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RESUMO

Introducéo: A terapia de tecidos e Orgdos artificiais tem resultado no aumento da
expectativa de vida de milhares de pessoas, sendo que uma a cada cinco com mais de
65 anos ja foi beneficiada com tecidos e 6rgdos gerados in vitro. Assim, torna-se
imperativo o desenvolvimento de novas estratégias de desenvolvimento e optimizacao
de biomatrizes e de células tronco, para atender a demanda, que sejam capazes de
promover regeneragdo de tecidos e 6rgaos, amortizagdo dos custos e uso seguro em
nivel celular. Neste contexto, as células tronco mesenquimais adiposas (CTMA) tem
despertado grande interesse cientifico. Objetivo: Foi analisado a biocompatibilidade em
nivel celular e cromoss6mica/cromatidica da biomatriz de quitosana-coladgeno-genipina
com CTMA humanas. Métodos: Foram testadas diferentes concentracdes de genipina
para estabelecimento da matriz, por analise de intumecimento, degradacéo e grau de
reticulacdo, por espectrofotometria. As CTMA foram obtidas por processamento
enzimatico do lipoaspirado humano e cultivadas em Petakas (controle) e na biomatriz
selecionada ap0s caracterizacao fisico-quimica, com e sem criopreservacdao. As CTMA
foram caracterizadas quanto a adesdo e proliferacdo por microscopia Optica
convencional, contraste de fase e eletrénica de varredura, imunofenotipagem, viabilidade
celular com teste de azul de Trypan, estabilidade cromossbémica, por técnicas
citogenéticas convencionais, potencial neoplasico por teste de Papanicolau e quanto a
capacidade de diferenciacao celular em trés tipos de tecidos, com abordagen estatistica.
Resultados: A biomatriz intercruzada com 0,75% v/v de genipina foi a melhor para os
estudos celulares. Os testes de adeséo, proliferacdo e capacidade de diferenciacéo
mostraram que as CTMA em contato com a biomatriz mantiveram suas caracteristicas
naturais. Os testes citogenéticos, e do papanicolau das CTMA apds diferentes condi¢cdes
de cultivo na biomatriz ndo revelaram frequéncias estatisticamente diferentes das células
controles (cultivadas sem a biomatriz). Conclusdo: Os resultados sugerem que a
biomatriz de quitosana-colageno-genipina com 0,75% v/v de genipina é biocompativel
em nivel celular e cromossémico, com células tronco mesenquimais adiposas.

Palavras chave: Células tronco mesenquimais adiposas. Biomatrizes poliméricas.

Engenharia de Tecidos. Estabilidade cromossomica. Estabilidade cromatidica.



ABSTRACT

Introduction: Therapy of artificial tissues and organs has resulted in an increase in the
life expectancy of thousands of people, and one in five over 65 years has already
benefited from tissues and organs generated in vitro. Thus, it is imperative to develop
new strategies for the development and optimization of biomatrices and stem cells to
meet demand, which is capable of promoting tissue and organ regeneration, cost
amortization and safe use at the cellular level. In this context, adipose mesenchymal stem
cells (AMSC) have aroused great scientific interest. Objective: The biocompatibility at
the cellular and chromosomal/chromatidic level of chitosan-collagen-genipin biomatrix
with human AMSC was analyzed. Methods: Different concentrations of genipin for matrix
establishment were tested by the analysis of the number of cells, the degradation, and
degree of crosslinking by spectrophotometry. AMSC were obtained by enzymatic
processing of human lipoaspirate and cultured in Petakas (control) and in the selected
biomatrix after physicochemical characterization, with and without cryopreservation. The
AMSC were characterized for adhesion and proliferation by conventional optical
microscopy, phase contrast and scanning electron microscopy, immunophenotyping, cell
viability with Trypan blue test, chromosomal stability, by conventional cytogenetic
techniques, neoplastic potential by Papanicolaou test and for the capacity of cell
differentiation in three types of tissues, with a statistical approach. Results: The
crosslinked biomatrix with 0.75% v/v genipin was the best for the cell studies. The tests
of adhesion, proliferation and differentiation capacity showed that the AMSC in contact
with the biomatrix maintained their natural characteristics. The cytogenetic and
Papanicolaou tests after different culture conditions in the biomatrix did not reveal
statistically different frequencies of the control cells (cultured without the biomatrix).
Conclusion: The results suggest that the chitosan-collagen-genipin biomatrices with
0.75% v/v genipin are biocompatible at the cellular and chromatidic/chromosomal level,
with adipose mesenchymal stem cells.

