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BRANDAO, J.S. Células tronco mesenquimais de muares inclusas em
microcapsulas de hidrogel de alginato. Botucatu, 2019. Paginas 63p. Tese
(Doutorado) Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

As terapias regenerativas com a utilizacgdo de células tronco
mesenquimais (CTMs) tém sido amplamente empregadas com a finalidade de
modificar a progressdo de enfermidades locomotoras em animais de grande
porte. Estudos sobre o comportamento das células tronco, portanto, mostram-se
de extrema importancia para que, cada vez mais, elucidar sua agao, efeito e
eficacia nos tratamentos propostos. A insercdo das CTMs derivadas do tecido
adiposo de muares em microcapsulas de hidrogel gera expectativas promissoras
para a protecdo da célula contra anticorpos do receptor, bem como processos
inflamatorios exacerbados, distribuicdo de agentes terapéuticos e supressao de
processos inflamatérios. O presente trabalho teve por objetivo verificar o
comportamento das CTMs apds o encapsulamento em hidrogel, quanto a sua
viabilidade, migracdo, além da avaliacdo morfolégica e imuno-histoquimica.
Avaliacdo da morfologia da capsula, dos poros, a rugosidade por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e observacdo das células encapsuladas pela
microscopia confocal de varredura a laser. A porcentagem de células viaveis
manteve-se ao longo dos momentos em uma média de 93%, entdo o biomaterial
permitiu a difusdo de nutrientes e oxigénio adequadamente. A diminuicdo da
guantidade de células no interior das cépsulas é justificada pela possivel
migracdo das mesmas através dos microporos das microcapsulas permitindo a
aderéncia a placa de cultivo. Na avaliacdo morfol6gica foi possivel identificar as
células no interior da cépsula, em algumas células, notou-se vacuolizacao
citoplasmatica, posteriormente confirmada 50% da diferenciagdo celular em
condrdcitos pela marcacdo com colageno Il. As células apresentaram marcacao
positiva de CD44, parcial marcacdo do colageno IlI, auséncia no MHC I,
confirmando seu fendétipo. As capsulas foram avaliadas com a MEV quanto a sua
morfologia, a area dos poros circulares e irregulares e o tamanho das células.

Foi possivel confirmar a presenca das células tronco na microcapsula. A inclusdo



das células em microcapsulas de alginato ndo comprometeu a viabilidade
celular, assim como sua migracdo. Concluimos que a técnica pode ser eficaz
frente aos possiveis usos terapéuticos e que mais estudos sao necessarios para

a eficacia terapéutica do encapsulamento de célula tronco mesenquimais.

Palavras-chave: alginato, capsulas, célula tronco mesenquimal, muar.
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BRANDAO, J.S. Mesenchymal stem cells of mules inclusions in alginate
hydrogel microcapsules. Botucatu, 2019. Pages 63p. Thesis (Doctorate)
School of Veterinary Medicine and Animal Science, Sado Paulo State University,
Botucatu.

Abstract

Regenerative therapies using mesenchymal stem cells (MSCs) have been widely
widespread to treat locomotor diseases in large animals. Studies on the behavior
of stem cells are extremely important to increase our knowledge regarding their
action, effect and effectiveness in the proposed treatments. The insertion of muar
adipose-derived MSCs into hydrogel microcapsules yields promising
expectations for cell protection against immune response, as well as exacerbated
inflammatory processes, delivery of therapeutic agents, and suppression of
inflammatory processes. The present research aimed to verify the behavior of
MSCs after hydrogel encapsulation, including cell viability, migration,
morphological and immunohistochemical pattern. Evaluation of capsule
morphology, pore size, roughness by scanning electron microscopy (SEM) and
observation of encapsulated cells by confocal laser scanning microscopy. The
percentage of viable cells remained throughout the moments at an average of
93%, so the biomaterial allowed the diffusion of nutrients and oxygen properly. A
decreased amount of cells number inside the capsules is justified by the possible
migration of them through the microcapsule micropores allowing adherence to
the culture plate. The cells showed positive CD44 staining, absence in MHC II.
The capsules were evaluated with SEM for their morphology, the area of circular
and irregular pores and the size of the cells. It was possible to confirm the
presence of stem cells in the microcapsule. The inclusion of cells in alginate
microcapsules did not compromise cell viability as well as their migration. We
conclude that the technique may be effective in view of possible therapeutic uses
and that further studies are needed for the therapeutic efficacy of mesenchymal

stem cell encapsulation.

