dos anos 1990 e comec¢o dos anos 2000 que
a area comecgou a evoluir mais rapidamente. Em 1998, Thomson e colaboradores
relataram o isolamento de células-tronco embrionarias humanas pela primeira vez.
Desde entao, os ultimos 10 anos foram marcados pela combinagao das células-tronco
com a tecnologia de edigdo genética para desenvolvimento de técnicas de terapia
A Figura 1.5

resume brevemente os acontecimentos mais marcantes envolvendo células-tronco

celular mais individualizadas e eficientes (Kimbrel e Lanza, 2020).

desde o primeiro transplante de medula 6ssea.
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Figura 1.5. Linha do tempo dos marcos da terapia celular envolvendo células-tronco (CTs). NSC:
célula-tronco neural; iPSCs: células-tronco pluripotentes induzidas; ESC: célula-tronco embrionaria;
CRISPR: sistema de edigao genética por conjunto de repeticbes palindrémicas curtas regularmente

espagadas. Adaptado de Kimbrel e Lanza (2020).
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1.2.1. Células-Tronco Mesenquimais

Um dos exemplos mais conhecidos de célula-tronco adulta é a célula-tronco
mesenquimal (CTM). As CTMs foram isoladas pela primeira vez a partir da medula
o0ssea em 1976 por Alexander Friedstein e depois descritas em 1987 como
fibroblastos formadores de colénia (Friedstein, Chailakhyan e Gerasimov, 1987). Foi
s6 em 1991 que receberam o nome de células-tronco mesenquimais por serem
capazes de originar algumas células e tecidos de fendétipo mesodermal (Caplan,
1991), podendo realizar as diferenciagdes osteogénica, adipogénica e condrogénica
(Dominici, et al., 2006).

Essas células podem ser isoladas ndo s6 da medula 6ssea, mas também do
tecido adiposo (Fraser, et al. 2006), da polpa de dente (Gronthos, et al., 2002), do
sangue de cordao umbilical (Erices, Conget e Minguell, 2000), do sangue periférico
(Cao, Dong E Dong, 2005) do sangue menstrual (Meng, et al., 2007) e também de
varios outros tecidos.

No entanto, células isoladas de diferentes fontes podem apresentar diferentes
niveis de proliferagcado e também de capacidade de diferenciagdo. Entédo, para garantir
a comparabilidade dos estudos, em 2006 o Comité de Células-Tronco Mesenquimais
e Teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular e Génica determinou
atributos para que as células isoladas desses tecidos fossem classificadas como
CTMs. Para tanto, elas deveriam preencher alguns pré-requisitos, como a capacidade
de aderir ao plastico e de realizar as diferenciagbes osteogénica, adipogénica e
condrogénica in vitro. Além disso, essas células devem expressar na sua membrana
CD90, CD105, CD73 e CD140b e nado devem apresentar marcadores de células
hematopoiéticas, como CD34, CD45, CD11b ou CD14, CD19 ou CD79a e HLA-DR
(Dominici, et al., 2006; Buhring, et al., 2007).

Essas células tém sido muito exploradas na medicina regenerativa e no
tratamento de doencgas devido a: sua capacidade de diferenciagdo em trés linhagens
diferentes; variedade de fontes das quais podem ser isoladas; sua baixa
imunogenicidade (ndo expressam HLA-DR ou moléculas coestimulatérias); e por
possuirem um grande poder imunomodulatério (Li, Hu e Zhong, 2019). Até janeiro de
2021, por exemplo, cerca de 10 mil estudos clinicos estavam cadastrados no site
clinicaltrials.gov envolvendo o uso de CTMs para aplicacdes diversas, que vao desde
regeneracao ossea apos uma fratura, cicatrizagao de feridas diabéticas, tratamento
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de doengas degenerativas do sistema nervoso, até mais recentemente para o
tratamento de COVID-19.

Embora o efeito regenerativo das células-tronco mesenquimais tenha sido
atribuido por muito tempo a sua capacidade de diferenciagao, estudos mais recentes
tém demonstrado que esses efeitos terapéuticos também estdo associados a fatores
bioativos secretados por essas células (Phelps, et al., 2018). O secretoma das CTMs
€ composto principalmente por moléculas de sinalizag&o, fatores de crescimento e
citocinas imunomodulatérias, mas também apresentam vesiculas extracelulares que
carregam citocinas e fatores de crescimento (Phelps, et al., 2018).

Outros estudos, no entanto, focam em obter as vesiculas extracelulares do
meio condicionado e aplica-las isoladamente do meio e das células. Essa técnica ja
demonstrou oferecer protecao cardiaca in vitro e in vivo (Wendt, et al., 2018) e, assim
como o meio condicionado, também ja promoveu a cicatrizagdo de feridas
estimulando a migragao e proliferagao de fibroblastos e produgéo de colageno (Hu, et
al., 2016).

Mesmo assim, o uso de CTMs ou de seu secretoma na clinica ainda ndo é bem
estabelecido, pois, apesar dos resultados positivos in vitro e in vivo, poucos se
repetem nos testes clinicos (Kimbrel e Lanza, 2020; Levy et al., 2020). Atualmente, ha
tratamentos baseados em terapias com CTMs aprovados no Canada, mas nao nos
Estados Unidos (Kimbrel e Lanza, 2020). No Brasil, essas terapias ainda séo
classificadas como tratamentos experimentais (ABTCEL, 2020).

Considerando que as respostas celulares podem diferir de acordo com os
diversos modelos de cultivo utilizados (2D, 3D, biomateriais, topografias), torna-se
pertinente estudar como essas variaveis de fato afetam o potencial secretério e
regenerativo das CTMs. Além disso, diante do exposto, fica clara também a
importancia de se estudar e descrever com mais detalhes os mecanismos pelos quais
as CTMs s&o capazes de regenerar tecidos, de forma a entendermos melhor seu

funcionamento e a aprimorar resultados de ensaios clinicos.

1.3. Célula CD133* Expandidas

Além das CTMs, outras células muito exploradas na medicina renegerativa e,
portanto, também na engenharia de tecidos sdo as células endoteliais devido ao seu
potencial angiogénico (Qiu e Hirschi, 2019).
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Em 1997, Ashara e colaboradores relataram o isolamento de células circulantes
que expressavam marcadores endoteliais e possuiam a capacidade de formar vasos
sanguineos. As células, entdo, receberam o nome de progenitores endoteliais, ou
CPEs. Porém, ao longo dos anos surgiram evidéncias de que as CPEs eram um grupo
de células heterogéneo e que nem todas elas se diferenciavam em progenitores
endoteliais com potencial angiogénico (Medina, et al., 2017). Hoje sabe-se que
algumas dessas células sdo de origem hematopoiética e seu potencial angiogénico
se da por mecanismos paracrinos, sendo que elas ndo sédo capazes de gerar células
endoteliais maduras (Medina, et al., 2017).

Por isso, o termo CPE n&o € mais bem visto na literatura e em 2017 Medina e
colaboradores sugeriram denominar essa populacdo de células endoteliais
formadoras de colonias (CEFC), enquanto as células de origem hematopoiética
receberiam o nome de células mieloides angiogénicas (CMA).

As CEFCs podem ser isoladas principalmente de sangue de corddo umbilical e
do sangue periférico, mas também podem ser encontradas na placenta (Medina, et
al., 2017). No entanto, independentemente da fonte, sabe-se que as células
endoteliais imaturas apresentam o marcador CD133 e, conforme amadurecem,
perdem essa expressao e passam a apresentar marcadores de células endoteliais
maduras, como CD31, CD146, CD309 (VEGFR-2) e vVWF (fator de Von Willebrand)
(Ingram, et al., 2004; Bongiovanni, et al., 2014). Ao mesmo tempo, ha redugdo na
expressao de marcadores de células hematopoiéticas, como CD34 e CD45
(Bongiovanni, et al., 2014). Dessa forma, as células CD133* representam inicialmente
as células endoteliais imaturas que foram isoladas a partir desse marcador
(Bongiovanni, et al., 2014). Conforme elas amadurecem, ou sao expandidas in vitro,
perdem a expressdo de CD133 e adquirem caracteristicas endoteliais, como o
potencial angiogénico e, por isso, podem ser denominadas de células CD133*
expandidas (Senegaglia, et al., 2010; Correa, et al., 2018).

Quanto a presenga e agao das células endoteliais no organismo, por muito
tempo também houve duvida se o processo de vasculogénese ocorreria apenas no
periodo intrauterino ou se ele se estenderia a vida adulta. Hoje sabe-se que essas
células estdo quiescentes no organismo adulto e podem ser ativadas caso haja
necessidade de vascularizacdo de um tecido danificado (Falkenberg, et al., 2019).
Quando ativadas, as células endoteliais sofrem uma mudanga fenotipica e se

diferenciam na sua forma proliferativa (stalk cells) que se alongam formando um broto
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até a tip cell, que é a célula que guia o brotamento do novo vaso sanguineo. Essa
mudanca fenotipica € iniciada por uma recalibracdo metabdlica. As células endoteliais
preferencialmente realizam a via glicolitica para producdo de ATP e quando sao
expostas a niveis crescentes de oxigénio passam a realizar a fosforilagdo oxidativa.
Entao, fatores de crescimento, tais como FGF e VEGF, se ligam aos receptores das
células e induzem a proliferagado das stalk cells e a migragdo das tip cells, dando
origem a células endoteliais maduras (angiogénicas) (Falkenberg, et al., 2019). Um
esquema do processo de formagéo de vaso sanguineo pode ser visto na figura abaixo
(Figura 1.6).

—l \ Célula Endotelial
Célula Endotelial ‘ | . O Angiogénica
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Figura 1.6. Esquema do desenvolvimento dos vasos sanguineos demonstrando as diferencas
morfologicas das células endoteliais e a recalibragdao metabodlica durante o processo. Os
esquemas de pontos e tragcos dentro das caixas representam as vias metabdlicos utilizadas em uma
célula quiescente (a esquerda) e em uma célula endotelial angiogénica (a direita). Adaptado de
Falkenberg (2019).

O uso dessas células na engenharia de tecidos se torna essencial uma vez
que um dos motivos que limita o avango da tecnologia é a vascularizagao insuficiente
dos tecidos formados in vitro e consequente falta de integracdo ao tecido bioldgico.
Um grande numero de métodos tem sido desenvolvido para aprimorar a
vascularizagdo na engenharia de tecidos e alguns foram bem sucedidos. Essas
abordagens incluem, em sua grande maioria, entrega de fatores de crescimento e
citocinas ao cultivo e cultura de células endoteliais em conjunto com outros tipos
celulares (cocultura) (Yang, et al., 2020).

Um dos tipos celulares usualmente cultivado com células endoteliais € a CTM,
usada para formar principalmente tecido Osseo vascularizado (Boéhrnsen e

Schliephake, 2016; Liu, et al, 2017). Além de serem capazes de induzir a angiogénese,
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as CTMs podem estabilizar os novos vasos (Adams e Alitalo, 2007) e, assim, permitir
uma melhor vascularizagdo do novo tecido.

No entanto, a literatura é reduzida tratando-se de estudos sobre a célula
endotelial em arcabougos 3D para aplicagbes na engenharia de tecidos. A maioria
desses estudos se concentra em avaliar a formagao da rede de vasos e a quantidade
de ramificagdes geradas. Porém, Rouwkema e Khademhosseini (2016) lembram que
€ mais importante avaliar funcionalidade e qualidade dos vasos do que apenas a
quantidade de vasos formados e, para isso, € necessario ainda estudar como essas
células se comportam em ambientes tridimensionais. Além disso, até o momento de
redacao deste trabalho nao foram encontrados trabalhos associando a célula CD133*
expandida a arcaboucgos 3D.

1.4. Cultivo Celular 3D

O cultivo celular é uma das técnicas utilizadas na biologia celular e molecular
para o estudo do comportamento de células (como interagao célula-célula, replicagao,
transcrigao, ciclo celular, metabolismo, entre outros) e € também um modelo para
estudar agdo de drogas farmacéuticas, para producdo de compostos de interesse
biotecnolégico e, mais recentemente, para o desenvolvimento de 6rgdos e tecidos
para a medicina regenerativa.

A técnica de cultivo de células originou-se ainda no século XIX quando o
fisiologista Sydney Ringer desenvolveu uma solugdo composta de sais de potassio,
calcio e magnésio capaz de manter os batimentos cardiacos do coragdo de um sapo
fora do corpo do animal (revisado por Yao e Asayama, 2017). Porém, o marco inicial
do cultivo celular animal foi apenas em 1907 quando o bidlogo Ross G. Harrison,
inspirado pelos trabalhos de Ringer, isolou fragmentos da medula espinhal de sapos
e observou in vitro o crescimento das fibras nervosas cultivadas em fluido linfatico
(revisado por Yao e Asayama, 2017).

Nos anos que se seguiram, a area viveu grandes marcos como, por exemplo,
quando Margaret Reed Lewis (1908) cultivou medula 6ssea de porco (Yao e Asayama,
2017) e quando Alexis Carrel (1910) cultivou fragmentos de embrido de galinha em
diversos meios de cultivo, primeiro por varios dias e depois por até 2 anos (Simian e

Bissell, 2017). Até que em 1951 o médico George O. Gey isolou com sucesso a
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primeira linhagem de células humanas denominadas células HelLa em referéncia a
paciente da qual as células foram isoladas, Henrietta Lacks (Lucey, et al., 2009).

No entanto, o que todos esses cultivos ttm em comum é que todos foram
realizados em placas ou garrafas de cultivo planas, ou seja, em apenas duas
dimensdes. Embora o cultivo 2D seja utilizado até hoje, ele n&o representa fielmente
a situagao das células no organismo, onde elas estdo organizadas num ambiente 3D
(Baker e Chen, 2012). As principais diferengas entre os cultivos 2D e 3D estao

resumidas na figura abaixo (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Diferengas entre os cultivos 2D e 3D. Os sinais fisicos e quimicos aos quais as células
estdo expostas em cultivos 2D e 3D séao distintos e geram respostas celulares diferentes. O ambiente
3D permite, além da adesao em trés dimensdes, a difusdo gradual de nutrientes, resultando em
células diferencialmente polarizadas. Os scaffolds 3D também podem ter sua rigidez e composigao
alteradas para se assemelharem mais aos tecidos biolégicos. Por outro lado, no cultivo 2D, as
células estdo submetidas a matrizes de alta rigidez e sdo normalmente homogéneas, o que resulta
num ambiente sem gradientes quimicos e fisicos €, portanto, em células igualmente polarizadas.
Adaptado de Baker e Chen (2012).

A primeira grande diferenga entre os cultivos 2D e 3D é o fato de que num
ambiente 3D as células podem aderir nas trés dimensdes e, assim, explorar mais o
espaco e aumentar ndo soO a interagcdo com a matriz extracelular, mas também com
as outras células ao seu redor (Baker e Chen, 2012).