Key words: Adipose mesenchymal stem cells. Polymeric biomatrices. Tissue

Engineering. Chromosomal stability. Chromatidic stability.
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CTMA Células tronco mesenquimais adiposas
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NOS Enzima Oxido nitrico sintase

eNOS Enzima oxido nitrico sintase do endotélio vascular

nNOS Enzima oxido nitrico sintase de neurdnios

iINOS Enzima oxido nitrico sintase estimuladas por bactérias Gram-
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M-CSF Fator estimulante de colénias de macréfagos

GM-CSF Fator estimulante de coldnias de granulécitos-macrofagos

MIP - 1a/ CCL3 Proteina inflamatdria de macrofagos
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IL-1e?2 Interleucina 1 e 2 (citocinas)

ROS Intermediario reativo de oxigénio

RNS Intermediario reativo de nitrogénio

FSC Forward Light Scatter ( Dispersao frontal de luz em citometria de
fluxo — mede o tamanho celular)

SSC Side Scatter (disperséo lateral de luz em citometria de fluxo — mede

a granulosidade celular)
UV-visivel Faixa ultra-violeta e visivel do espectro eletromagnético
ASC-US Atypical squamous cells of undeterminated significance

HSIL, ASC-H Atypical squamous cells - cannot exclude high grade intraepithelial
lesion

LSIL Low grade squamos intraepithelial lesion



LISTA DE SIMBOLOS

AS Variagao de entropia
kcal mol? kilocalorias por mol
nm nanémetro (107°)

B (1—4) Ligacao glicosidica entre os carbonos 1 e 4 de monossacarideos.
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1 Introducéo
1.1Engenharia de tecidos

Mais de 60 milhdes de pessoas nos EUA tiveram aumento em sua expectativa de
vida em virtude da terapia de tecidos e 6rgdos artificiais, sendo que a cada cinco
pessoas, com mais de 65 anos, uma foi beneficiada com tecidos e érgaos gerados “in
vitro” (BALDWIN; KIICK, 2010; MUZZARELLI et al., 2016). A principal causa de
internacdo e morte hospitalar no Brasil é devido as les6es causadas por acidentes em
geral. De 2004 até dias atuais, o Sistema Unico de Satde (SUS) gastou mais de 900
milhdes de reais com Orteses e proteses (DATASUS, 2018). Além disso, a American
Heart Association estima que aproximadamente 5,7 milhdes de americanos sofrem de
insuficiéncia cardiaca congestiva (BRAILE-STERNIERI et al., 2018). No Brasil, um terco
das mortes sdo causados por doencas cardiovasculares, e cerca de 350.000 pacientes
sofrem infarto agudo do miocardio por ano (SABINO et al., 2018). Assim, torna-se
imperativo o desenvolvimento de novas estratégias para atender a demanda com o
desenvolvimento de biomatrizes, tendo como finalidade principal a regeneracdo de
tecidos e 6rgdos e a amortizacdo dos custos (JAYAKUMAR; MENON; MANZOOR; NAIR;
TAMURA, 2010; MUZZARELLI et al., 2016).

A engenharia de tecidos contempla inidmeras vantagens que atendem as
necessidades do tecido lesado ou érgdo para o processo de regeneracdo (BEPPU;
ARRUDA; SANTANA, 1999). Para isso, é necesséario o entendimento de processos
guimicos, fisicos e biolégicos tanto material biolégico, quanto do nicho bioldgico do

hospedeiro (KO; SFEIR; KUMTA, 2010).
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Nesse sentido, os microambientes biolégicos possibilitam o reconhecimento
celular e as cascatas de sinalizagGes para neovascularizacbes (BOCCAFOSCHI et al.,
2005). Outra vantagem é a intervencao cirdrgica minimamente invasiva, que possibilita
o emprego de técnicas cirdrgicas mais rapidas e que causam menos riscos ao paciente
(LANGER; VACANTI, 1999).