Keywords: alginate, capsules, mesenchymal stem cell, mule.
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CAPITULO 1

1. Introducéo e justificativa

As células tronco mesenquimais (CTMs) dispde da capacidade de auto-
renovacao e podem formar 0ssos, gordura e cartilagem. Além da capacidade de
se diferenciarem em diferentes tecidos, as células tronco também tém potencial
de controlar a inflamacéao local, proteger o tecido de hipdxia e mediar a resposta
imunoldgica através da sua funcdo paracrina (Ma et al., 2002; Gugjoo et al.,
2019).

Embora os estudos in vitro estejam longe de mimetizarem todas as
influéncias e sinalizagbes de um organismo vivo, o controle dos fatores
externos apresenta a vantagem de melhorar o entendimento da interacédo da
célula com cada fator e a partir dessa informacao desenvolver estudos in vivo
com mais seguranga, e até mesmo regular o efeito terapéutico que se deseja
(Moshtagh et al., 2018).

No entanto, os estudos in vitro mais utilizados séo realizados em modelo
bidimensional, o que gera resultados muito diferentes dos observados em
estudos nos organismos vivos. Para minimizar essa diferenca, recentemente as
avaliacdes in vitro s&o realizadas em modelos tridimensionais, aproximando a
interagdo entre as células do cultivo e também delas com um ambiente
extracelular (Hong et al., 2015). Dentre os arcaboucos tridimensionais o alginato
vem sendo amplamente utilizado pela facilidade de se tornar gel e
aparentemente apresentar boa biocompatibilidade (Moshtagh et al., 2018).

O alginato forma uma solugcédo viscosa quando dissolvido em solucéo
salina e géis em contato com cétions divalentes. A viabilidade e a manutengéo
do fendtipo de condrdcitos em beads de alginato vem sendo documentada. No
entanto, ainda vigora discussao sobre os efeitos do microencapsulamento em
alginato na condrogénese das CTMs (Ma et al., 2002).

O estudo de células tronco em animais hibridos é escasso, e embora
sejam semelhantes a espécie equina, 0S muares apresentam suas
particularidades como resisténcia fisica e aprimoramento genético. Sao

produzidos pelo cruzamento da fémea equina (Equus caballus) e do macho



asinino (Equus asinus) (Embrapa, 2016). No Brasil, o0s muares sédo altamente
empregados para o trabalho no campo, por se tratarem de animais mais
rusticos, com capacidade de atingir areas de dificil acesso (Gonzélez et al.,
2015). O interesse e a busca pelo tratamento desses animais vém crescendo e
0 conhecimento a respeito mostra-se necessario, visto que até o presente
momento ndo ha trabalhos relacionados a esta espécie e a terapia
regenerativa.

O objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento das células tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (AdCTMs) de muares e a
caracterizacdo do encapsulamento das células pré-aplicacdo, visando seu uso
na terapéutica articular, bem como sua protecdo ao ambiente alogénico ou

inflamatério quando utilizado em terapia alogénica intra-articular.

2. Revisao de literatura

As células tronco mesenquimais possuem diversas propriedades
terapéuticas e devido a sua acdo imunomoduladora e a secrecao de fatores
paracrinos e citocinas pro e anti-inflamatorias, sdo amplamente empregadas em
diversas terapias (Cassano et al., 2018). As células derivadas de medula 0ssea
(Mccarthy et al., 2012), tecido adiposo (Yamada et al.,, 2013), membrana
sinovial (Lee et al.,, 2013), entre outros sdo amplamente estudadas, em
diferentes espécies como caes, gatos, equinos, humanos (Shah et al., 2018;
Martin et al., 2002; Desancé et al., 2018; Mclintyre et al., 2018). Os muares, no
entanto, sdo animais de trabalho interessantes pela inteligéncia, resisténcia
fisica e aprimoramento genético e sdo utilizados em regibes do Brasil. A
procura por terapias celulares vem crescendo para esta espécie, mas até o
presente momento nao ha trabalhos relacionados a terapia regenerativa.

O muar é um equideo hibrido gerado a partir do cruzamento de machos
Equus asinus e fémeas Equus caballus que apresenta portanto, caracteristicas
fenotipicas e fisiolégicas intermediarias entre as espécies que lhe conferem a
origem (Miranda e Palhares, 2017).