Além disso, a grande maioria dos cultivos 2D é realizada em superficies de
plastico que possuem uma rigidez muito alta (como esta representado na Figura 1.2)
e inadequada para a maioria das células. Ja em matrizes tridimensionais, dependendo
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do material utilizado para sua construgédo, a rigidez pode ser manipulada para atender
as necessidades de cada tipo celular (Baker e Chen, 2012). Essa caracteristica do
cultivo 3D é importante porque, embora 0os mecanismos ainda nao estejam bem
descritos, sabe-se que a rigidez da matriz extracelular influencia algumas atividades
celulares, tais como adesao, diferenciagdo e migragéao (Guimaraes, et al., 2020).

Além da rigidez, outro fator da estrutura das matrizes 3D que pode ser
controlado € a porosidade e interconectividade dos poros. Essa caracteristica
influencia a diferenciagao celular e também cria microambientes com concentragdes
variaveis de metabdlitos e nutrientes. Ja no cultivo 2D, os metabdlitos e os nutrientes
do meio de cultivo facilmente se difundem e se distribuem de maneira praticamente
homogénea por todo o cultivo (Baker e Chen, 2012).

Todos esses fatores influenciam a polarizacédo das células. As forgas de
tensdo em uma so diregdo, a falta de gradiente de nutrientes e a alta rigidez da matriz
do cultivo 2D fazem com que as células apresentem a mesma polarizagdo. Enquanto
no cultivo 3D, a variagcado desses fatores contribui para que as células se polarizem de
maneira diferente e por conta propria e, assim, criem um ambiente de células
diferentemente polarizadas, recriando mais fielmente a situagao in vivo (Baker e Chen,
2012).

De acordo com Simian e Bissell (2017) a técnica do cultivo 3D pode ser datada
dos anos de 1970 com o cultivo de células em géis de colageno flutuantes. Porém, o
uso do termo “cultivo tridimensional” comecgou a ser utilizado apenas no final dos anos
de 1980 e comecgo dos anos de 1990.

Nos ultimos 10 anos, o numero de estudos publicados envolvendo cultivo 3D
cresceu significativamente e a técnica se tornou um modelo robusto e confiavel.
Atualmente, os cultivos 3D podem ser divididos em dependentes e ndo dependentes
de arcaboucos (Jensen e Teng, 2020).

As técnicas nao dependentes de arcaboucgos s&do compostas principalmente por
formacao de organoides e esferoides (Jensen e Teng, 2020). Organoides sao
estruturas 3D derivadas de células-tronco pluripotentes que se organizam de maneira
espontanea num cultivo e apresentam pelo menos uma fungéo fisioldégica do érgéo
que ele representa (Pal, 2019). Por outro lado, os esferoides sdo derivados do cultivo
de um unico tipo celular e, assim, representam apenas parte de um tecido. Sua

formacédo nao € espontanea e as células precisam ser depositadas em pogos com
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fundos arredondados para sedimentarem ao longo do tempo e o esferoide formado
no final é dificil de ser mantido em cultivo (Pal, 2019).

Ja os métodos dependentes de arcabougo consistem em depositar as células
nesses arcabougos e coloca-los em cultivo convencional (numa placa de cultura, por
exemplo) ou cultivadas em biorreatores. Esses arcabougos podem ser produzidos por
diversos métodos, como impressao 3D, eletrospinning, sintese quimica, etc. Esses
métodos s&o discutidos a seguir.

Apesar das diversas técnicas, o modelo de cultivo 3D ainda esta nas suas
etapas iniciais de estudo e os mecanismos pelos quais as células se organizam

tridimensionalmente ainda precisam ser elucidados.

1.5. Biomateriais para a Engenharia de Tecidos

Um biomaterial € definido como uma substancia ou um conjunto de substancias
(naturais ou sintéticas) que interagem com um organismo no sentido de reparar ou
substituir um tecido ou 6rgéo. O aspecto principal de um biomaterial na engenharia de
tecidos é a sua biocompatibilidade, ou seja, sua capacidade de executar a resposta
apropriada no organismo sem causar efeitos nocivos (Ratner, 2019).

Tecidos biologicos possuem uma estrutura altamente organizada e uma
composi¢ao unica que promovem suporte mecanico e transporte de fatores para
regular fungdes celulares. Dessa forma, a escolha do biomaterial para producao de
arcabougos também deve levar em conta cada tecido, sua estrutura e sua fungao de
forma a imitar as condigdes bioldgicas de maneira confiavel e permitir a integragao do
arcabougo ao organismo (Deb, et al., 2018).

A Tabela 1.1 resume outras principais caracteristicas que podem ser alteradas

num arcabou¢o de modo a se controlar a resposta celular e a regeneracgao do tecido.

Tabela 1.1. Principais caracteristicas dos arcabougcos que devem ser
consideradas e seus efeitos na resposta celular e na regeneragao dos tecidos.
Adaptado de Atala e Hunsberger (2016).

Caracteristica Efeito

. e Variabilidade da area disponivel para adesao
Porosidade
celular

34



e Infiltrac&o celular e de nutrientes

e Alteracdo das caracteristicas mecanicas

e Degradacéo gradual permite que o tecido novo
ocupe o espaco deixado pelo arcabouco

Biodegradabilidade P bag P

e Oferece suporte para as células proliferarem e

secretarem matriz

e Aumento na proliferagao e/ou diferenciagcao
Bioatividade e Promove a entrada de células para alterar a taxa

de regeneracgéo

Biomateriais podem ser utilizados para substituir um tecido ou o6rgado de
maneira permanente, como implantes de titdnio, ou apenas auxiliar no reparo de um
tecido temporariamente (Deb et al., 2018). Neste caso, o biomaterial serve como um
suporte para as células proliferarem e produzirem a matriz extracelular (Atala e
Hunsberger, 2016). Portanto, € essencial que eles sejam também biodegradaveis e
que os subprodutos da degradagao n&o sejam toxicos e sejam facilmente eliminados
pelo organismo sem interferir em outros tecidos (Atala e Hunsberger, 2016). Além
disso, € importante que a taxa de degradacado do material seja semelhante a do tecido
bioldgico para que haja espago suficiente para o novo tecido ser formado sem que
haja desestruturacdo por falta de apoio do arcabougo degradado antes do tempo
(Deb, et al., 2018).

A resposta do organismo ao biomaterial também pode ser controlada
dependendo da sua composi¢ao e também da estrutura do arcabougo. Por exemplo,
alguns sao bioativos, ou seja, ativamente auxiliam na ades&o, proliferagcdo e
diferenciagdo celular (Atala e Hunsberger, 2016). Geralmente, biomateriais com
composi¢gdes quimicas semelhantes ao tecido biolégico possuem uma alta
bioatividade e podem promover respostas celulares especificas. Para esse fim, é
possivel modificar a superficie do arcabougo acrescentando-se fatores de crescimento
ou macromoléculas de matriz extracelular, como colageno, fibronectina e laminina,
para produzir um ambiente biomimético equivalente ao tecido nativo e modular o
comportamento celular (Atala e Hunsberger, 2016).

A estrutura tridimensional do arcabougo também influencia a resposta celular.

A porosidade, o tamanho e a interconectividade dos poros alteram a difusdo de
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nutrientes e de oxigénio e pode influenciar o processo de diferenciagao celular. (Atala
e Hunsberger, 2016; Deb, et al., 2018). Por exemplo, apesar de haver variagdes,
normalmente poros de tamanhos maiores, entre 300 até 800 um s&o mais adequados
para diferenciagdo condrogénica e osteogénica (Loh e Choong, 2013; Abassi, et al.,
2020). Ja poros de tamanhos entre 100 e 300 ym estdo associados a angiogénese
(Loh e Choong, 2013). Além disso, as caracteristicas mecéanicas e quimicas dos
arcabougos também podem influenciar a diferenciacdo, migracdo, adesédo e
proliferagao celular (Deb et al., 2018).

No entanto, o uso de biomateriais para cicatrizar feridas, manter ou restaurar
fungdes corporais ndo € uma estratégia nova. Na antiguidade, egipcios e romanos ja
usavam fibras vegetais para tratar lesdes de pele e ja eram capazes de moldar uma
série de proteses. Mais tarde, a revolugao industrial permitiu o desenvolvimento de
uma série de biomateriais sintéticos (primeiro os metalicos e depois os poliméricos)
com caracteristicas cada vez mais apropriadas para o desenvolvimento de
dispositivos médicos (Simionescu e lvanov, 2015). Atualmente, existe uma grande
variedade de biomateriais que podem ser divididos em polimeros (naturais e
sintéticos), ceramicos (como os sais de fosfato e calcio) e metalicos (Simionescu e
lvanov, 2015). Devido a essa grande variedade, este trabalho sera focado na
discussédo dos polimeros. Alguns dos polimeros mais utilizados na engenharia de
tecidos estdo detalhados na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 Polimeros sintéticos e naturais mais comumente usados na

engenharia de tecidos e suas vantagens e desvantagens. Adaptado de Tamay

(2019).
Biomaterial Vantagens Desvantagens
Polimeros sintéticos
ABS (acrilonitrila e Processamento simples e N&o é biodegradavel

butadieno estireno) | e Baixa temperatura de fusdo
e Flexibilidade

PLA (acido e Propriedades mecénicas o Alta temperatura de

polilatico) manipulaveis fuséo

e Biodegradavel
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e Baixa temperatura de fuséo
PCL

, e Propriedades reoldgicas e | ¢ Degradagéo lenta
(policaprolactona)

viscoelasticas 6timas

PLGA (acido e Propriedades mecénicas e Temperatura de
poliglicolico) manipulaveis processamento alta
_ e Propriedades elasticas
PEEK poli(éter-éter- . e Alta temperatura de
otimas
cetona) fusdo
e Bioinerte

e Biodegradavel ]
Processo de sintese

PU (poliuretano) e Propriedades mecanicas
complexo
otimas
PMMA e Alta biocompatibilidade B _ )
o _ e N3&o € biodegradavel
(polimetilmetacrilato) e Bioinerte

Polimeros Naturais

Protocolos extensos

_ e Biodegradavel o
Gelatina/ Colageno _ de purificagao para
¢ Facilita adesao celular . L
evitar contaminagoes

o Biodegradavel _
e Propriedades

Quitosana e Atividade antibacteriana e L ,
o mecanicas baixas
antifungica
e Dificuldade de
Alginato e N&o é imunogénico controlar o processo

de degradagéao

Devido a essa grande variagao de propriedades dos materiais, cada um tem
sido estudado para a regeneragao de diferentes tecidos. Por exemplo, aqueles mais
rigidos geralmente sdo explorados para aplicagbes 0sseas e 0os menos rigidos para
regeneracao de tecidos moles, como cartilagem. Mesmo assim, devido as diversas
técnicas de producdo de arcaboucgos, eles podem ser utilizados em conjunto para
obtencdo de caracteristicas quimicas, fisicas e mecanicas variaveis e inéditas
(Tamay, 2019).
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1.5.1. Poli(acido latico)

Um dos polimeros muito explorados na engenharia de tecidos é o poli(acido
latico) (PLA). Ele existe em duas formas (isémeros): PLLA e PDLA (Figura 1.8). A
mistura racémica € conhecida como PDLLA (Casalini, et al., 2019), mas apenas o

PLLA e o PDLLA apresentam aplicagbes biomédicas (Simionescu e Ivanov, 2015).

0 0
Ho\\/JL\ HO
-~ “OH OH

CH, CH,
L-(+)-Acido Lético D-(-)-Acido Latico
(PLLA) (PDLA)

Figura 1.8. Isdmeros do PLA. Adaptado de Casalini, et al (2019).

Para aplicagbes na engenharia de tecidos, no entanto, apenas o isébmero
PLLA é utilizado, uma vez que ele pode fazer parte do metabolismo celular, sendo
incorporado ao ciclo da fosforilagado oxidativa ou convertido em glicogénio no figado,
sendo depois facilmente eliminado na forma de agua e diéxido de carbono (Casalini,
et al., 2019). Além disso, enquanto o PLLA é um polimero semicristalino, o PDLA é
um polimero amorfo, o que Ihe confere baixa resisténcia mecénica e uma taxa de
degradagao muito alta (Simionescu e Ivanov, 2015; Casalini, et al., 2019).

Uma das vantagens do PLA é a sua produgdo que pode se dar através de
fermentacdo bacteriana de milho, arroz ou trigo que oferece altos rendimentos e,
dependendo da bactéria utilizada, é possivel obter apenas um dos isbmeros da
mistura racémica. Dessa forma, a produc¢ao do PLA pode ser considerada sustentavel
(Casalini, et al., 2019). Outras vantagens desse biomaterial, assim como algumas
desvantagens, estdo descritas na Tabela 1.3.

Tabela 1.3. Vantagens de desvantagens do PLA. Adaptado de Casalini, et al (2019)
VANTAGENS DESVANTAGENS

Sustentabilidade: produzido a partir de | Caracteristicas mecanicas: PLA pode

fontes renovaveis, biodegradavel, | ser fragil, o que pode ser um limitante

reciclavel e sua produgdo exige menos
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energia do que polimeros derivados do

petréleo e consome gas carbénico.

para aplicagdes que exigem um material

mais elastico.

Versatilidade: suas  propriedades

mecanicas podem ser facilmente

modificadas com a mistura do PLA com
outros de

polimeros e formacéao

estereocomplexos.

Baixa taxa de degradacao: implantes
precisam de mais tempo para serem
degradados e substituidos pelo novo
tecido, o que para algumas aplicagdes
pode nao ser adequado.

Biocompatibilidade: o produto principal
de degracdo € o acido latico que pode
facilmente  metabolizado

ser pelo

organismo.

Hidrofobicidade:
baixa adeséao celular.

pode resultar em

Facil processamento: em comparagao
a outros polimeros, as técnicas de

processamento do PLA sdo bem

Inércia quimica: PLA é quimicamente
inerte o que pode dificultar processos de

funcionalizagao.

estabelecidas.

Arcaboucgos tridimensionais de PLA tém sido usados em combinagdo com
diferentes tipos celulares para regenerar principalmente tecido 6ésseo (Shahrezaee, et
al., 2018; Ashwvin, et al., 2020; Soéhling, et al., 2020) e cartilagem (Rosenzweig, et al.,
2015; Haaparanta, et al., 2014). Mesmo quando ndo é usado diretamente para
produzir arcabougos, o PLA também tem sido usado em biotintas para bioimpressao
de tecidos (Antich, et al., 2020), como veiculo em forma de nanoparticulas para
entregar drogas (Elmowafy, Tiboni e Soliman, 2019) e como dispositivos médicos em

forma de parafusos para auxiliar em tratamentos ésseos (Alsaheb, et al., 2015).