Assim, a engenharia de tecidos é uma ferramenta que possibilita por meio da
criagdo de um nicho biolégico adequado a construcdo e regeneracdo de quaisquer
tecidos e 6rgaos (BONFIELD, 2006; BREYNER; HELL; CARVALHO, 2010). Para isso,
sdo utilizadas vias de enxertos autégenos ou aldgenos, com e sem a utilizacdo de
células. Por exemplo, biomatrizes como quitosana, coldgeno e poliidroxibutirato, quesao
biodegradaveis, biocompativeis e atdxicos, podem atuar na liberacdo controlada de
drogas, transfeccao génica e regeneracéao de tecidos.

Segundo a Conferéncia do Instituto Nacional de Desenvolvimento de Consenso
em Saude em 1982, os biomatrizes sdo compostos organicos benéficos, ou a
combinacao deles, que possam ser usadas por um periodo de tempo, completa ou
parcialmente como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido,
orgao ou funcéo do corpo humano (STRAUER; MUHAMMAD; SCHANNWELL, 2010). O
grande desafio € entender que a ciéncia dos biomatrizes é multidisciplinar e a sua
aplicacdo necessita de adequacdes de processamento, esterilizacdo e modificacbes
estruturais que favorecam a interacdo com o tecido de interesse. Ha diversos modelos

de fabricacédo de biomatrizes.
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Estes modelos seguem representacdes geométricas que devem estar em
concordancia com o tipo de tecido ou 6rgdo de interesse. Para satisfazer a diversidade
de tecidos e 6rgaos, as biomatrizes podem ser fabricados na forma de matrizes porosas,
finas camadas sobrepostas, esferas e na forma de fios alongados (CHAN; SO; 2005).

O tipo da biomatriz também direciona o tipo de linhagem celular que ele pode
armazenar e estimular a proliferacéo ou a diferenciacao a partir de células tronco (CHAN;
KING, 2009). Dessa forma, a bioengenharia e a terapia celular atuam de maneira
conjunta para a medicina regenerativa, favorecendo e melhorando as condigbes
biolégicas para acelerar o reparo e a regeneracao tecidual e, assim, manter naturalmente
a homeostase tecidual. Essa condicdo € mantida porque séo fornecidos os elementos
celulares requeridos, os fatores de proliferagcdo e diferenciacdo celular e estruturas
supramoleculares que garantem a organizacdo estereoquimica funcional dos tecidos
gerados e a sua integracao sistémica (CHEN et al., 2006).

As principais propriedades fisico-quimicas e bioldgicas sao elencadas na Tabela

1 abaixo:



20

Tabela 01. Principais propriedades fisico-quimicas e bioldgicas das biomatrizes.

Requisitos Bioldgicos

Requisitos Mecanicos

- Biocompatibilidade.  Materiais ou

biomatrizes que permitam adesdao,

proliferacéo e diferenciagéo;

- Resisténcia e durabilidade suficientes
para suportar o estresse mecanico dentro

do tecido do paciente.

- Biodegradabilidade. Materiais ou
biomatrizes devem degradar e formar
bioprodutos (metabdlitos) nao toxicos.
Também devem apresentar taxa de
degradacédo controlada para acompanhar

a regeneracao tecidual.

- Facilidade na esterilizacdo. Suportar

altas temperaturas ou imersdao em
agentes de esterilizagdo, mantendo-se

integro em qualquer procedimento.

- Porosidade, interconectividade e
microestruturas adequadas para permitir o
influxo celular, adesdo e formacdo de

NOVOS vasos sanguineos (angiogénese).

- Superficie e padrdes adequados para
suportar e garantir a ligacdo mecanica

entre a biomatriz e o tecido do paciente.

1.2 Células Tronco Mesenquimais (CTM) — significancia

As células-tronco adultas apontam como uma alternativa para a terapia celular,

uma vez que se constatou que as mesmas apresentam certo grau de plasticidade, com

capacidade de auto-renovagao e diferenciagéo em progenitoras especializadas (BAKSH,;

SONG; TUAN, 2004; CHIONO et al., 2008). As células-tronco mais estudadas na

atualidade sdo as derivadas da medula 6ssea (MO), que se dividem em dois tipos

celulares principais: as células-tronco hematopoiéticas (CTH) (do inglés, HSC -

hematopoietic stem cells), que originam as células sanguineas, e as células-tronco
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mesenquimais (CTM) (do inglés, MSC — mesenchymal stem cells), que estdo no estroma
medular envolvendo as células hematopoiéticas e tém potencial de diferenciacdo em
multiplos tecidos (NARDI; MEIRELLES, 2006; ASTORI, 2007).