O uso das CTMs em terapias autdlogas e alogénicas € amplo e as

pesquisas cada vez mais buscam uma forma segura e eficaz de uso desta



terapia. As células auxiliam em diversas enfermidades, cardiacas, sequelas
neuroldgicas e principalmente locomotoras (Segers e Lee, 2008; Kim e Vellis,
2009; Yamada et al., 2013). A aplicabilidade da terapia com o uso de células
requer prudéncia e o acompanhamento do animal, e a avaliacdo do mesmo,
como individuo.

A aplicagcdo de terapia intra-articular vem mostrando resultados
satisfatérios, porém quando utilizadas em processos inflamatérios muito
evidentes, a acao dessas células fica comprometida e o processo por si sO
ataca as células e causa a sua morte (Dados em publicacdo de Rosa et al.,
2019; Naji et al., 2019). Complementar a isso, a cinética das CTMs apos
marcacao com nanocristal foi avaliada por Santos et al. (2019) que observaram
a dispersao periarticular apds administracao intra-articular das células.

A cartilagem articular danificada é conhecida pela capacidade limitada de
reparacdo que a maioria dos demais tecidos do individuo devido a auséncia de
um sistema eficaz e a capacidade limitada de condrécitos maduros para
proliferar e regenerar a nova cartilagem (Hunter, 1995; Newman, 1998; Roberts
et al., 2009).

Além da liberacdo de farmacos, as capsulas também tém sido usadas
para outras aplicacbes biomédicas, como imobilizacdo enzimatica,
encapsulamento de células e engenharia de tecido 0sseo, como scaffolds
(Bajpai e Kirar, 2016).

A eficacia do método de encapsulamento visa a nao dispersao que
ocorre em casos de células livres no local da aplicacdo intra-articular, sangue
ou membrana sinovial, bem como a protecdo das células contra a apoptose via
resposta imunoldgica por processo inflamatério exacerbado, que acaba
matando as células (Dados em publicacdo Rosa et al., 2019). A capsula evitaria
essa interrupcdo terapéutica da acdo das células, assim como pode proteger a
célula para que sua funcao paracrina seja mais duradoura.

O método de isolar as células, encapsulacdo, pode protegé-las do
sistema imunolégico do hospedeiro quando transplantadas (Hernandez et al.,
2010; Teramura e Iwata, 2009). Essa tecnologia considera importante a fonte
celular adequada e o biomaterial como barreira seletiva e permeéavel. O

biomaterial deve permitir a difusdo de nutrientes, oxigénio, produtos secretados;



bem como pode impedir que compostos de alto peso molecular penetrem, como
anticorpos, fatores de complemento produzidos pelo sistema imunoldgico do
hospedeiro (Hernandez et al., 2010; Orive et al., 2003; Nafea et al., 2011).

Com o aumento da aplicacdo clinica de terapias baseadas em células &
importante que se considere o desenvolvimento de sistemas que facilitem o
armazenamento e a distribuicdo dos produtos de terapia celular, tanto na
producdo quanto na clinica. Para que tais sistemas sejam realizados, €
essencial que as estratégias de bioprocessos sejam escalaveis, reprodutiveis e
nao influenciem a viabilidade ou funcao bioldgica viva (Swioklo et al., 2017).

Qualquer material biolégico que precise ser isolado, protegido ou ser
liberado de forma controlada pode ser encapsulado, sendo assim, as aplicacdes
da microencapsulacdo sdo diversas. A encapsulacdo de células animais
intactas em membranas semipermeaveis e com manutencdo de seus
metabolismos tem sido investigada (Zimmermann, 2001). O encapsulamento ou
qualquer arcabouco que mantenha as células em uma estrutura tridimensional
favorece a interagéo entre elas, melhorando a sinalizacao celular e liberagcéo de
fatores paracrinos desejaveis para a imunomodulacao e diferenciacdo celular
(Hong et al., 2015; Singh et al., 2018).

A microencapsulacdo permite a manutencao da viabilidade e da atividade
das células, sistema de liberacdo controlada, uma vez que estes materiais sdo
englobados e isolados com filmes de polimeros protetores, ainda com
caracteristicas de dissolugdo, porosidade e permeabilidade apropriadas ao
objetivo desejado (Zimmermann, 2001). A porosidade e a permeabilidade do
arcabouco permitem a troca de fatores de crescimento com o meio externo,
porém mantém as células protegidas de mediadores imunoldgicos, fazendo com
que permanecam mais tempo no organismo e ao mesmo tempo o hospedeiro
deve apresentar menor reacédo inflamatoria (Herrero et al., 2007).