1.6. Impressao 3D

Existem diversas maneiras de produzir arcabougos de biomateriais e uma das
mais comuns € a impressao 3D. A primeira patente envolvendo impressdo 3D é
datada de 1986 e foi depositada por Charles Hull, que denominou a tecnologia de
estereolitografia. A técnica de Hull envolvia a cura de materiais de resina camada por
camada com uma lampada UV (Hull, 1986). Atualmente, a impresséo 3D é conhecida

39



como manufatura aditiva ou prototipagem rapida e a estereolitografia € uma das
técnicas de impressao (Tamay, et al., 2019).

Em termos gerais, a impressao 3D consiste em modelar um protétipo 3D em
programas de engenharia, como CAD, a partir do qual a impressora, seguindo o plano
cartesiano (coordenadas X, Y e Z) é capaz de imprimir o objeto (Ligon, et al., 2017).

Algumas das técnicas de impressao 3D estao resumidas na Tabela 1.4.

Tabela 1.4 Lista de técnicas de impressao 3D. Adaptado de Ligon, et al (2017).

TECNICA VANTAGENS DESVANTAGENS
PRODUGCAO
CONTINUA DE ) _ Exige materiais de baixa
Impresséo rapida . )
INTERFACE DE viscosidade
LIQUIDOS (CLIP)
LITOGRAFIA B Construcéo lenta; opgao de
R Alta resolugéo .
MULTIFOTONICA materiais limitada
Impresséo rapida; ampla Exige materiais de baixa
POLYJET
opcgao de materiais viscosidade
Alta resolugao; baixa Exige materiais de baixa
AEROSOL JET _ _
temperatura de processo viscosidade
Impresséo rapida; baixa Produz objetos com
JET BINDER _
temperatura de processo superficies rugosas
FABRICAGAO DE
OBJETOS Impressora compacta Baixa resolucéo
LAMINADOS
B o Produz objetos com
3D DISPENSING Ampla opg¢ao de materiais .
superficies rugosas

Essas técnicas, no entanto, ndo sdo tdo usadas por serem muito trabalhosas,
muito caras ou, em alguns casos, patenteadas.

A técnica mais utilizada é a modelagem por deposic¢ao fundida (FDM — fused
deposition modeling). A impressora FDM (Figura 1.9) utiliza uma variedade de

filamentos plasticos chamados termoplasticos que sdo aquecidos até suas
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temperaturas de fusdo e solidificam novamente quando s&o depositados na mesa de

impressao por um extrusor (Ligon et al., 2017; Tamay, et al., 2019).

‘e, B
R |

=, 7 = "ws” Mesade
I | ° N
4 q u Impressao

Figura 1.9. Exemplo de uma impressora 3D de FDM e seus componentes principais.

As principais vantagens da FDM sao a simplicidade, o baixo custo e a
possibilidade de se utilizar mais de um extrusor para a impressao de mais de um tipo
de polimero por vez. Além disso, ndo ha necessidade do uso de solventes quimicos
em nenhuma etapa do processo (Tamay, 2019). Porém, alguns polimeros podem
produzir vapores toxicos durante a fusdo, como o ABS (Zhang, et al., 2019).

Independentemente da técnica, a possibilidade de se controlar a arquitetura
do material impresso facilmente tornou a impressdao 3D muito interessante para
aplicagdes biomédicas na produgao de proteses e também na engenharia de tecidos

para producao de arcabougos.
1.7. Justificativa

De acordo com dados do Ministério da Saude, até agosto de 2020 no Brasil
havia uma lista de espera por transplante de quase 47 mil 6rgaos (rim, figado, cérnea,
coragao, pulméao, pancreas...). Até a redagao deste trabalho, a lista de doadores
efetivos ndo foi atualizada para 2020, mas em 2019 o Brasil contava com menos de 4
mil doadores cadastrados. Diante da grande disparidade desses numeros, nota-se a
importancia de se encontrar solugdes alternativas para a falta de 6rgdos. Uma dessas
opgdes é a engenharia de tecidos, uma area que tem evoluido muito nos ultimos 30
anos nas questdes de identificagdo de novas fontes de células, bem como de técnicas

41



para a manipulagao dessas células e no desenvolvimento de novas metodologias de
producdo de arcabougos que auxiliem na regeneragdo de um 6rgao ou tecido.

As células mais comumente exploradas para aplicagbes na engenharia de
tecidos sdao as CTMs devido ao seu potencial de diferenciagdo, sua atividade
paracrina imunomodulatoria e sua presencga em diversos tecidos, o que facilita seu
isolamento. Em conjunto com as CTMs, as células endoteliais, como as células
CD133" expandidas, também apresentam grande importancia para a area devido ao
seu potencial angiogénico.

Um dos biomateriais de grande interesse para a produgéo de arcabougos é o
PLA, um polimero biocompativel, biodegradavel, barato e versatil. Suas
caracteristicas fisicas permitem que ele seja impresso em 3D para fabricagdo de
arcaboucos de diversos tamanhos e estruturas.

Enquanto ha estudos sobre a combinagcdo de CTMs com arcaboucgos de PLA,
nao foram encontrados trabalhos associando as células CD133* expandidas a esses
arcaboucgos. Ainda, enquanto boa parte dos estudos se concentra em desenvolver
novas combinagdes de biomateriais e células para aplicagdes clinicas, pouco se sabe
sobre as respostas celulares especificas a esses arcaboucos.

Este trabalho, entdo, usou arcaboucgos de PLA de diferentes porosidades para
avaliar a resposta celular de CTMs e células CD133* expandidas com o intuito de
gerar mais informagdes para um melhor entendimento do comportamento celular no

cultivo 3D em arcaboucos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar os efeitos de dois arcabougos de PLA com tamanhos de poros

diferentes no comportamento de CTMs e células CD133" expandidas.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar a estrutura e as propriedades fisicas de arcabougos de PLA com
poros de tamanhos diferentes;

e Verificar a adesdo de CTMs e de células CD133* expandidas nos arcabougos
de PLA;

e Avaliar a citotoxicidade dos arcaboucgos de PLA;

e Avaliar o ciclo celular e quantificar a proliferacdo de CTMs e de células CD133*
expandidas em cultivo nos arcabougos de PLA,;

e Analisar o perfil imunofenotipico de CTMs e de células CD133" expandidas
apos o cultivo nos arcabougos de PLA,;

e Avaliar o potencial angiogénico de células CD133" expandidas apds o cultivo
em arcaboucos de PLA e do meio condicionado produzido nestas condig¢des.
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3. METODOLOGIA

3.1. Impressao 3D dos Arcaboucgos de PLA

A impressao dos arcaboucos foi realizada em colaboracdo com a Universidade
Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR) utilizando-se uma impressora 3D de FDM
(ANET A8) e filamento de PLA (1,75 mm; ESUN). Foram impressos arcabougos
cubicos de dimensées 10 mm x 10 mm x 3 mm (LxCxA) e discos chatos de 3 cm de
didametro. Os arcabougos cubicos apresentaram preenchimento de 25% e 40% (S25
e S40). O disco apresentou preenchimento de 100% de acordo com os parametros do
software fatiador utilizado (Fatiador Cura). Para todas as impressoées, a velocidade de
impresséo foi de 30 mm/s e as temperaturas de extrusdo e da mesa foram

determinadas em 200°C e 55°C, respectivamente.

3.2. Caracterizagao dos Arcabougos de PLA

3.2.1. Caracterizagao Ultraestrutural

A estrutura e o tamanho dos poros dos arcabougos foram avaliados por
microscopia eletrobnica de varredura (MEV). Para isso os arcabougos foram
submetidos a secagem por ponto critico utilizando o equipamento Leica EM CPD300
Manual e depois recobertos com ouro utilizando o equipamento Leica EM ACE200. A
analise foi realizada utilizando o microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM6010
PLUS-LA.

Para determinag&do dos tamanhos médios dos poros foram medidas a largura e
o comprimento de 20 poros de um S25 e de um S40.

3.2.2. Teste Mecanico

Para a caracterizacdo mecanica foram realizados testes de compresséao
utilizando trés corpos de prova para cada categoria de arcabougo. Os ensaios foram
realizados numa maquina de ensaio universal (EMIC, DL10000) montada com o
dispositivo para teste de compressdo com uma célula de carga de 500 N (50 fg) com
velocidade de deslocamento de 1,3 mm/min. As medidas de compressao e tensao
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obtidas foram usadas para a determinagdo das curvas de resisténcia elastica e o

calculo do modulo de Young.

3.3. Isolamento e Caracterizacao das CTMs e das Células CD133*

As células humanas utilizadas neste trabalho foram obtidas de tecido adiposo
humano e de sangue de corddo umbilical e foram isoladas apds o consentimento
esclarecido dos doadores. Esse estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica
da Pontificia Universidade Catdlica do Parana e da Fundagdo Oswaldo Cruz sob o

parecer de numero 1366 e 419/07, respectivamente.

3.31. CTMs

As CTMs foram isoladas de tecido adiposo de uma paciente feminina de 46
anos (IMC = 27,03 kg/m?) que foi submetida a um procedimento de lipoaspiragédo. O
isolamento foi realizado pelo Nucleo de Tecnologia Celular da Escola de Medicina da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR) seguindo protocolo previamente
descrito (Marcon, et al., 2020). O tecido foi inicialmente lavado com uma solugao salina
tamponada por fosfato (PBS) estéril e depois digerido com colagenase tipo | por 30
minutos, 5% CO:2 e sob agitagao constante. A fase lipidica foi separada e a fase inferior
foi filtrada em um filtro de 100 um e depois centrifugada a 950 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas e tratadas por 10
minutos com tampéao hemolitico (0,83% cloreto de amonio; 0,1% bicarbonato de sédio
e 0,04% EDTA). Em seguida, as células foram centrifugadas a 150 x g por 10 minutos,
ressuspendidas em PBS e filtradas em um filtro de 40 ym e plaqueadas em garrafas
de cultivo numa densidade de 2x102 células/cm? em DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) suplementado com 10% SFB, 1% (PS) e 1% L-glutamina.

Quando as células atingiram 80-90% de confluéncia, elas foram tripsinizadas e
replaqueadas em DMEM suplementado com 10% SFB, 1% PS e 1% L-glutamina para
expansdo e congelamento.

Para confirmacdo da identidade das CTMs, realizou-se a caracterizagao
proposta por Dominici e colaboradores (2006) composta pela avaliagdo das
diferenciagdes adipogénica e osteogénica in vitro e pela confirmagdo do perfil

imunofenotipico celular por citometria de fluxo.
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Para todos os experimentos, as CTMs foram utilizadas entre as passagens 5 e

3.3.2. Células CD133*

As células CD133* utilizadas nesse trabalho foram isoladas a partir de sangue
de cordao umbilical e congeladas a -80°C. O isolamento foi realizado pelo Nucleo de
Tecnologia Celular da Escola de Medicina da Pontificia Universidade Catdlica do
Parana a partir do protocolo previamente descrito (Senegaglia, et al., 2010). Células
mononucleares (CMs) foram primeiramente obtidas de sangue de cordao umbilical
coletado de placentas frescas seguindo o protocolo de Boyum (1968) modificado. CMs
foram diluidas na proporgao 1:2 (v/v) em Iscove’s Modified Dulbecco Media (IMDM) e
centrifugadas a 400 x g por 30 minutos usando gradiente de Ficoll. Entao, elas foram
lavadas trés vezes com PBS e as células CD133* foram selecionadas usando CD133
microbeads (Miltenyi Biotec) seguindo o protocolo do fabricante. As células purificadas
foram plagueadas em garrafas de cultivo numa densidade de 1x10% células/cm?
contendo Endothelial Cell Basal Medium (EBM-2) suplementado com EGM®-2MV
Microvascular Endothelial Cell Single Quots® kit (Lonza) de acordo com as instru¢des
do fabricante.

Apos o descongelamento, as células foram cultivadas até atingirem confluéncia
de 70-80%, tendo o meio de cultivo trocado a cada 3-4 dias. Os cultivos confluentes
eram entao dissociados com uma solugao de 0,25% de tripsina-EDTA e as células
replagueadas numa densidade de 1,3x10* células/cm?. Para os experimentos foram
utilizadas células entre as passagens 6 e 8, ponto no qual sdo consideradas células
CD133" expandidas.

3.4. Assepsia dos Arcaboucgos de PLA

Previamente ao cultivo, os arcabougos foram desinfectados por imersédo em
etanol 70% por 45 minutos sob agitagdo em um agitador tridimensional. Foram
realizadas duas lavagens com etanol 70% e, em seguida, foram feitas mais duas
lavagens de 45 minutos cada com uma solugao estéril de PBS para retirar o excesso
de etanol do interior dos poros dos arcabougos.
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3.5. Avaliacao da Citotoxicidade dos Arcaboucgos de PLA

3.5.1. Teste por Contato Direto

A avaliagdo da citotoxicidade dos arcabougos de PLA foi primeiro realizada a
partir do teste por contato direto seguindo as diretrizes da ISO 10993-5 (ISO, 2009).
CTMs e células CD133* expandidas foram plaqueadas em densidades de 2x103
células/cm? e 3x10* células/cm?, respectivamente, em placas de 24 pocos e cultivadas
por 24 horas em meio de cultivo suplementado. Em seguida, o meio de cultivo foi
descartado e foram selecionados 2 pog¢os para o controle positivo, 2 pogos para o
controle negativo e 3 para a realizagao do teste por contato. Para o controle positivo
foi acrescentada uma solugdo de 100 pg/mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) em
meio de cultivo suplementado. Para o controle negativo, apenas meio de cultivo
suplementado foi utilizado. Para os testes foi cortado um pedago do arcaboucgo de
PLA e depositado em cima da monocamada de células, que, entdo, também foi
cultivada com meio de cultivo suplementado.

Apos 48 horas de incubagéo (37°C e 5% COz), para a analise da morfologia
celular foram obtidas 10 imagens de cada pogo com o auxilio de um microscopio
invertido Nikon Eclipse TE300 utilizando sempre a mesma magnificagao (ocular 10x e
objetiva 10x).