CTM séo células mesodérmicas primordiais presentes em todos os tecidos e séo
capazes de se diferenciar in vitro e in vivo em diferentes tipos celulares. Seu potencial
terapéutico é principalmente explicado pela producdo de moléculas bioativas, que
fornecem um microambiente regenerativo em tecidos lesionados (MARX et al., 2014).

Além disso, as CTM tém potencial para a diferenciacdo in vivo e in vitro em
cardiomidcitos, osteoblastos, adipdcitos, condrécitos (in vitro) (PLANAT BERNARD et.
al., 2003; DOMINICI, et al., 2007). Porém, apresentam-se em baixa frequéncia na MO
humana mas tém caracteristicas positivas para o cultivo celular como rapida aderéncia
a placa de cultura e intensa proliferacéo in vitro (PLANAT BERNARD et al., 2004).

As CTM também tém as vantagens de autorenovacao, carater imunomodulatorio,
multipotencialidade, facilidade de isolamento, purificagdo e criopreservagdo (PLANAT
BERNARD et. al., 2004). Segundo as recomendac¢des da Sociedade Internacional de
Terapia Celular, para que as mesmas possam ser utilizadas em estudos, devem
apresentar as caracteristicas minimas como células aderentes e proliferativas,
diferenciarem-se em pelo menos trés linhagens celulares (adipécitos, condrécitos e
ostedcitos) e apresentar o painel mesenquimal com os marcadores de superficie celular
tipicos, além de apresentar estabilidade citogenética. Alguns estudos mostram também
gue ha uma associacdo importante entre as CTM e a rede vascular (NARDI;

MEIRELLES, 2006). Estas células representam uma populacdo heterogénea de células
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como as endoteliais microvasculares, os pericitos e os fibroblastos (BAKSH; SONG;
TUAN, 2004).

Em condi¢cdes de cultura, as células tronco adiposas crescem facilmente em
monocamadas, mantém a multipotencialidade normalmente até a 10a passagem e
apresentam  morfologia fibroblastéide (alongada) (ORMEROD, 2000). A
imunofenotipagem da CTM mostra marcagao positiva para os anticorpos CD 9, CD 10,
CD 13, CD 29, CD 44, CD 49, CD 54, CD 55, CD 59, CD 73, CD 90, CD 105, CD 106,
CD 144, CD 146, CD 166 e HLA-1 e negativa para CD 11b, CD 14, CD 19, CD 31, CD
34, CD 45, CD 79 alfa, CD 80, CD 117, CD 133, CD 144, HLA-DR e Stro-1 (CAPLAN;
BUDER, 2001; ALICE, 2002; NARDI; MEIRELLES, 2006).

As CTM secretam uma cascata de citocinas e fatores de crescimento com
atividades paracrinas, autocrinas e enddcrinas, tais como fator estimulante de colbnias
de macréfagos (M-CSF), fator estimulador de colénias de granuldcitos-macréfagos (GM-
CSF), proteina inflamatéria de macréfagos (MIP-1a / CCL3). (ZUK; ZHU; ASHJIAN,
2002). Estes fatores quando conjugados podem produzir uma série de respostas do
sistema imune local, estimulando a angiogénese e induzindo a proliferacdo e
diferenciacdo de células tronco mesenquimais no tecido desejado. Além disso, as CTM
induz a expresséao das proteinas de juncdo e aumentam a integridade microvascular e a
producéo de 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos (ZUK; ZHU; ASHJIAN, 2002).

Também secretam uma série de citocinas e fatores de crescimento com atividades
paracrinas e autoécrinas, tais como II-6, II-7, 1I-8, 1-11, 1I-12, 1I-14, II-15, fator estimulador

de colbnias macrofagicas (M-CSF), ligante de Flt-3 e Fator de Células Tronco (SCF),
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fator inibidor de leucemia (LIF), fator estimulador de colénias granulociticas (G-CSF) e
fator estimulador de colénias granulocitica-macrofagicas (GM-CSF) (MARX et al., 2014).

Na medicina regenerativa, as CTM derivadas do tecido adiposo sdo uma area de
pesquisa de crescimento constante e rapido. O isolamento das células do tecido adiposo
implica no corte do tecido em pequenos fragmentos, que sdo submetidos a digestédo
enzimética, seguido de centrifugacdo. O pellet formado frequentemente denominado
fracdo estromal vascular (FEV), é uma mistura heterogénea de células, incluindo
fibroblastos, pericitos, células endoteliais, células sanguineas e células tronco derivadas
do tecido adiposo (MARX et al., 2014).