Além das vantagens apresentadas para a terapia celular, o arcabougo
também pode ser Util para a liberacéo controlada de farmacos, permitindo maior
desempenho destes, ou até mesmo liberacdo a longo prazo. Um exemplo € o
estudo in vitro com neurdnios que avaliou a eficacia do encapsulamento da
galantamina como futuros tratamentos para a doenca de Alzheimer (Mufamadi
et al., 2019).



Dentre os materiais utilizados como arcabouco celular, tanto em cultivos
tridimensionais como em terapias, encontram-se o0 alginato, quitosana,
colageno, fibrina e glicosaminoglicanos como exemplo de polimeros naturais.
Os polimeros sintéticos mais utilizados para esses fins sdo polietilenoglicol,
acido poliglicélico, acido polilatico, entre outros (Hong et al., 2015).

O alginato é um polissacarideo que é extraido de algas marinhas pardas
e algumas bactérias, sendo um polimero aniénico solivel em agua que consiste
de acido B-D-manurdnico (M) e a-L-acido gulurénico (G) unidos por ligacbes
(1->4)-glicosidicas, de composicdo e sequéncia variada (Bajpai e Kirar, 2016;
Mori et al., 2014; Araujo et al., 2013; Leite, 2014; Martins et al., 2007), sua
estrutura quimica estd ilustrada na Figura 1. Na industria alimenticia é utilizado
h& anos, mas apresenta também caracteristicas que tornam possivel utiliza-lo
como matriz na liberacdo de farmacos (Leite, 2014; Reis et al., 2006). Sendo
assim, 0 seu uso é uma alternativa bastante promissora para a aplicacéo
terapéutica com células tronco que liberam de forma paracrina suas citocinas

de acédo imunomoduladora.
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Figura 1. Estrutura quimica do alginato de sédio (Yang et al., 2011).

O alginato, polissacarideo natural, extraido da matriz extracelular de
algas marrons (Phaeophyceae), onde age como material estrutural, €
amplamente utilizado para microencapsulacéo visto a rapidez e a simplicidade
na formacdo de gel com ions metalicos. A microencapsulacdo em gotas de
alginato apresenta como vantagem a manutencéo da atividade celular, além de
adquirir uma estrutura semelhante a contas de cadeias interligadas (Hari et al.,

1996; Bajpai and Kirar, 2016) que permitiria a migracdo das células.



Os alginatos sd@o polimeros biocompativeis nao toxicos e como a
preparacdo de esferas reticuladas é realizada sob condi¢des normais (meio
aquoso, temperatura ambiente e pH fisiol6gico), o controle sobre o tamanho das
esferas e a relacdo do custo-beneficio do processo de encapsulamento séo
caracteristicas adicionais favoraveis (Bajpai and Kirar, 2016).

O sistema CTMs-alginato é um modelo pratico para determinar a relacédo
entre proliferacdo e diferenciacdo (Ma et al., 2002). Vantagens importantes do
sistema de matrizes de gel para aprisionamento de células: sistema simples e
prontamente manipulado para células; uma substancia de entrega e andaime
tridimensional para engenharia de tecidos em cartilagem; pronta dissolu¢do de
beads de alginato por agente quelante tal como o citrato de sodio.

Diversos estudos considerando diferentes biomateriais séo encontrados,
no entanto, o alginato € um dos mais estudados (Gao et al., 2019). Nosso grupo
de pesquisa iniciou o estudo a respeito do hidrogel de alginato com a
publicacdo de Santos et al. (2018 e 2019) cujos objetivos foram o cultivo das
células de membrana sinovial (msCTMs) encapsuladas em hidrogel de alginato,
em diferentes concentragcdes, comparando a viabilidade, proliferacdo e
diferenciacdo condrogénica para posterior uso em implantes com propdsito na
regeneracdo da cartilagem articular em equinos; bem como, validar a eficacia
da marcacao das msCTMs alogénicas ndo encapsuladas em alginato usando o
nanocristal (Qtracker® 655 Cell Labeling Kit, Invitrogen, USA). A partir disso,
houve um interesse maior em avaliar a possibilidade de proteger as células
enquanto elas atuam na doenca articular, evitando sua morte prematura em
casos de processos inflamatérios mais intensos (Dados em publicacdo de Rosa
et al. 2019). Trabalhando com este material entendemos a necessidade de
estudarmos a estrutura da capsula in vitro.