3.5.2. Ensaio de Captacao de Vermelho Neutro

Para avaliar se o PLA poderia gerar produtos de degradacao toxicos para as
células, foi realizado um ensaio de coloracdo com vermelho neutro. A obtencédo do
extrato (meio de cultivo com fragmentos de PLA) foi realizada seguindo as diretrizes da
ISO 10993/12 (ISO, 2016). De acordo com o documento deve haver uma relagao ideal
entre as areas das superficies ou massa dos sélidos e o volume dos liquidos de
extracdo. Dessa forma, os arcaboucos foram considerados produtos porosos de forma
irregular e os S40 foram cortados de maneira a obtermos 0,1 g de PLA por 1 mL de
meio de cultivo. Para obtenc&o do extrato, estes fragmentos de PLA foram mantidos
sem células com meio DMEM suplementado com 2% PS e 2% L-glutamina sob
agitacéo suave e a 37°C por 24, 48, 72 e 96 horas. Apds a incubagédo, os fragmentos
de PLA foram descartados e apenas o extrato foi utilizado para os testes.
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O ensaio de captagcdo de vermelho neutro foi realizado em duplicata pela
Plataforma de Bioensaios em Métodos Alternativos em Citotoxicidade do Instituto
Carlos Chagas seguindo as diretrizes da Organizacdo para a Cooperagéo e
Desenvolvimento Econémico (OECD) guideline 129 (OECD 2010). Para os testes,
células da linhagem BalB/c3T3 foram cultivadas por 48 horas com os extratos e, para
o controle, as células foram cultivadas com meio DMEM suplementado com 2% PS e
2% L-glutamina. Apdés as 48 horas, as amostras foram coradas com solugdo de
vermelho neutro e as absorbéancias foram avaliadas e convertidas em viabilidade.

Entdo, para determinar o efeito citotdxico, foi calculada a Taxa de Crescimento
Relativo (TCR) que é determinada pela relagéo entre a viabilidade do grupo testado e
a viabilidade do controle. Se o valor de TCR for menor do que 70% a amostra deve ser

considerada citotoxica.

3.6. Deposicao das Células nos Arcaboucgos de PLA

Para avaliagdo da adesao celular, foram testados diversos métodos para
semear as células, assim como também foi testado o numero ideal de células que
deveriam ser semeadas por arcabouco. Esses testes estdo descritos em mais
detalhes no Apéndice A.

Ainda, considerando que o PLA & um biomaterial hidrofébico, foi importante
avaliar se havia diferencas na adesao celular quando o arcabougo estava seco e
quando ele estava molhado. Entao, testou-se semear as células depositando-as em
arcaboucos secos e molhados. As células foram plaqueadas por cima dos arcabougos
nas seguintes condigbes: 1) arcabougos totalmente secos; 2) arcabougos umidos,
seco brevemente por 5 minutos dentro do fluxo laminar apds a lavagem em PBS; 3)
arcabougos molhados, nos quais as células foram semeadas logo apos a lavagem
com PBS.

3.6.1. Deposicao das Células pelo Método da Seringa

Apoés a realizagao dos testes de deposig¢ao das células (descritos no Apéndice
A), foi padronizado o processo de semeadura pelo método da seringa. Para isso, as
células foram primeiro cultivadas em garrafas de cultura até atingirem uma confluéncia

de aproximadamente 70-80% quando, entao, foram dissociadas com uma solucao de
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0,05% de tripsina-EDTA. Para as CTMs foi preparada uma solugdo contendo 6x10*
células em 5 mL de DMEM suplementado e para as células CD133" expandidas foi
preparada uma solugdo com 5x10° células em 5 mL de meio EBM-2 suplementado.
Entdo, as células foram semeadas nos arcabougos usando a técnica da seringa
descrita por Fairag e colaboradores (2019), que consistiu em depositar o arcabougo
dentro de uma seringa conectada a uma valvula de 4 vias. O meio de cultivo contendo
as células foi acrescentado na seringa até que o arcaboucgo ficasse totalmente
submerso e, entdo, o émbolo foi inserido e a seringa foi virada cuidadosamente. Assim
que o arcabougo estivesse no fundo da seringa, o émbolo foi empurrado
cuidadosamente para cima até que o arcabougo estivesse preso no topo da seringa,
como mostra a Figura 3.1, permitindo que as células entrassem em contato com toda

a superficie do arcabougo, inclusive o interior dos poros.

Figura 3.1. Imagem do arcabouco no interior da seringa para deposigao das células. O arcabougo
foi inserido na seringa contendo uma valvula de 4 vias e, em seguida, foi acrescentado meio de cultivo
com as células. O émbolo foi inserido e empurrado até o fim para que o meio contendo as células

entrasse em contato com todas as superficies do arcabougo.

Em seguida, a seringa foi incubada a 37°C e 5% CO: e virada 90° no sentido
horario a cada 30 minutos por 2 horas, como esquematizado na Figura 3.2.

Figura 3.2. Esquema de como a seringa com o arcabouco foi virada 90° a cada 30 minutos para

deposigao das células.

Apos permitir que as células aderissem ao arcabougo, o meio de cultivo foi
descartado e os arcaboucgos foram depositados em placas de 24 pogos contendo 600
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ML de meio de cultivo suplementado. A placa com os arcabougos foi incubada na
estufa e o meio de cultivo foi trocado a cada 2 dias.

3.6.2. Deposicao das Células nos Discos de PLA

Para a semeadura das células nos discos de PLA, eles foram depositados em
placas de 6 pocgos e foi acrescentado primeiro meio de cultivo suplementado. Em
seguida, 2x10* células em 200 yL de meio (DMEM ou EBM-2 suplementado) foram
depositadas por cima dos discos. A placa foi deixada para descansar por 5 minutos
para permitir que as células decantassem e se depositassem sobre o disco antes de

serem colocadas na estufa.

3.7. Acompanhamento da Adesao Celular nos Arcabougos de PLA

Para avaliar se os arcaboucgos de PLA permitiam a adesdo das células, eles
foram analisados 48 horas e 7 dias apos a semeadura das células por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) e microscopia de fluorescéncia.

3.71. MEV

A MEYV foi utilizada para confirmar a ades&o celular e avaliar a morfologia das
células. Os arcaboucos foram primeiramente lavados com PBS para retirar células
gue nao haviam aderido completamente e depois incubados com fixador de Karnovsky
(2,5% glutaraldeido; 4% paraformaldeido - PFA; 0,1 M tampao cacodilato de s6dio)
por 1 hora em temperatura ambiente. Os arcabougos 3D foram, em seguida, lavados
com tampao cacodilato de sédio (0,1M) e cortados verticalmente em 4 partes. O
processo de pos fixagao foi realizado por 50 minutos com uma solugao de tetroxido
de 6smio 1% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M. As amostras foram lavadas e
desidratadas com concentragdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90%, 100%)
com incubagdes de 10 minutos em cada etapa. Por fim, elas foram submetidas a
secagem por ponto critico utilizando o equipamento Leica EM CPD300 Manual e
recobertas com ouro utilizando o equipamento Leica EM ACE200. A analise foi
realizada com o microscépio eletrénico de varredura JEOL JSM6010 PLUS-LA.
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3.7.2. Microscopia de Fluorescéncia

Apoés a lavagem com PBS para retirar células que ndao estavam totalmente
aderidas, os arcaboucgos foram fixados com uma solugao de PFA 4% por 20 minutos.
Apos a fixacdo, os arcabougos foram cortados verticalmente em 4 partes e
submergidos numa solugdo de DAPI (1 pug/mL) por 15 minutos em temperatura
ambiente e no escuro. Depois eles foram lavados duas vezes com PBS por 10 minutos
e analisados em um microscopio invertido LEICA DMIG000B. As imagens foram
adquiridas utilizando o software LAS AF (Leica).

3.8. Dissociagao das Células dos Arcabougos de PLA

Para alguns dos experimentos realizados era necessario retirar as células dos
arcaboucos. Para isso, eles foram lavados com uma solug&o salina livre de calcio e
magnésio (BSS-CMF) por 10 minutos sob agitacdo suave. Depois eles foram
incubados a 37°C e 5% CO2 com uma solugao de 0,25% de tripsina-EDTA por 4
minutos. A tripsina foi inativada com um volume igual de meio de cultivo contendo 10%
SFB e os arcabougos foram coletados e centrifugados em tubos de centrifuga de
polipropileno de fundo conico de 15 mL a 700 x g por 30 segundos para remover a
tripsina e as células que ficavam presas dentro dos poros. Entao, juntou-se a solugéo
inicial de tripsina inativada e a solugéo coletada apoés a centrifugagéo dos arcabougos
e elas foram centrifugadas a 700 x g por 5 minutos. Em seguida, as células foram
ressuspendidas e contadas numa camara de Neubauer. Este método foi previamente
padronizado conforme descrito no Apéndice B.

3.9. Avaliacao do Ciclo Celular nos Arcabougos de PLA

O ciclo celular foi avaliado em dois momentos: apds 48 horas e 7 dias de cultivo
nos arcaboucgos. Para isso, as células foram primeiro dissociadas dos arcaboucgos
utilizando-se o protocolo descrito anteriormente (item 3.8) e ressuspendidas numa
solugéo gelada de etanol 70% em PBS e incubadas por 1 hora e 30 minutos a 4°C.
ApOs essa etapa de fixagdo, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas a 700
x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas
em PBS e, em seguida, acrescentou-se volume igual da solugéo de coloragao 2X (3,4
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mM Tris HCI pH 7,4; 0,1% Nonidet P40; 700 U/L RNase DNase-free; 10 mM NaCl;
300 pg/mL iodeto de propideo). As células foram incubadas com essa solugao por 10
minutos em temperatura ambiente e no escuro e depois centrifugadas. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 200 pL de PBS
para analise por citometria de fluxo. Aproximadamente 10 mil eventos foram
adquiridos no citbmetro de fluxo FACSCanto Il e a analise dos dados foi realizada
usando o software FlowJo versdo 10.6.2.

Paralelamente ao cultivo nos arcaboucgos de 48 horas foi realizado também o
cultivo em garrafas de cultura, que foram utilizadas como o controle para comparagéo
dos resultados, e nos discos de PLA. A preparacdo dessas amostras, aquisi¢cao e
analise de dados seguiu 0 mesmo protocolo.

3.10. Ensaio de Proliferagao por Incorporacao de EdU

Para analise de proliferagao, as células foram cultivadas nos arcaboucgos e em
garrafas de cultura por 48 horas e, entdo, incubadas com 10 yM de EdU diluido em
meio de cultivo por 5 horas. As células foram tripsinizadas, fixadas e marcadas com
Click-iT® EdU Alexa Fluor® 647 Flow Cytometry Assay Kit seguindo as instrugdes do
fabricante. Cerca de 10 mil eventos foram adquiridos no citbmetro de fluxo
FACSCanto Il e a analise dos dados foi realizada usando o software FlowJo versao
10.6.2.

3.11. Avaliacao do Perfil Imunofenotipico das Células nos Arcabougos
de PLA

As células foram dissociadas dos arcabougos e ressuspendidas em 3 mL de
uma solugéo de 1% de albumina de soro bovino (BSA) diluida em PBS e deixadas no
gelo por 1 hora para bloquear ligagbes inespecificas. Em seguida, elas foram
centrifugadas a 700 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido mecanicamente e foram acrescentados os anticorpos diluidos em
PBS/BSA 1% como descrito nas Tabelas 3.1 e 3.2.

52



Tabela 3.1. Anticorpos utilizados para a imunofenotipagem das CTMs

Antigeno Hospedeiro Fluordéforo Fabricante Diluigao
CD90 Camundongo FITC eBioscience™ 1:5
CD73 Camundongo APC eBioscience™ 1:50

CD105 Camundongo PE eBioscience™ 1:50

CD140b | Camundongo PE BD Pharmingen™ 3:10

HLA-DR | Camundongo APC Life technologies 1:50
CD34 Camundongo FITC eBioscience™ 1:50

Tabela 3.2. Anticorpos utilizados para a imunofenotipagem das células CD133*

expandidas.
Antigeno Hospedeiro Fluordéforo Fabricante Diluicao

CD34 Camundongo FITC eBioscience™ 1:50

CD133 Camundongo PE eBioscience™ 1:10
CD45 Camundongo APC eBioscience™ 1:5
CD31 Camundongo FITC eBioscience™ 1:50

CD105 Camundongo PE eBioscience™ 1:50

CD309 Camundongo | Alexa Fluor® 647 BD Biosciences 1:5

CD146 Camundongo PE BD Biosciences 1:50
vWF Coelho - ThermoFisher 1:50

A incubacio com os anticorpos se deu por 1 hora a 4°C no escuro. Entéo, foram
acrescentados 500 pL de PBS e as amostras foram centrifugadas a 700 x g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com 200 pL de
PFA 4% por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a fixagao, as células foram
lavadas com 1 mL de PBS e centrifugadas a 700 x g por 5 minutos. Por fim, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 300 pL de PBS.

Para a marcacao com vVWF, apds a incubacdao com PBS/BSA 1%, as células
foram fixadas por 10 minutos em temperatura ambiente com PFA 4% e, em seguida,
permeabilizadas com uma solugao de PBS/Triton X-100 0,5% por 30 minutos em
temperatura ambiente. As células foram incubadas com o anticorpo primario e
secundario diluidos em PBS/BSA 1% como descrito nas Tabelas 3.2 e 3.3. Cada

incubagédo se deu por 1 hora a 4°C no escuro.
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Tabela 3.3. Anticorpo secundario utilizando na imunofenotipagem das células
CD133"* expandidas
Antigeno Hospedeiro Fluoréforo Fabricante Diluicao
IgG de coelho Cabra Alexa Fluor® 488 Invitrogen 1:800

ApoOs as incubagdes com os anticorpos, as amostras foram centrifugadas a
700 x g por 5 minutos e as células foram ressuspendidas em 300 yL de PBS.
Aproximadamente 10 mil eventos foram adquiridos com o citbmetro de fluxo

FACSCanto Il e os dados foram analisados com o software FlowJo versdo 10.6.2.

3.12. Ensaio de Formagao de Vasos in vitro

Para avaliar o potencial angiogénico das células CD133* expandidas e do seu
meio condicionado apds o cultivo nos arcaboucgos, foi realizado um ensaio de
formagao de vasos com Matrigel®. Para isso, placas de 96 pogos foram recobertas
com 150 pL de Matrigel® Matrix Basement Membrane (Corning) e incubadas a 37°C
por 24 horas. As células foram cultivadas em S40 por 7 dias, o meio de cultivo foi
coletado e as células foram tripsinizadas e plaqueadas na concentragdo de 3x10*
células/poco. Tanto para o controle quanto para a avaliagado do potencial indutor de
angiogénese do meio condicionado foram usadas ceélulas provenientes de uma cultura
em garrafa. As células controle no ensaio foram mantidas em meio EBM-2
suplementado e as células do ensaio do meio condicionado foram cultivadas com
meio condicionado do cultivo do S40. Os ensaios foram realizados em ftriplicata e
conduzidos por 24 horas com fotos sendo tiradas a cada 6 horas. Foi obtida uma
imagem do centro de cada pogo utilizando um microscopio invertido ZEISS Primo Vert
(ocular 10x e objetiva 10x).