Além disso, a populacéo de CTM isoladas do tecido adiposo tem recebido atencdo
especial, devido a facilidade de coleta, abundéancia e potencial regenerativo. Os critérios
minimos para definir estas células, tanto a fracdo vascular estromal fresca, quanto as
CTs de tecido adiposo cultivadas, foram propostos pela Federacao Internacional de
Terapia Adipogénica e pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (MARX et al.,

2014).

1.3 Estabilidade cromossfmica

Para o emprego de células tronco mesenquimais (CTM) em terapia celular é
necessario conhecer a seguranca no nivel génico e cromossoémico, com o cultivo in vitro
extenso, que aumenta a probabilidade de transformacé&o celular e instabilidade genética
(BOCHKOV, 2007; NIKITINA et al., 2011; ROSS et al, 2011). A estabilidade
cromossémica em linhagens celulares consiste na manutencao do cariétipo normal apés

sucessivas passagens (KERMANI; FATHI; MOWLA, 2008). A identificacdo de
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anormalidades cromossO6micas em células-tronco com potencial emprego terapéutico é
importante, uma vez que, in vivo, mudancas cromossdmicas numericas ou estruturais
podem resultar em carcinogénese (BITTMANN et al., 2001; MEZA-ZEPEDA et al., 2008;
ROSS et al., 2011).

Portanto, os métodos de cultivo e propagacgéo das células devem ser avaliados,
entre outros, por meio de técnicas citogenéticas para que sejam otimizados para cada
linhagem, de modo a eliminar a possibilidade de utilizacdo de células com altera¢cbes
cromossbmicas (BOCHKOV et al., 2008; BUYANOVSKAYA et al., 2009). O controle da
estabilidade genética de culturas de células expandidas antes do transplante é
determinante na terapia celular, para se evitar o aparecimento de tumores causados por
possiveis rearranjos genéticos. Um estudo desenvolvido por Ugarte (2003) apresentou
citogeneticamente culturas de CTM derivadas da MO apds a expansao in vitro por trés
e 25 passagens, e mostrou que as células continuavam com cariétipo diploide normal.

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de se estabelecer métodos que
possibilitem mensurar a seguranca do uso de CTM em terapias, mesmo que estas
células ndo sejam submetidas a expansao in vitro. Assim, varios testes empregados
originariamente a outros tipos celulares ou finalidades especificas podem ser aplicados,
como o teste de Papanicolau, a avaliagdo citogenética (convencional com anélise do
cariétipo e molecular), a caracterizacdo imunofenotipica, de diferenciacdo e do potencial

tumorigénico in vivo.
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1.3.1 Citogenética

As alteracdes cromossdmicas especificas resultam em dezenas de sindromes
identificaveis na analise do cari6tipo. Elas também s&o responsaveis por uma grande
proporcao de perdas reprodutivas, malformacdes congénitas e e deficiéncia intelectual,
desempenham um importante papel na patogénese de doencas neoplasicas, como nas
hematoldgicas malignas, e, nestes casos, 0s estudos dos distarbios cromossdémicos sao
importantes para auxiliar no diagndéstico, progndstico, conduta terapéutica e monitoracéo
de tratamento (IRIODA et al. 2011).

O funcionamento normal do material genético depende da sua estabilidade
(SUMNER et al., 2003). O cariotipo pode sofrer modificacBes espontaneas ou causadas
por agentes ambientais. Tais alteracdes podem ser numéricas ou estruturais. As
alterac6es no numero de cromossomos podem ser do tipo euploidia ou aneuploidia. Na
primeira forma, ocorre um aumento ou uma diminuicdo do conjunto hapléide em uma
célula, que em situacao normal é dipléide. J& no segundo tipo, ocorre um aumento ou
uma diminuicdo de um ou mais cromossomos dos pares, resultando, por exemplo, em
monossomias ou trissomias (IRIODA et al. 2011).