Uma membrana de alginato reduz e controla a permeabilidade da
capsula e quando usada para transplante de células, a membrana da capsula
funciona como uma barreira imunoprotetora. Manter a viabilidade das células
dentro desses sistemas é essencial para garantir a eficacia do processo, desde
a acdo mais prolongada das citocinas secretadas pelas células quanto garantir
que essas células ndo morram em um ambiente considerado nao-préprio

(Zimmermann, 2001).



Descobriu-se, mais recentemente e ainda em estudo, por pesquisadores
do Centro de Desenvolvimento de Materiais Funcionais da Universidade
Federal de Sdo Carlos, que assim como o tamanho, a morfologia de particulas
tem importancia essencial, uma vez que a forma dos materiais interfere na
maioria das propriedades fisico-quimicas (Alisson et al., 2019-FAPESP). Sendo
assim, € importante que a caracterizagdo da microcapsula seja realizada e para
isso alguns testes devem ser efetuados. Tamanho das capsulas, analise
micromorfologica, microscopia eletrénica de varredura, teor de umidade, bem
como a viabilidade (Lopes et al., 2017), ser inerte, porosa e absorvivel em
tempo habil. Ainda para a sua caracterizacdo, o comportamento de absorcao
das capsulas de hidrogel de alginato pode ser estudado gravimetricamente
(Pierre et al., 2013; Bajpai e Kirar, 2016), sendo importante para a difusdo de
nutrientes entre o meio de cultivo e as células no interior das microcapsulas,
essencial para a manutencéo das CTMs.

A analise que permite avaliar o metabolismo celular, viabilidade e
crescimento também é importante quando se prioriza a manutencdo das células
encapsuladas. O uso do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazole)-2,5-difeniltetrazolio,
mais conhecido como MTT é um teste que baseia-se na capacidade da enzima
desidrogenase mitocondrial de células viaveis para clivar os anéis de tetrazélio
do MTT amarelo palido e formar cristais de formazam azul escuro que séo
impermeaveis as membranas celulares, resultando em acumulo nas células
saudaveis (Khattak et al., 2006; Herrero et al., 2007). Este ensaio colorimétrico
de citotoxicidade teve sua técnica primeiramente descrita por Mosmann em
1983 e entdo adaptada para células encapsuladas por Uludag e Sefton em
1993.

Ma et al. (2002) verificaram que as CTMs em alginato podem formar
cartlagem e o sistema alginato-CTMs representa um modelo relevante de
estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na condrogénese e na
ossificacdo endocondral. As CTMs cultivadas em capsulas de alginato por mais
de uma semana representam uma alternativa interessante como fonte de
condrdcitos para engenharia de tecidos em cartilagem, quando esta ndo esta
disponivel em quantidade suficiente, como em grandes defeitos osteocondrais

ou osteoartrite difusa.



O desenvolvimento de metodologias viaveis financeiramente e de facil
reprodutibilidade € necesséario para incrementar as técnicas ja existentes e
desenvolver outras mais eficazes.

A viscosidade de uma solucéo de alginato depende do peso molecular e
concentracao da amostra do polimero (Smidsrgd e Haug, 1968) aumenta a
medida que o pH diminui e atinge um maximo pH 3-3,5 como grupos carboxilato
no esqueleto de alginato tornam-se protonadas e formam ligacdes de
hidrogénio (Lee e Mooney, 2012).

Aumentar o peso molecular do alginato pode melhorar as propriedades
fisicas dos géis resultantes, mas uma solucdo de alginato formada a partir de
um polimero de alto peso molecular torna-se muito viscoso o que é indesejavel
no processamento (LeRoux et al., 1999). Proteinas ou células combinadas com
solucdo de alginato com dano de alto risco de viscosidade geram altas forcas
de cisalhamento durante a combinacao e aplicacdo dentro do individuo (Kong et
al., 2003). A manipulagéo do peso molecular e sua distribuicdo pode controlar
independentemente a viscosidade da solucdo pré-gel e rigidez pos-gelificagéo.
O modulo elastico de gel pode ser aumentado, enquanto a viscosidade da
solucdo aumenta infimamente, usando uma juncdo de polimeros de alginato de
alto e baixo peso molecular (Kong et al., 2002).