3.13. Analises Estatisticas
Em experimentos que comparavam mais de dois grupos foi utilizado One-Way
ANOVA com pos-teste de Tukey, e quando havia apenas dois grupos para serem
analisados foi utilizado teste t ndo pareado. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos. As analises foram realizadas no software GraphPad Prism (versao 8.0)
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagao dos Arcaboucos de PLA

Pela técnica de impressao 3D foram produzidos dois modelos de arcabougos
cubicos de dimensdes 10 mm x 10 mm x 3 mm (LxCxA) com preenchimentos de 40%
(S40) e de 25% (S25), como pode ser visto na Figura 4.1.

Figura 4.1. Arcaboucgos de PLA impressos em 3D. Vista lateral do S40 (superior); e vistas superiores

dos arcabougos S40 (esquerda) e S25 (direita).

O tamanho dos poros e as estruturas dos arcabougos foram avaliados por
MEV (Figura 4.2). S25 e S40 apresentaram tamanhos médios de poros de 1,27 +
0,059 mm e 0,700 £ 0,023 mm, respectivamente (Figura 4.2A e C). Foi observado que
a superficie dos dois arcabougos ndo era totalmente lisa, apresentando regides
rugosas, e que a estrutura interna dos dois arcaboucgos era semelhante (Figura 4.2B
e D).

Figura 4.2. Ultraestrutura dos arcabougos de PLA. Imagens ilustrativas de S25 e S40 obtidas por
MEV: (A) superficie do S25. (B) Interior do S25. (C) Superficie do S40. (D) Interior do S40. As imagens
do interior dos arcaboucgos foram feitas apds secgéo transversal de forma manual com uma lamina

metalica, o que pode refletir nas diferengas do plano de inclinagédo das superficies analisadas.
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Foi impresso também um disco de apenas uma camada de PLA para avaliar
um possivel efeito do material nas respostas celulares. O disco possuia um didmetro
de 3 cm e nao apresentava poros (Figura 4.3A). Sua superficie era rugosa como a
dos outros arcabougos e ainda possuia ondulagdes, como pode ser visto na Figura
4.3B. Isso pode ser atribuido ao proprio processo de impressao 3D do filamento que

€ depositado fileira por fileira.

SElI 5kV. WD11mmSS30

Figura 4.3. Estrutura do disco de PLA. (A) Estrutura macroscopica do disco. (B) MEV da superficie

do disco.

Além da caracterizacido ultraestrutural, foi realizado também um teste de
compressdo para uma caracterizagdo mecanica em relagdo ao modulo elastico de
cada arcabouco. A elasticidade € a capacidade de um material de recuperar sua forma
original apds ser submetido a uma carga. Ela é descrita pelo médulo de Young, que
avalia a resisténcia do material a deformacgdo. Assim, quanto maior o médulo de
Young, maior € a resisténcia do material a deformac&o e, portanto, menor sua
elasticidade. O comportamento do material obtido pelo teste de compressao é
caracterizado inicialmente por uma reta que representa a elasticidade do material.
Com o aumento da carga e, portanto, da tensao, o material comega a deformar,
comportamento representado pela curva apés a reta. A partir desse ponto o material
ja perdeu sua elasticidade e ndao é mais possivel recuperar sua forma original. O
modulo de Young é calculado, portanto, a partir da tangente da reta inicial.

Para os arcabougos, o comportamento elastico obtido pelo teste de
compressao esta representado no grafico da Figura 4.4. Calculando-se o médulo de
Young pela tangente da reta, S25 apresentou uma maior flexibilidade com um maodulo
de Young de aproximadamente 5 MPa, enquanto o S40 mostrou-se mais rigido com
um moédulo de aproximadamente 10 MPa.

56



50
45
40

35 +

30
25 +
20

Compresséo (MPa)

15
10 4

5 -

0 M T v T b T % L}
0,0 0.2 0,4 0,6 08 1,0

Tensao

Figura 4.4. Comportamento elastico dos arcabougos 3D de PLA quando submetidos ao teste de
compressao. Curvas de resisténcia elastica obtidas em teste de compressao com célula de carga de
500 N (50fg) e velocidade de deslocamento constante de 1,3 mm/min. As curvas foram obtidas pela

mensuragao de trés corpos de prova de cada arcabougo (S40 e S25).

4.2. Avaliacao da Citotoxicidade dos Arcabougos de PLA

4.2.1. Teste por Contato Direto

Para avaliar a acao direta e uma possivel toxicidade dos arcaboucgos sobre as
células, foi realizado um teste de contato direto. A avaliagdo da toxicidade se da pela
analise da morfologia celular e da presenga ou auséncia de uma zona de reatividade
préxima ao arcaboucgo, caracterizada pela auséncia de células ou presencga de debris
celulares ou células com morfologia alterada.

Apos as 48 horas de incubagédo, pelas imagens de microscopia Optica (Figura
4.5), foi possivel notar que tanto as CTMs quanto as células CD133" expandidas
quando em contato com o PLA (Figura 4.5 B e E) apresentaram morfologias
semelhantes aos seus respectivos controles negativos (Figura 4.5 A e D). Ja nos
controles positivos com SDS (Figura 4.5 C e F) observou-se lise celular e consequente
perda da morfologia caracteristica nos dois tipos celulares.

Assim, a manutencdo da morfologia celular e, portanto, a auséncia de morte
celular nos testes com o PLA, indica que nos parametros avaliados o material ndo é

toxico para as CTMs nem para as células CD133" expandidas.
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CD133*
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Figura 4.5. Teste de citotoxicidade por contato do arcabougo de PLA. (A) Morfologia das CTMs no
controle negativo. (B) Morfologia das CTMs na presenga do arcabougo de PLA. (C) Morfologia das
CTMs em processo de morte celular na presenga de 100 pg/mL de SDS. (D) Morfologia das células
CD133* expandidas no controle negativo. (E) Morfologia das células CD133* expandidas na presencga
do arcabougo de PLA. (F) Morfologia das células CD133* expandidas em processo de morte celular na

presenga de 100 ug/mL de SDS. (*) arcaboucgo de PLA. Barra de escala = 100um.

4.2.2. Ensaio de Captacao de Vermelho Neutro

Com o objetivo de avaliar se os arcabougos poderiam gerar produtos citotoxicos
de degradacao, a viabilidade de células BalB/c3T3 cultivadas em extratos de PLA
(meio mantido com fragmentos de arcaboucos de PLA) foi determinada. Como
durante os experimentos com as CTMs e células CD133* expandidas o meio de cultivo
precisava ser trocado a cada 48 horas, foram realizados cultivos para avaliagao da
viabilidade das células BalB/c3T3 com os extratos de PLA obtidos apds 24 e 48 horas
de incubagéao (conforme item 3.5.2 da metodologia). Isso foi feito para avaliar se em
algum momento que antecede a troca de meio, normalmente realizada nos
experimentos, poderia haver concentracdo de subprodutos téxicos de PLA. Além
disso, considerando as possiveis aplicagbes dos arcaboug¢os na engenharia de
tecidos e, portanto, a possibilidade de as células precisarem estar expostas ao PLA
por mais tempo, os extratos de 72 e 96 horas também foram usados para avaliagao
da citotoxicidade em cultivo.
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Conforme a Figura 4.6 mostra, foi possivel notar uma redugéo significativa de
viabilidade entre o controle e os grupos de teste, embora ndo tenha sido observada
diferenca entre os extratos obtidos com diferentes tempos de incubagao.

Citotoxicidade
Extrato PLA

150 *kk

* %k %

* % %
* %k %k

100

50

Viabilidade (%)

Figura 4.6 Citotoxicidade dos meios condicionados do S40 no ensaio de vermelho neutro.
Células BalB/c3T3 foram cultivadas com meios coletados em 24, 48, 72 e 96 horas (extratos de PLA).
A citotoxicidade é representada pela viabilidade celular em cada um dos grupos. A linha tracejada
representa 70% de viabilidade celular (n=2). Andlise por one-way ANOVA com pos teste de Tukey.
***p<0,001.

Calculando-se a TCR observamos que, para o extrato de 24 horas, a
viabilidade relativa fica em 72%, indicando baixa toxicidade do extrato. Ja4 em 48
horas, no entanto, esse valor cai para 69,5% e em 72 e 96 horas a TCR cai para 66%
e 64%, respectivamente. Esses valores sugerem que, segundo as diretrizes da ISO

10993/12, os extratos coletados nesses momentos sao citotoxicos.

4.3. Deposicao e Adesao das Células nos Arcaboucgos de PLA

A deposicao das células e sua distribuicdo pelo arcabougo é a primeira etapa
de estabelecimento de uma cultura 3D. Para isso, € importante determinar os
melhores métodos de deposi¢ao celular, que incluem determinar em quais condi¢des
isso sera feito e como as células serdo semeadas nos arcabougos. Assim, apds o
processo de desinfecgdo, foram analisados 3 diferentes graus de umidade dos
arcaboucgos: molhados com PBS, umidos (apds terem sido deixados para secar por 5
minutos no fluxo laminar) e totalmente secos. Esses testes de padronizagao

mostraram que ndo houve adesdo celular quando as células eram semeadas nos
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arcabougos secos e houve pouca ou nhenhuma adesdo nos arcaboucos molhados.
Dessa forma, para deposicdo das células em todos os experimentos, os arcabougos
foram previamente mantidos por 5 minutos dentro da capela de fluxo laminar apods
lavagem com PBS, condi¢do esta que demonstrou ser ideal para a adesao celular.

As imagens de microscopia de fluorescéncia mostraram que as CTMs e as
células CD133" expandidas aderiram a superficie dos arcaboucgos 3D e se distribuiram
de maneira aparentemente homogénea por toda a estrutura (Figura 4.7). Apos 7 dias
de cultivo, o numero de células nos arcabougos pareceu ter aumentado, o que indica
que as células proliferaram ao longo do cultivo e também evidencia que o ambiente
fornecido pelos arcabougos é adequado para a adesao e sobrevivéncia celular (Figura
4.7 B, D).

48h 7 dias

CD133+
expandidas

0 um250
D

CTMs

0 pm250

Figura 4.7. Marcagao nuclear das células aderidas nos arcaboucos 3D de PLA. (A) Células CD133*
expandidas aderidas ao arcabougo apos 48h de cultivo (B) Células CD133* expandidas aderidas ao
arcabougo apos 7 dias de cultivo. (C) CTMs aderidas ao arcabougo apds 48h de cultivo. (D) CTMs
aderidas ao arcaboucgo ap6s 7 dias de cultivo. Os nlcleos que aparecem em azul foram corados com

DAPI e visualizados por microscopia de fluorescéncia.

As células também aderiram ao disco de PLA e se distribuiram de maneira
relativamente homogénea pela sua superficie como mostra a Figura 4.8. Além das
células terem aderido, observou-se que, enquanto as CTMs se distribuiram pelo disco
de maneira aleatdria, as células CD133* expandidas pareceram seguir a dire¢gao dos
filamentos de PLA e se organizaram no formato do relevo do disco.
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Figura 4.8. Marcagao nuclear das células nos discos de PLA apés 48h de cultivo. (A-B) Células
CD133* expandidas (C-D) CTMs. Os nucleos que aparecem em azul foram corados com DAPI e

visualizados por microscopia de fluorescéncia.

Uma vez confirmada a adesao das células por microscopia de fluorescéncia,
suas morfologias foram analisadas por MEV. Assim, observou-se que as células
CD133" expandidas mantiveram a morfologia mais arredondada e tendendo a formar
colénias (Figura 4.9 A, B, C). Da mesma forma, as CTMs aderidas aos arcabougos
3D, ao disco de PLA e nos cultivos 2D apresentaram sua morfologia fibroblastoide

caracteristica (Figura4.9 D, E, F).

CD133*
expandidas

SEI_S5kV__WD11mmSS30 X800 20pm  m—

Figura 4.9. Morfologia das células CD133* expandidas e CTMs em cultivo 2D e 3D. Microscopia
Optica (contraste de fase) de CD133* expandidas (A) e CTMs (D) em cultivo 2D (Barra de escala = 200
pm). MEV de CD133" expandidas (B) e CTMs (E) no disco de PLA. MEV de CD133" expandidas (C) e
CTMs (F) nos arcabougos 3D de PLA.
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4.4. Ciclo Celular nos Arcaboucos de PLA

O efeito dos arcabougos 3D de PLA (S25 e S40) na progressao do ciclo celular
foi avaliado comparando-se os ciclos celulares das CTMs e das células CD133*
expandidas cultivadas nos discos de PLA e em garrafas de cultivo (controle 2D). Apos
48 horas de cultivo, a maior parte das células CD133* expandidas encontrava-se na
fase G1 em todas as condi¢des de cultivo (Figura 4.10). Nao foi observada diferenca
estatistica entre as porcentagens de células na fase G1 do ciclo celular no controle
2D e no disco de PLA, mas houve um aumento significativo de células em G1 em S25
e S40 (controle 2D: 60,2% + 12,14; Disco PLA: 59,7% + 4,37; S25 75,8% + 6,51; S40:
76,5% £7,91). Em comparagéo ao controle 2D, a porcentagem de células na fase G2
do ciclo celular diminuiu significativamente, em torno de 55%, em S25 e S40, e um
aumentou significativamente (aproximadamente 35%) no disco de PLA (controle 2D:
19,2% + 2,53; Disco PLA: 25,9% + 0,86; S25: 8,6% + 1,28; S40: 10,6% + 1,77) (Figura
4.10).

Ciclo Celular Células CD133" Expandidas
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Figura 4.10. Ciclo celular das células CD133* expandidas apés 48h de cultivo em garrafas de
cultivo, disco PLA, S25 e S40. Grafico com o percentual de células nas diferentes fases do ciclo
celular (G1, S e G2) representado pela média + desvio padrdo. (2D n=6; Disco PLA n=3; S25 n=8; S40
n=8). Para os arcabougos, ‘n’ representa o niumero de arcabougos analisados. Analise por one-way
ANOVA com pos teste de Tukey: 2p<0,05 em comparagéo ao controle 2D, °p<0,001 em comparagao

ao controle 2D, 9p<0,05 em comparag&o ao disco de PLA, ¢p<0,01 em comparagao ao disco de PLA.

Além disso, pela Figura 10 também é possivel ver que ndo ha diferenca
estatistica na porcentagem de células nas fases do ciclo celular entre S25 e S40, o
que significa que o tamanho do poro ndo afetou o ciclo celular em 48 horas de cultivo.

Entdo, para avaliar se o tamanho do poro poderia ter alguma influéncia no
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comportamento das células em cultivos mais longos, o ciclo celular também foi
analisado apos 7 dias de cultivo nos arcabougos 3D.