As alteracOes estruturais modificam a morfologia normal de um ou mais
cromossomos. Tais anomalias podem afetar cromossomos inteiros ou segmentos.
Assim, ocorre uma desorganizacado que pode ser observada ao microscépio optico, que
pode ser caracterizada como delecéo ou deficiéncia duplicacéo translocacao, insercao

e inversdo (SUMNER et al., 2003; ISCN, 2016).
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1.4 Teste do Papanicolaou

Descrito por George Papanicolaou na década de 1920, o teste batizado com seu
nome consiste de um método de coloracao desenvolvido originalmente para a avaliagdo
de células obtidas da cérvice uterina. Por este teste € possivel a identificacdo de
alteracdes citoplasmaticas e/ou nucleares tipicas de células neoplasicas (SMITH et al.,
2003; MUNTEAN, 2009).

Neste teste a analise das células é realizada a partir do preparo de um esfregaco,
no qual as células séo dispostas em uma fina camada sobre uma lamina de vidro e entéo
fixadas. ApoOs a fixacdo, € realizada sua coloracdo, pela combinacdo de um corante
nuclear, a hematoxilina, e uma mistura de dois corantes citoplasmaticos, orange G e EA-
51 (NAIB, 1990; MUNTEAN, 2009).

Esta combinacdo de corantes possibilita revelar aspectos celulares fundamentais
para a identificagdo de células neoplasicas. Estes aspectos incluem caracteristicas
nucleares como pigmentacdo, posi¢cdo, volume e morfologia; caracteristicas de
membrana nuclear, como regularidade e integridade, além da organiza¢cédo da cromatina.
Quanto ao citoplasma, avalia-se a presenca, proporcéo e volume de vacuolos e granulos,
a formacéao de sincicio, além da ocorréncia de queratinizacdo. Alterac6es nos padrbes
destes parametros sugerem a existéncia de anormalidades (NANDA et al., 2000; APGAR
et al., 2003).

A aplicacéo deste teste em cultivos de células tronco mesenquimais adiposas
(CTMA) foi proposta recentemente por Irioda et al. (2011), que documentaram a
identificagdo de alteragcbes morfologicas em cultivos de CTMA humanas, similares

aquelas identificadas em células tumorais e pré-tumorais de exames da ceérvice uterina.
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1.5 Caracterizacdo molecular das CTMA

Devido a auséncia atual de marcadores para o isolamento e caracterizacdo das
CTMA, sua caracterizacdo se baseia nas propriedades fisicas, fenotipicas e funcionais
(FRIEDENSTEIN, 1976; NARDI; MEIRELLES, 2006). Entretanto, a variabilidade de
protocolos empregados para estabelecer culturas de CTMA, assim como a diversidade
das fontes iniciais, como a medula 6ssea (MO), tecido adiposo, segmento de cordéo
umbilical e sangue periférico, demandam o desenvolvimento de estudos mais
aprofundados de caracterizacdo molecular das preparacdes celulares. A analise da
expressdo génica e proteica das CTMA permite a caracterizacdo molecular das
preparacoes celulares (CAPLAN; BUDER, 2001).

Na tentativa de definir o perfil de expresséo génica das CTMA, diversos estudos
de analise em larga escala tém focado na sua diferenciacdo in vitro, na comparacao
direta entre diferentes preparacdes de CTMA, na expressao de RNAmM e na comparacéao
entre CTMA isoladas de diferentes fontes (PLANAT BERNARD et al., 2004; NARDI;
MEIRELLES, 2006).

As propriedades biologicas unicas codificadas no genoma das CTMA podem ser
analisadas em nivel de transcriptoma. O fendtipo e funcéo celular sdo determinados
pelas proteinas e enzimas traduzidas. Assim, a andlise protedbmica tem permitido a
identificagdo de proteinas essenciais para o papel das CTMA no microambiente

hematopoético da MO e na modulacéo das respostas imunes.
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1.6Biomatrizes poliméricas — quitosana, colageno e genipina

A quitosana como apresentado na imagem de microscopia eletrénica de varredura
(Figura 1A) é um copolimero de cadeia linear obtido da quitina constituido por unidades
de 2-amino- 2-desoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose unidas por ligacdes
B(1—4), em que o grau médio de desacetilacdo, que representa a percentagem de
grupos NHz livres, é maior que 60,0 % (ALSARRA et al., 2009). Ao contrario da quitina,
a quitosana apos agitacao prolongada torna-se soltvel em acidos organicos diluidos, tais
como acido acético, acido férmico, acido lactico, assim como em acidos inorganicos
como acido cloridrico. No entanto, sua solubilidade esta relacionada com a quantidade
de grupos protonados (NHs +) na cadeia polimérica. A quitosana € uma base fraca com
valor de pKa do residuo de D-glicosamina de cerca de 6,2 — 6,5, tornando-se insoluvel
em pH neutro e alcalino (BEPPU; ARRUDA; SANTANA, 1999; BERGER et al., 2004).