As propriedades fisicas controlam a estabilidade dos géis, a liberacéo de
drogas pelos géis e o fenétipo e funcdo das células encapsuladas em gel de
alginato (Lee and Mooney, 2012). Além disso, varios métodos quimicos e
fisicos tém sido relatados para formar géis de alginato, mas a capacidade das
células para contribuir na formacéo desse gel tem sido ignorada (Lee et al.,
2003). As células adicionadas a solugfes de alginato ndo modificadas agregam
e formam uma estrutura ndo uniforme, devido a dominancia das interacdes
célula-célula nesse sistema. Esse comportamento de gelificacdo € de
cisalhamento reversivel e pode ser repetido véarias vezes. Uma vez que a
estrutura do gel € quebrada pelas forcas de cisalhamento, as estruturas
reticuladas sdo recuperadas em poucos minutos. Ainda, foi relatado que as
células podem fornecer integridade mecéanica adicional aos géis, via interacoes
de ligacdo entre as células e os ligandos de adesdo acoplados as cadeias de

alginato (Drury et al., 2005).
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Os géis de alginato tém sido amplamente explorados como veiculo para
entrega de proteinas ou células que podem direcionar a regeneracdo ou a
engenharia de tecidos e 6érgdos (Silva e Mooney 2010; Lee e Mooney, 2012).

Além da liberacdo das células por migracdo ou de seus efeitos
paracrinos, ambos por difusdo da capsula, sdo ainda liberados conforme o gel
se degrada no organismo (Lee e Mooney, 2012).

O alginato demonstrou grande utilidade e potencial como um biomaterial
para muitas aplicacbes biomédicas, em cicatrizacdo de feridas, entrega de
medicamentos, cultura celular in vitro e engenharia de tecidos. As boas
caracteristicas do alginato para estas aplicacfes incluem biocompatibilidade,
condicdes de gelificacdo suaves e seu historico de usos clinicos na terapéutica
articular (Lee e Mooney 2012; Gao et al., 2019).

As células tronco mesenquimais sao utilizadas no tratamento de
osteoartrites com resultados satisfatorios. No entanto, um dos desafios a ser
explorado antes de implementar clinicamente é um sistema de entrega
adequado capaz de reter uma quantidade 6tima de células na articulacéo.
Sendo assim, € contundente identificar um sistema de entrega que forneca
tanto uma protecdo mecéanica quanto imunoldgica para as células
transplantadas, ao mesmo tempo em que aumenta o rendimento das células
diferenciadas, mantendo o microambiente celular e sustentando as funcdes
celulares diferenciadas. O encapsulamento de CTMs tem se mostrado uma
abordagem promissora para o fornecimento de agentes terapéuticos (Gao et al.,
2019).

O objetivo deste trabalho é a caracterizacdo da microcdpsula in vitro
como uma opcdo de ferramenta para o transplante intra-articular de CTMs.
Neste estudo, o encapsulamento de CTMs em alginato visa fornecer um veiculo

de entrega adequado para o transplante em terapias articulares.



3.
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Objetivos

O objetivo desse estudo foi avaliar o biomaterial, bem como o

comportamento das células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo

(AdCTMs) de muares e a caracterizacdo apos o encapsulamento das células

pré-aplicacdo, visando seu uso na terapéutica articular para sua protecdo ao

ambiente ndo-préprio ou inflamatério quando utilizado em terapia alogénica

intra-articular.

4.

a)

b)

Objetivos especificos

Definir o comportamento das células tronco mesenquimais derivadas do
tecido adiposo de muares em microcapsulas de hidrogel de alginato
através da viabilidade, migracdo, células/capsula e imunomarcadores,
mantendo as células em cultivo 3D;

Estudar as caracteristicas morfolégicas da microcapsula de hidrogel de
alginato (rugosidade e morfologia dos poros) com estudos de

microscopia optica e microscopia eletronica de varredura;

c) Avaliar o sistema cépsula-células in vitro por nanomarcacao,

imunomarcagao, microscopia confocal de varredura a laser, teor de
umidade da cépsula, poder de absorcdo e avaliagdo do metabolismo

celular.
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