Ap6s 7 dias em cultivo a porcentagem de células na fase G1 aumentou (S25:
90,1% £ 1,48; S40: 89,7% % 1,29) em comparagao ao cultivo de 48 horas, enquanto a
porcentagem de células em S e G2 diminuiu (S25: 4,8% + 0,76; S40: 3,38% % 0,93)
(Figura 4.11 A, B). No entanto, também n&o foi observada diferenca significativa em
nenhuma fase do ciclo celular entre S25 e S40 (Figura 4.11 C).
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Figura 4.11. Ciclo celular das células CD133* expandidas nos arcabougos 3D de PLAem 48 h e
7 dias. Grafico com o percentual de células nas diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2)
representado pela média + desvio padrdo (S25 n=5; S40 n=4). Para os arcabougos ‘n’ representa o
numero de arcabougos analisados. (A) Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular em S25
apos 48h e 7 dias de cultivo. (B) Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular em S40 apos
48h e 7 dias de cultivo. (C) Comparagéo da porcentagem de células em cada fase do ciclo celular entre
S25 e S40 apds 7 dias de cultivo. Anadlise por teste T de Student ndo pareado: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

Em seguida, foi avaliada a influéncia do PLA na progressé&o do ciclo celular
das CTMs. Como observado com as células CD133* expandidas, apds 48 horas de
cultivo as CTMs estavam mais concentradas na fase G1 do ciclo celular em todas as
condi¢des de cultivo (Controle 2D: 82,48% + 2,36; Disco PLA: 83,50% + 2,75; S25:
71,83% £ 1,62; S40: 75,90% + 2,06) (Figura 4.12). No entanto, diferentemente do que
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aconteceu com as células CD133* expandidas, as CTMs cultivadas no controle 2D e
no disco de PLA apresentaram um perfil de ciclo celular muito semelhante sem
diferengas estatisticas. Além disso, houve um aumento de, aproximadamente, 58%
na porcentagem de células na fase G2 quando as CTMs foram cultivadas nos
arcaboucgos 3D (Controle 2D: 12,53% * 1,84; Disco PLA: 13,23% + 1,59; S25: 19,78%
+ 1,64; S40: 17,35% * 1,45). Nao houve diferenga significativa entre a porcentagem
de células nas fases do ciclo celular entre S25 e S40 apds as 48 horas de cultivo
(Figura 4.12).

Ciclo Celular CTM 48h

@ 100 mm Controle 2D
3 - =3 Disco PLA
) 80‘ Cbe’e
(&) = S25
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< 60 =3 S40
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o 40-
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Figura 4.12. Ciclo celular de CTMs apo6s 48h de cultivo em garrafas de cultivo, disco PLA, S25 e
$40. Grafico com o percentual de células nas diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2) representado
pela média + desvio padrdo. (2D n=4; Disco PLA n=3; S25 n=4; S40 n=4). Para os arcabougos ‘n’
representa o numero de grupos de 3 arcabougos que foram analisados. Analise por one-way ANOVA
com pds teste de Tukey: ?p<0,05 em comparagéo ao controle 2D, ®p<0,01 em comparag&o ao controle
2D, °p<0,001 em comparagéo ao controle 2D, 9p<0,05 em comparagio ao disco de PLA, ¢p<0,01 em

comparagao ao disco de PLA, p<0,001 em comparagao ao disco de PLA.

Para avaliar se o tamanho do poro poderia influenciar o ciclo celular das CTMs
em um periodo de cultivo mais longo, também foi realizada analise apos 7 dias em
cultivo. Assim como as células CD133* expandidas, apds 7 dias de cultivo houve um
decréscimo na porcentagem de CTMs nas fases S e G2 (S25: 11,0% £ 1,31, S40:
10,3% + 1,48) (Figura 4.13 A, B) e também nao foi observada diferenga nos ciclos
celulares entre S25 e S40 (Figura 4.13 C).
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Figura 4.13. Ciclo celular das CTMs nos arcabougos 3D de PLA em 48h e 7 dias. Grafico com o
percentual de células nas diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2) representado pela média +
desvio padrdo (S25 n=4; S40 n=3). Para os arcabougos, ‘n’ representa o nimero de grupos de 3
arcabougos que foram analisados. (A) Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular em S25
apos 48h e 7 dias de cultivo. (B) Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular em S40 apos
48h e 7 dias de cultivo. (C) Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular nos arcabougos 3D
de PLA apo6s 7 dias de cultivo. Analise por teste T de Student ndo pareado. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

4.5. Proliferagao Celular nos Arcaboucos de PLA

451. CTMs

Como nao foram observadas variagdes no ciclo celular quando as CTMs foram
cultivadas nos discos de PLA e nem entre os arcaboucgos 3D, foi selecionado apenas
um deles — S40 — para avaliacao da proliferagao celular pelo ensaio de EdU.

Em relagdo ao cultivo 2D, as CTMs nao apresentaram diferengas
estatisticamente significativas, apesar de haver uma tendéncia de aumento de

proliferagdo quando cultivadas no arcabougo 3D, como pode ser visto na Figura 4.14.
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Figura 4.14. Comparacao da proliferagdo de CTMs ap6s 48h de cultivo 2D e 3D (S40) pelo ensaio
de incorporagao de EdU. (2D n=4; 3D n =4). Média % desvio padr&o. Analise por teste T de Student

nao pareado.

No entanto, € possivel observar na Figura 4.15 que os perfis de proliferagao
celular apresentaram variagbes de incorporacdo de EdU ao longo das replicatas

experimentais, 0 que poderia mascarar possiveis diferengas de proliferacdo celular

nas duas condi¢des de cultivo.
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Figura 4.15. Graficos representativos de incorporagido de EdU por CTMs nos cultivos 2D e 3D.
Em azul: controle negativo de marcagao (sinal inespecifico do anticorpo em células ndo incubadas com

EdU). Em vermelho: células incubadas com EdU (o marcador define o percentual de células que

incorporaram o EdU).
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4.5.2.

Assim como com as CTMs, n&o foram observadas diferencas no ciclo celular

das CD133" expandidas nos dois arcaboucos 3D, entao foi selecionado apenas o S40

para o ensaio de incorporacao de EdU.

Em comparagao ao cultivo 2D, as células CD133* expandidas apresentaram

uma redugao significativa de proliferagdo quando cultivadas no arcabougo 3D, como

pode ser visto nas Figuras 4.16 e 4.17.

Figura 4.16. Comparaciao da proliferagdo de células CD133* expandidas apds 48h de cultivo 2D
e 3D (S40) pelo ensaio de incorporagao de EdU. (2D n=2; 3D n=3). Média + desvio padr&o. Analise
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Figura 4.17. Graficos representativos de incorporagao de EdU por células CD133* expandidas.
Em azul: controle negativo de marcagao (sinal inespecifico do anticorpo em células ndo incubadas com

EdU). Em vermelho: células incubadas com EdU (o marcador define o percentual de células que

incorporaram o EdU).
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4.6. Perfil Imunofenotipico das Células nos Arcabougos de PLA

Para avaliar se o0s arcabougos poderiam induzir alguma alteragao
imunofenotipica durante o cultivo, foi realizada uma analise de imunofenotipagem por

citometria de fluxo apds 7 dias de cultivo em S25 e S40 para os dois tipos celulares.

46.1. CTMs

As analises das CTMs ap0os 7 dias de cultivo nos arcabougos 3D demonstraram
nao haver mudancgas significativas no perfil imunofenotipico caracteristico destas
células em condicbes padrao de cultivo. Portanto, as CTMs apresentaram alta
expressao de CD90, CD105, CD73 e CD140b, enquanto a presencga de CD34 e HLA-
DR foi baixa ou nula. Nado houve diferenga significativa nos perfis imunofenotipicos
das células cultivadas em S25 e S40 (Tabela 4.1 e Figura 4.18).

Tabela 4.1. Perfil imunofenotipico das CTMs com os valores percentuais de
média * desvio padrao da presenca de cada marcador celular apés 7 dias de
cultivo nos arcabougos S25 e S40. Controle 2D n = 1; S25 n=3; S40 n=3. Para os
arcaboucos ‘n’ representa o numero de grupos de 3 arcabougos que foram analisados.

Controle 2D S25 S40
Anticorpo % % %
HLA-DR 0,13 0,11 £ 0,07 0,07 £ 0,04
CD34 0,58 0,26 + 0,06 0,28 £ 0,08
CD140b 97,80 97,50 + 1,14 92,87 + 5,50
CD73 98,00 99,99 + 0,00 99,77 £ 0,24
CD105 98,60 97,23 + 2,43 99,47 + 0,31
CD90 93,90 92,57 + 5,20 96,73 £ 0,21
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Figura 4.18. Histogramas representativos do perfil imunofenotipico de CTMs apds 7 dias de

cultivo em S25 e S$40. Os histogramas mostram os valores percentuais para cada marcador baseado
na comparagao entre as intensidades de fluorescéncia obtidas nas situagbes controle (area azul =
marcagao com anticorpo isotipico nao especifico) e experimental (area vermelha = marcagédo com
anticorpo especifico). Os seis histogramas superiores representam os cultivos nos arcabougos S25 e

os seis inferiores nos S40.
4.6.2. Células CD133* Expandidas

As células CD133" expandidas apresentaram perfis imunofenotipicos
semelhantes a cultura 2D quando cultivadas em S25 e S40, apresentando baixa
expressao de marcadores hematopoieticos, como CD34 e CD45, e alta expressao de
marcadores endoteliais, como CD31. Em todos os casos a expressdo de CD133 se

mostrou sempre reduzida. No entanto, em comparag¢ao ao controle 2D, houve uma
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redugao significativa de, aproximadamente, 30% na marcagdo de VWF nas células

cultivadas nos arcaboucos (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Perfil imunofenotipico das células CD133* expandidas com os
valores percentuais de média * desvio padrao da presenca de cada marcador
celular apos 7 dias de cultivo nos arcaboucgos S25 e S40. Controle 2D n=2; S25

n=3; S40 n=3. Para os arcaboucos ‘n’ representa o numero de arcabougos analisados.

Controle 2D S25 S40
Anticorpo % % %

CD34 7,27 £ 0,20 5,16+ 0,14 8,45+ 3,13
CD133 0,22 + 0,04 0,34 £ 0,40 0,28 + 0,22
CD45 0,10 £ 0,03 0,32 £ 0,22 0,11+ 0,33
CD31 100,00 £ 0,00 98,93 £ 1,16 98,77 £ 0,85
CD105 100,00 £ 0,00 99,80 £ 0,26 99,13 £ 0,92
CD309 86,35 £ 10,54 80,77 £ 3,62 78,67 £ 0,75
CD146 89,85+ 2,61 86,43 + 4,32 87,80 £ 7,30
VWF 90,60 + 7,92 69,23 £ 6,56 62,27 + 3,66

Ainda, para o VWF foi observado também uma variagdo do seu perfil de
marcacgao nos cultivos em S25 e S40 em comparagao ao cultivo 2D. Como pode ser
visto na Figura 4.19, enquanto no controle 2D foi possivel evidenciar apenas uma
populagado de células com alta intensidade de fluorescéncia de vWF, nos arcaboucgos
3D observaram-se duas populacdes (alta e baixa intensidades de fluorescéncia). E
possivel evidenciar ainda que, nos arcaboucos 3D, a populacdo com baixa

intensidade de fluorescéncia foi menor que aquela com alta intensidade.
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Figura 4.19. Histogramas representativos do perfil imunofenotipico de
expandidas apos 7 dias de cultivo em 2D, S25 e S40. Os histogramas mostram os valores

percentuais para cada marcador baseado na comparagdo entre as intensidades de fluorescéncia
obtidas nas situagdes controle (area azul = marcagdo com anticorpo isotipico ndo especifico) e
experimental (area vermelha = marcagdo com anticorpo especifico). Os oito histogramas superiores

representam os cultivos 2D (controle), os oito seguintes nos arcabougos S25 e os oito inferiores nos

S40.
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4.7. Ensaio de Angiogénese

Sabe-se que o VWF nas células endoteliais esta relacionado a angiogénese,
tendo um papel importante no controle da formagao de novos vasos sanguineos.
Dessa forma, considerando a diferengca observada nos cultivos celulares em
relacdo a marcagao desse fator, foi realizado um ensaio funcional para avaliar se
essa alteragao afetava o potencial angiogénico das células CD133* expandidas
que foram cultivadas nos arcaboucos de PLA. Como néao foi observada diferenca
entre o perfil e a intensidade de marcagao de vVWF entre S25 e S40 foi selecionado
apenas o S40 para a realizagao do ensaio.

Entre o controle e as células provenientes do S40 (3D) foi observada uma
reducdo do numero de vasos formados, porém, esta ndo foi uma diferenca

significativa (Figuras 4.20 e 4.22).

Figura 4.20. Ensaio de angiogénese das células provenientes do cultivo 3D (S40) em
comparagao ao controle (2D). Formagéo de estruturas semelhantes a capilares observadas em 6h,
12h e 24h de ensaio nas células do controle e provenientes da cultura 3D. (2D n = 3; 3D n = 3). Barra

de escala = 500 pm.

Considerando ainda que o VWF possivelmente secretado pelas células
CD133" expandidas poderia modular a formagao de vasos, ensaiamos esta possivel
atividade utilizando o meio condicionado pelas células CD133" expandidas em
ambiente 3D. Em questdo de formacdo de vasos foi observado que as células

provenientes de uma cultura 2D cultivadas com meio fresco (controle) ou com o meio
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condicionado obtido dos cultivos em arcabougo 3D (2D MC) se comportaram de
maneira muito semelhante, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas

entre as condigbes (Figura 4.21 e 4.22).

Figura 4.21. Ensaio de angiogénese do meio condicionado do cultivo das células em S40 em
comparagao ao controle (2D). Formagéo de estruturas semelhantes a capilares observadas em 6h,
12h e 24h de ensaio nas células de cultura 2D com meio fresco e com meio condicionado pelas células

cultivadas no arcabougo 3D. (2D n = 3; 2D MC n = 2). Barra de escala = 500um.
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Figura 4.22. Graficos representativos do numero de estruturas semelhantes a vasos formadas

no ensaio de angiogénese. Média com desvio padrao. Analise por one-way ANOVA com pos teste de

Tukey.

Outra analise que foi feita nesse ensaio foi a contagem do nimero de nés formados
apos 12 horas de ensaio. Os nds sao os pontos de intersecado entre 3 ramos e a
analise foi realizada apenas em 12 horas uma vez que em 6 horas ainda nao era
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possivel identifica-los e em 24 horas o inicio da desestruturacdo dos vasos
impossibilita visualiza-los. Pela Figura 4.22 vemos que as células provenientes do

cultivo 3D formaram menos nés do que no controle 2D e no 2D MC.
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Figura 4.23. Grafico representativo do nimero de nos formados apés 12 horas do ensaio de

angiogénese. (2D n=3; 2D MC n = 2; 3D n = 3). Média com desvio padr&do. Andlise por one-way ANOVA

com pos teste de Tukey: *p<0,05; **p<0,01.
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5. DISCUSSAO

5.1. Citotoxicidade dos Arcabougos de PLA

A aplicagéo de arcabougos associados a células-tronco € uma das abordagens
classicas da engenharia de tecidos e tem sido extensivamente estudada e explorada.
Um dos motivos que contribui para isso € a alta biocompatibilidade dos biomateriais e
a necessidade de se encontrar alternativas para regenerar e tratar 6rgaos e tecidos
lesionados.

Cada biomaterial tem suas vantagens e desvantagens e suas estruturas e
superficies podem ser modificadas para atenderem as necessidades especificas de
cada tecido. O PLA €& um biomaterial muito explorado para essa aplicagdo por ser
versatil, barato e de facil manipulacdo. Além disso, sua biocompatibilidade é
amplamente conhecida e reportada na literatura. Ainda assim, variagbes nos
processos de produgao dos arcaboucos de PLA, dos tipos celulares estudados e das
metodologias de cultivo empregadas podem favorecer ou prejudicar seu uso na
engenharia de tecidos (Grémare, et al., 2017).

Dessa forma, os arcaboucos de PLA impressos em 3D para este trabalho foram
avaliados quanto a sua citotoxicidade de duas formas: por um teste de contato e por
um ensaio de captagdo de vermelho neutro. No teste de contato direto nao foi
observada citotoxicidade para as CTMs e nem para as células CD133" expandidas.

Ja o ensaio do vermelho neutro, que avaliou a toxicidade de possiveis produtos
de degradacao do PLA, nao detectou citotoxicidade em 24 horas de cultivo (TCR ficou
acima de 70%), mas em 48 horas a TCR reduziu para 69,5%. Nas outras condi¢des,
considerando cultivos de 72 e 96 horas sem troca de meio esse valor caiu ainda mais.
Considerando que neste trabalho o meio de cultura era trocado a cada 48 horas, é
possivel que o PLA possa ter apresentado baixa toxicidade nesse periodo de cultivo.
No entanto, as condigdes de obtencdo do extrato do PLA n&o eram as mesmas nas
quais os arcabougos foram cultivados com as células, mas foi escolhido seguir as
normas propostas pelos 6rgaos reguladores para permitir a comparagdo com outros
estudos e a posterior publicagao do trabalho.

Embora o teste de contato reproduza condi¢gdes mais préximas das que séo
utilizadas no cultivo, o ensaio de captacdo de vermelho neutro € capaz de detectar
perda de viabilidade celular de forma mais precoce, antes mesmo das células
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apresentarem modificagdes morfoldgicas visiveis. Porém, é importante destacar que
as células testadas no ensaio - BalB/c3T3 - embora possam ser utilizadas neste
ensaio como representantes generalizadas de células de mamiferos, sado células
menos resistentes do que as CTMs (Abud, et al., 2015). Dessa forma, seria pertinente
realizar testes complementares para determinar a real toxicidade do PLA nessas

células.

5.2. Adesao das Células nos Arcabougos de PLA

A adesao de CTMs em arcabougos de PLA ja é bastante conhecida e explorada
na literatura para aplicagdes na engenharia de tecidos (Oshima, et al., 2009; Velioglu,
et al., 2018; Liang, et al., 2019). No entanto, por ser um biomaterial hidrofébico, o PLA
por si s6 ndo permite a adesao celular (Persson, et al. 2019). Por isso, muitos estudos
focam em funcionalizar a superficie do arcabougo com proteinas, como o colageno,
ou biomateriais hidrofilicos, como a hidroxiapatita, para permitir a interagdo entre o
PLA e as células (Teixeira, et al., 2018; Wang, et al., 2018, Jaidev & Chatterjee, 2019).
No caso deste trabalho, ndo foi observada adesao celular quando as células foram
semeadas em arcaboucgos secos, fato que pode ser atribuido a hidrofobicidade do
PLA. Entao, testou-se semear as células quando os arcabougos estavam molhados e
umidos. Assim como o0s arcaboucgos secos, os molhados ndo permitiram adesao
celular, uma vez que nesse caso a superficie do biomaterial ja estava saturada e
impediu que as células interagissem com o PLA. Entdo, concluiu-se que a melhor
condicdo para permitir adesdo celular era deixando os arcabougos secarem
parcialmente no fluxo laminar para que ficassem apenas umidos e a agua restante
tornasse a superficie hidrofilica o suficiente para que as células pudessem aderir.
Theodoridis e colaboradores (2019) relataram resultados semelhantes ao testarem
meétodos para semear células em arcaboucos de PCL. A técnica mais eficiente
consistiu em previamente umidificar os arcabougos com meio de cultivo para que as
células pudessem aderir ao biomaterial.

Tanto as CTMs quanto as células CD133* expandidas foram capazes de aderir
ao PLA dessa maneira, mantiveram suas morfologias caracteristicas e foram capazes
de sobreviver e proliferar, indicando que o ambiente oferecido pelos arcaboucgos foi
satisfatorio para os dois tipos celulares.
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5.3. Influéncia da Rigidez e Topografia dos Arcaboucos de PLA no

Comportamento Celular

Apesar de ser hidrofébico, uma caracteristica importante do PLA é a sua
rigidez, que pode ser variavel de acordo com o método de produgéo dos arcabougos
e com a sua estrutura (Song, et al., 2017). Por exemplo, Rosenzweig e colaboradores
(2015) utilizaram impresséao 3D para produzir arcabougos de PLA com uma rigidez de
aproximadamente 1 MPa. Por outro lado, Voliglu e colaboradores (2018)
demonstraram o efeito do tamanho dos poros na rigidez do PLA e obtiveram
arcabougos com modulos elasticos de até 640 MPa. Ja os arcaboucgos deste trabalho
apresentaram elasticidade de 5 MPa e 10 MPa. Comparando-se com dados da
literatura (Figura 1.2) essa caracteristica permitiria que esses arcabougos fossem
utilizados para aplicagdes de regeneracgao de tecido cartilaginoso.

Ainda, arcaboucgos produzidos pela técnica de impressao 3D podem apresentar
modulos de elasticidade distintos dependendo da forma como ela é analisada. Song
e colaboradores (2017) demonstraram que, quando os arcabougos sao comprimidos
na mesma dire¢do na qual os filamentos foram impressos, a rigidez tende a ser maior
do que se ele for comprimido em outra dire¢gdo. Dessa forma, para uma futura
aplicacao dos arcaboucos S25 e S40, seria interessante repetir o teste de forma que
a compressao fosse aplicada em outra direcdo para se obter uma caracterizagdo mais
completa da sua rigidez.

Além das caracteristicas mecanicas, outro fator que influencia a resposta
celular é a topografia dos arcabougos. Tanto S25 quanto S40 apresentaram
superficies ligeiramente rugosas, assim como o disco de PLA, que, além de ser rugoso
também apresentou ondulagdes, o que poderia alterar o comportamento das células.
Por exemplo, para as células CD133* expandidas, a superficie ondulada parece ter
influenciado a forma como as células se organizaram no disco, fazendo com que elas
seguissem a diregcdo das ondulagdes. Neste contexto, Heath, Lannutti & Cooper
(2009) avaliaram como células endoteliais de veia de corddo umbilical (HUVECS)
respondiam a arcaboucgos fibrosos quando eles apresentavam fibras difusas ou
organizadas. Os autores observaram que nos arcabougos com fibras organizadas as
células aderiram e se organizaram de maneira a seguir a orientagédo das fibras, além
de terem apresentado uma morfologia mais alongada. Eles discutem que esse

comportamento celular € compreensivel uma vez que no tecido biolégico as células
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estruturalmente se organizam dessa maneira para formar os vasos sanguineos e,
devido a taxa de cisalhamento, suas morfologias se tornam mais alongadas. Como
neste trabalho as células foram mantidas em cultivo estatico, as suas morfologias ndo
se alteraram em relagdo ao cultivo controle, mas, pelas imagens de microscopia, foi
possivel notar a preferéncia das células em se organizarem ao longo das ondulagdes
do disco. Isso pode sugerir que a caracteristica topografica do PLA recriou, nesse
sentido, um ambiente proximo ao bioldgico para as células CD133" expandidas.

No caso das CTMs, no entanto, ndo foram observadas diferencas na
distribui¢cao celular nos discos de PLA em comparagao ao cultivo 2D. Também nao
foram observadas diferengas nos outros parédmetros analisados. Porém, alguns
estudos apontam a influéncia da topografia dos arcabougos na atividade paracrina de
CTMs. Su e colaboradores (2017) mostraram que, quando cultivadas em arcabougos
fibrosos as CTMs produziam mais citocinas anti-inflamatoérias e pro-angiogénicas em
comparagao a cultivos 2D. Além disso, entre os arcaboucgos que possuiam diferentes
orientagdes das fibras para mudar a topografia, também havia diferengca na
quantidade e tipos de citocinas produzidas. Dessa forma, embora as CTMs tenham
mantido seu comportamento nos discos de PLA, poderia ser pertinente avaliar seus
secretomas para analisar de maneira mais completa a possivel influéncia da

topografia ondulada nessas células.

5.4. Influéncia do Cultivo em Arcabougos Porosos no Ciclo Celular e
Proliferacao

Embora as CTMs e as células CD133" expandidas tenham respondido de
maneira diferente ao disco de PLA, o que foi comum para elas foi a alteragao do ciclo
celular no cultivo nos arcabougos 3D. Para as células CD133" expandidas, apds 48
horas de cultivo, foi observado um aumento da porcentagem de células em G1 quando
elas foram cultivadas em S25 e S40. Esses dados sugerem que houve uma parada
do ciclo celular na fase G1 e, consequentemente, houve uma diminuicdo na
porcentagem de células que entrou na fase G2. Por outro lado, quando elas foram
cultivadas nos discos de PLA, houve um aumento de células em G2. Esses resultados
sdo um indicativo de que o biomaterial ndo foi o responsavel pela parada do ciclo
celular e a consequente queda de células em G2, mas sim o microambiente gerado

pelos arcabougos 3D. Em coeréncia com esses resultados, os dados do ensaio de
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proliferacdo mostraram uma queda do numero de células proliferativas quando elas
eram cultivadas nos arcabougos 3D em comparagao ao cultivo 2D. Porém, a alteragao
do ciclo na fase G2 nos discos de PLA sugerem que suas ondulagdes, ou o conjunto
do biomaterial somado a topografia, também podem ter efeitos sobre as células
CD133" expandidas.

Além disso, estudos tém demonstrado que arcabougos com poros de até 400
MM aproximadamente, oferecem um ambiente de condi¢gdes de hipdxia capaz de
induzir a proliferagéo de células endoteliais (Abbasi, et al., 2020), uma vez que essas
células demonstram preferéncia por um metabolismo anaerébico (Falkenberg, et al.
2019). Dessa forma, os poros dos S40 e S25 selecionados foram muito grandes para
permitir esse ambiente anaerdbico, o que pode justificar parcialmente a reducao na
proliferacdo das células CD133* expandidas. Para confirmar essa influéncia do
ambiente 3D sobre o potencial proliferativo celular seria pertinente avaliar a
proliferacdo das células CD133* expandidas nos discos de PLA.

Ja para as CTMs, foi observado um aumento de células na fase G2 quando
elas foram cultivadas por 48 horas nos arcaboucos 3D. Os dados de proliferagao
também sugerem uma tendéncia de aumento de proliferagdo nesse caso. As
variagdes encontradas nesses ensaios foram evidéncias de que a proliferacao celular
era intimamente dependente da confluéncia celular, uma caracteristica do cultivo que
muitas vezes € imprevisivel por estar relacionada a capacidade proliferativa de cada
populacdo celular. Esses aspectos do cultivo podem ter resultado nas grandes
variagdes de proliferagdo observadas principalmente na condigdo 2D. Ja no caso do
cultivo 3D as variagbes podem estar ligadas ao fato de que, por serem opacos, n&o
era possivel determinar inicialmente quantas células haviam efetivamente aderido nos
arcabougos. Também n&o era possivel acompanhar o desenvolvimento da cultura
celular durante o cultivo para determinar se ela estava se comportando da maneira
ideal. No entanto, alguns estudos demonstram que de fato os arcabougos de PLA tém
o potencial de estimular a proliferagéo celular (Korpela, et al., 2012; Teixeira, et al.,
2018), mas devido as variagbes encontradas neste trabalho seria necessario
aumentar o grupo amostral para fazer essa afirmagdo com mais seguranga. Porém,
ficou claro que o microambiente 3D dos arcabougos nos quesitos ciclo celular e
proliferacao foi vantajoso para as CTMs, mas desestimulante para as células CD133*
expandidas.
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O tamanho dos poros dos arcabougos também tem sido relatado na literatura
como um fator determinante na resposta celular (Xing, et al., 2019). Poros muito
pequenos ndo permitem a migragdo adequada das células e limitam a difusdo de
nutrientes e produtos de excregdo. Por outro lado, poros muito grandes diminuem a
area disponivel para adesao celular. Assim, os cultivos em S25 e S40 foram levados
adiante até 7 dias para analisar se o tamanho desses poros poderia influenciar as
células em periodos de cultivo mais longos. Porém, tratando-se de ciclo celular n&o
foram observadas diferencas entre os resultados obtidos para as CTMs e para as
células CD133" expandidas cultivadas em arcabougos com poros de tamanhos
diferentes. Em ambos os casos, entre 48 horas e 7 dias de cultivo houve uma
diminuigdo no numero de células na fase G2 para os dois tipos celulares. No entanto,
como mencionado anteriormente, um dos fatores que influenciam a proliferagao € a
confluéncia celular. A partir das imagens de microscopia foi possivel notar que em 7
dias de cultivo os arcabougos ja apresentavam uma grande quantidade de células e
pouco espaco disponivel para permitir que as células continuassem proliferando.
Dessa forma, as diferencas observadas entre 48 horas e 7 dias n&o seriam atribuidas
aos arcabougos de PLA nem ao tamanho dos poros. Ainda, os resultados sugerem
que a diferenga no tamanho dos poros utilizados ndo foi o suficiente para gerar
respostas celulares distintas em relagcéo aos parametros estudados.

5.5. Influéncia do Cultivo em Arcabougos Porosos no Imunofenétipo Celular

Para completar a avaliagdo dos ambientes gerados pelos arcabougos 3D foi
analisado se as células mantinham seus perfis imunofenotipicos caracteristicos. Em
caracterizagao prévia realizada em nosso laboratdério, foi visto que as CTMs utilizadas
neste trabalho apresentavam expressdées de marcadores tipicamente mesenquimais
(CD90, CD105, CD73 e CD140b) sem expressao significativa de CD34 e HLA-DR,
apresentando o perfil imunofenotipico de CTM determinado por Dominici e
colaboradores (2006). Apdés os 7 dias de cultivo nos arcabougos, este perfil foi
mantido, indicando que elas foram capazes de manter seu estado indiferenciado.
Esses resultados estdo em coeréncia com dados da literatura que demonstram que
as CTMs somente se diferenciam em arcabougos de PLA se forem cultivadas com
meios indutores (Fairag, et al., 2019) ou se o PLA for recoberto com algum biomaterial
capaz de induzir diferenciagao (Persson, et al., 2018; Teixeira, et al., 2018).
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Ja as células CD133* expandidas mantiveram uma expressao reduzida de
CD133 em todos os cultivos, o que indica um alto grau de maturidade endotelial, como
foi descrito por Senegaglia e colaboradores (2010). Em coeréncia com esse resultado,
foi observada também alta expressdo de CD309, CD105, CD146 e CD31 e baixa
expressao dos marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45, reforcando a manutengao
do carater endotelial dessas células em todas as condi¢gdes de cultivo avaliadas
(Ingram, et al., 2004; Senegaglia, et al., 2010; Correa, et al., 2018).

No entanto, foi observada uma reducgao significativa na marcagao de vVWF nos
cultivos 3D. Como este € um fator relacionado ao controle de formag¢ao de vasos
sanguineos (Starke, et al., 2011), foi realizado um ensaio de formacao de vasos com
as células que foram cultivadas nos arcabougos para avaliar se essa reducido de
marcagao era o suficiente para afetar o potencial angiogénico das células. Ainda,
como o VWF é um fator intracelular, foi testada a hip6tese de que a reducédo na
marcacao foi resultado do aumento de secrecao do fator e ndo de uma redugao direta
de expressao. Entéo, o ensaio de formagao de vasos foi também realizado com o meio
condicionado obtido do cultivo 3D e aplicado em células provenientes de uma cultura
2D.

O ensaio foi conduzido por 24 horas e observou-se uma redugdo nao
significativa no numero de vasos formados pelas células que haviam sido cultivadas
em 3D em comparagdo tanto ao controle quanto aquelas mantidas com meio
condicionado. Embora na questdo de numero de vasos as células tenham se
comportado de maneira semelhante nas trés situagdes, o numero de nés formados
pelas células provenientes do cultivo 3D foi significativamente menor do que nos
outros casos. Isso sugere que, embora as células ndo tenham perdido seu potencial
angiogénico, elas formaram uma rede de vasos menos complexa. Vale ressaltar, no
entanto, que o meio condicionado testado foi obtido apenas das ultimas 48 horas de
cultivo, uma vez que a mudanga na marcacao de VWF foi observada apds 7 dias de
cultivo nos arcabougos. Porém, como os produtos de secre¢cao das células podem
variar ao longo do cultivo de acordo com as condi¢des de confluéncia e disponibilidade
de nutrientes, € possivel que se fossem testados meios condicionados de outros
tempos pudéssemos ver essas diferengas com mais clareza. Assim, seria interessante

fazer essa avaliagdo mais ampla de modo a verificar a funcionalidade destes
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secretomas e para confirmar o efeito do cultivo 3D sobre a expressao ou secregao de
vWEF.

5.6. Consideragoes Finais

Por fim, foi observado também que, apesar dos arcabougos serem 3D, a grande
maioria das células aderiu em apenas duas dimensdes. Isso pode ter ocorrido porque
os didmetros dos filamentos de PLA eram muito grandes em comparagéo as células.
Apesar disso, tendo em vista todas as diferencas no comportamento celular, a
rugosidade dos filamentos de PLA e a diferenga de rigidez dos arcaboucgos,
consideramos ter criado um ambiente tridimensional bastante diferente do cultivo 2D
tradicional.

Os dados adquiridos neste trabalho abrem espago para analises mais
aprofundadas e detalhadas do comportamento celular em cultivos 3D. Além disso,
eles também demonstram a importancia de se avaliar comportamentos celulares
basicos ao considerarmos o uso de células associadas a arcaboucos de biomateriais

ou os subprodutos obtidos deste tipo de cultivo para a engenharia de tecidos.
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6. CONCLUSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar como CTMs e células CD133* expandidas
interagem com arcabougos de PLA de duas porosidades diferentes em relagao a
adesao, ciclo celular, proliferagao e perfil imunofenotipico.

- Foram impressos 2 arcaboucgos cubicos de PLA com poros de tamanhos
1,27 £ 0,059 mm (S25) e 0,700 + 0,023 mm (S40) e um arcabougo em formato de
disco de didmetro de 3 cm;

- Os arcabougos possuiam superficies rugosas e, no caso do disco, ele
também possuia ondulacdes;

- O S25 apresentou um maodulo elastico de 5 MPa e o0 S40 de 10 MPa. Essa
caracteristica os torna viaveis para possiveis usos na engenharia de tecidos de
cartilagem;

- Os arcaboucos de PLA podem ser considerados de baixa citotoxicidade e
permitem adequada adesao celular, proliferagcdo e manutengdo das morfologias das
CTMs e células CD133* expandidas;

- Em 48 horas de cultivo nos arcabougos houve diminuicdo da porcentagem
de células CD133* expandidas na fase G2 do ciclo celular e a queda na proliferacao
foi possivelmente causada pelo ambiente 3D e nao pelo biomaterial;

- Em 48 horas de cultivo nos arcabougos houve um aumento de CTMs na fase
G2 do ciclo celular e uma tendéncia de aumento de proliferacao;

- As CTMs foram capazes de manter seu perfil indiferenciado durante o cultivo
nos arcaboucgos;

- Houve reducéao na marcacao de vVWF nas células CD133* expandidas apds
o cultivo nos arcabougos, mas isso néo afetou o potencial angiogénico das células;

- A diferenca no tamanho dos poros nao afetou o comportamento das células.
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APENDICE A - Padronizagio do Método de Deposigédo das Células

Para avaliagcdo e padronizagdo da semeadura das células em sistema 3D, foram testadas
diferentes concentracdes celulares e também métodos para a deposicao das células nos arcabougos.
Testou-se semear as células pela superficie do arcabouco e deixar que elas decantassem e entrassem
pelos poros e também foi testado coloca-las poro por poro. Neste Ultimo caso, as células foram
inseridas com uma pipeta nos poros dos arcabougos num volume de 10 yL de meio de cultivo. Os
arcabougos foram entdo incubados numa placa de Petri na estufa por 1 hora e 30 minutos e, s6 entéo,
a placa foi completada com meio de cultivo para que os arcabougos ficassem submersos. Apds 24
horas, os arcabougos foram transferidos para uma placa de cultivo de 24 pogos contendo 700uL de
meio de cultivo em cada poco.

Verificou-se que a semeadura das células poro por poro demonstrou ser mais efetiva que a
deposicao na superficie dos arcaboucos, a qual causava extravasamentos e maiores dificuldades de
padronizagdo. Quando semeadas poro por poro, as células se distribuiam de maneira mais homogénea
pelos arcabougos (Figura A.1 A, B, C). Porém, foi observada uma grande variabilidade a cada
semeadura realizada em termos de numero de células aderidas e distribuicdo e o método se mostrou
bastante trabalhoso, demandando um longo tempo de semeadura e inviabilizando a execucdo de

experimentos com varias réplicas.
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Figura A.1. Marcacao nuclear dos arcabougcos com CTMs semeadas poro por poro (A-C) e pela
superficie (D-F). (A e D) camadas do fundo do arcabougo. (B e E) camadas do meio do arcabougo. (C
e F) camadas superiores do arcabougo. Os nucleos que aparecem em azul foram corados com DAPI

e visualizados por microscopia de fluorescéncia.

Também foram testadas concentragdes diferentes de células que seriam depositadas para
determinar qual seria a melhor concentragéo para obteng&o de uma distribuicdo mais homogénea. Para
as CTMs foram testadas as concentragdes 1x10° , 6x10* e 5x10° células por arcabougo. Apds a
deposigao das células poro por poro, os arcabougos foram postos de pé na vertical e virados 90 graus

a cada 5 minutos por 20 minutos de modo que as células pudessem se espalhar por todos os lados do

91



arcaboucos, evitando que elas decantassem e se concentrassem no fundo. Apds 24 horas de cultivo,
as células foram fixadas e coradas com DAPI para visualizagdo no microscopio de fluorescéncia. A
Figura A.2 mostra que as células se distribuiram homogeneamente e ndo foram observadas regites
com grandes amontoados de células. No entanto, com a concentragdo menor de células (Figura A.2 G,
H,l) havia varias regides do arcabougo vazias.

Ja com a concentragdo maior de células, ndo foram observadas regides vazias € elas
estavam ocupando boa parte do arcabougo. Porém, isso também demonstrou que para analises em
cultivos longos, por mais de 24 horas, a semeadura de 1x10° células pareceu ser um nimero muito alto
de células que rapidamente ocupariam todo o arcabougo, o deixando sem espaco para a proliferagao
celular.

Dessa forma, concluiu-se que a concentragao ideal de células para os testes era de 6x10*
células/ arcabougo, visto que nesse caso as células se distribuiram bem, que a distancia entre elas
ainda poderia permitir reconhecimento e comunicagdo e que haveria espacgo suficiente para elas

continuarem proliferando e aderindo por mais tempo.
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Figura A.2. Marcagao nuclear dos arcabougos nos testes de adesao de CTMs com diferentes
concentragées celulares. (A-C): 1x10° células. (D-F): 6x10* células. (G-I): 5x10° células. Os nucleos

que aparecem em azul foram corados com DAPI e visualizados por microscopia de fluorescéncia.

Para as células CD133* expandidas foram testadas concentragdes de 1x10°, 1x10° e 5x10*
células/ arcabougo depositadas poro por poro. O protocolo seguiu os mesmos passos do protocolo das
CTMs.
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Observou-se que, com a maior concentracdo, as células se distribuiram de maneira mais
homogénea (Figura A.3 A-C). Porém, nas outras duas concentragdes mais baixas as células se
concentraram nas camadas superiores (Figura A.3 D, G) e inferiores (Figura A.3 F, I) do arcabougo e

poucas foram encontradas nas camadas do meio (Figura A.3 E, H).

Figura A.3. Marcagdao nuclear dos arcabougos dos testes de adesdo das células CD133*
expandidas com diferentes concentragées celulares. (A-C) 1x10° células. (D-F): 1x10° células. (G-
1): 5x10* células. Os nlcleos que aparecem em azul foram corados com DAPI e visualizados por

microscopia de fluorescéncia.

Com estes testes também foi possivel observar a presenga de regides sem células nos
arcaboucos. Isso poderia ser um indicio de que o tempo de 5 minutos para permitir a adesdo dessas
células ndo era o suficiente e/ou que a concentragéo celular ainda ndo era a ideal. Dessa forma, foi
testada a concentragdo celular de 5x10° células por arcabougo e um novo método de semeadura de
células, o método da seringa (descrito na metodologia). Pela figura A.4 observou-se que, com o método
da seringa, as células tinham se distribuido de maneira homogénea pelo arcabougo e n&o havia
espagos vazios como nos casos anteriores. Além disso, também foi possivel encontrar células aderidas
na parte externa do arcabougo, o que ndo ocorria nos outros métodos. Entéo, ficou determinado que a
concentragédo de células CD133" expandidas utilizada seria de 5x10° células/ arcabougo e o método

utilizado para semear as células seria o método da seringa.
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Figura A.4. Marcagao nuclear dos arcaboucos do teste de adesao de células CD133" expandidas
com 5x10° células utilizando o método da seringa. (A) camadas superiores do arcabougo. (B)
camadas do meio do arcabougo. (C) camadas inferiores do arcabougo. (D) superficie externa do topo
do arcabougo. Os nucleos que aparecem em azul foram corados com DAPI e visualizados por

microscopia de fluorescéncia.
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APENDICE B - Padronizagio do Processo de Remogéo e Coleta das Células Aderidas aos
Arcaboucos de PLA

Para a realizacdo de avaliagdes nas células individualizadas apés os cultivos no sistema 3D,
a remocgao das células dos arcabougos e sua coleta foram analisadas e padronizadas. Inicialmente
foram testadas trés variagbes do mesmo protocolo para retirar as células dos arcaboucos. Este
protocolo consiste em 3 etapas: 1) realizagdo de uma lavagem inicial com solugéo salina livre de calcio
e magneésio (BSS-CMF) por 10 minutos sob agitagdo suave para remogé&o do meio de cultivo; 2)
incubagéo com solugéo de 0,25% de tripsina-EDTA por 4 minutos a 37°C e 5% CO2; 3) inativagao da
tripsina com igual volume de meio de cultivo contendo 10% SFB. No primeiro teste (método 1) o
arcabougo foi centrifugado trés vezes apos a tripsinizagao para retirar toda a tripsina de dentro dos
poros; no segundo (método 2) foi realizada uma centrifugagéo apos lavagem com BSS-CMF além da
centrifugagao apos tripsinizacado; e no ultimo (método 3) foi realizada apenas uma centrifugagéo apés
tripsinizagao.

Para avaliar a eficiéncia dos protocolos, foi feita a contagem de células e também a coloragéo
com DAPI para verificar a presenca de células que possivelmente ficaram aderidas ao arcabougo apoés
a tripsinizagdo. Pela Figura B.1 observou-se que ficaram poucas células nos arcabougos, indicando
que o protocolo para recuperacdo das células era adequado. Era possivel ver também nucleos
celulares difusos (Figura B.1 B, C, D, F). Como DAPI é um corante intercalante de DNA, o perfil de
marcacao observado indica que o DNA dessas células havia se desenovelado e isso se deu
provavelmente ao estresse das centrifugagdes e/ou agéo da tripsina. De qualquer modo, o arcabougo
que passou pelo protocolo com apenas uma centrifugagao no final apresentou menos desses nucleos

difusos (Figura B.1 E, F). Este, portanto, foi o método escolhido para realizagdo dos experimentos.

Figura B.1. Marcagdo nuclear dos arcabougos mostrando as células que continuaram aderidas

no interior dos arcabougos apos os protocolos de tripsinizagdo. (A,B): método 1. (C, D): método
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2. (E, F): método 3. Os nucleos que aparecem em azul foram corados com DAPI e visualizados por
microscopia de fluorescéncia.
Para retirar as células do disco de PLA, o método 3 foi utilizado sem a centrifugagéo no final,

0 que permitiu uma boa recuperagao de células (Figura B.2).
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Figura B.2. Marcagao nuclear do disco de PLA apds o processo de tripsinizagdao. Os nucleos que

aparecem em azul foram corados com DAPI e visualizados por microscopia de fluorescéncia.
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