Figura 1 — Imagens de microscopia eletronica de varredura das matrizes A (quitosana)
e B (quitosana-colageno) e de células tronco mesenquimais adiposas, C e D.

‘r -
7 N .

(ZOTARELLI FILHO et al., 2013).
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Além disso, quitosanas de baixa massa molar com graus de desacetilacdo
maiores que 0,4 sdo facilmente sollveis em solventes acidos (ALSARRA et al., 2009). O
comportamento fisico-quimico da quitosana em solugbes aquosas € altamente
dependente do pH e do grau de desacetilacdo e tem sido alvo de um grande nimero de
estudos (ALSARRA et al., 2009).

Assim, o grau de desacetilacdo (GD) € um critério importante na atividade da
guitosana no processo de regeneracao tecidual. Isso foi analisado com o crescimento in
vitro de culturas de fibroblastos e queratinécitos humanos tratadas com solucdes de
guitosana com diferentes graus de desacetilacdo (CHAN; KING, 2009). Resultado similar
foi obtido por Alsarra et al. (2009) empregando géis contendo quitosana com diferentes
massas moleculares e graus de desacetilacio em modelos experimentais de
gueimaduras em ratos.

Assim, por causa de suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, o colageno
pode ser processado em diferentes formas geométricas sem perder as suas
propriedades intrinsecas (PANOPOULOS; YANES; RUIZ, 2012). Pode sofrer alteragdes
quimicas por reticulagédo e hidrélise para utilizagdo como matrizes tanto na sua forma
pura, como em géis de colageno, ou ainda na forma de blendas com quitosana e outros
biopolimeros. Além disso, o colageno tem destaque como um biopolimero importante na
engenharia de tecidos e esta presente em diversos produtos comerciais usados na area

de dermatologia e estética (BET; GOISSIS; PLEPIS, 1997).
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A mistura dos dois biopolimeros (Figura 1,B) concilia a biocompatibilidade do
coldgeno com as forcas de adesdo da quitosana (DOMARD; TARAVEL, 1995). O
coldgeno é bioaderente pelos sitios especificos arginina-glicina-aspartato (RGD)
(ZOTARELLI et al., 2013).

O grupo RGD promove adesao celular por meio da ligagdo aos receptores de
integrina, promovendo, assim, o crescimento e diferenciagdo celular (GOISSIS et.al.
2009). Entretanto, o colageno apresenta rapida biodegradacdo e baixa resisténcia
mecanica in vitro e in vivo, fazendo necessidade de fazer cross-linking (intercruzamento)
e adicionar outros biopolimeros como a quitosana as matrizes de colageno, a fim do
ganho de resiliéncia, resisténcia e forcas mecéanicas (HORN; MARTINS, 2009;
ZOTARELLI et al., 2013).

O colageno tipo | tem destaque em sua utilizacdo na medicina regenerativa por
sustentar a maioria dos tecidos e também por ancorar proteinas e células na sua matriz
extracelular. Estudos reportam que a unidade fisica do colageno tipo | designada como
“‘periodo D” esta envolvido com o controle de atividades biolégicas que mantém o nicho
biolégico nos tecidos. A sequéncia de residuos de aminoacidos Arg-Gly-Asp no colageno
tipo | é das mais importantes para a adesdo celular e a ancoragem de moléculas
funcionais presentes na matriz extracelular, além de possuir outras sequéncias de
aminoacidos que também sao responsaveis pela adeséo celular (GOISSIS et.al., 2009).

A genipina é um composto organico hidrofilico que teve a sua estrutura descoberta
em 1960 e é extraida do geniposidio (fruta do género Gardénia) (JIN; SONG;
HOURSTON, 2004). O género Gardénia contem 250 espécies de plantas da familia do

café, Rubiaceae, nativa das regifes tropicais e subtropicais da Africa, sul da Asia,
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Australia e Oceania (JIN; SONG; HOURSTON, 2004). A fruta Gardenia jasminoides Ellis
apresenta tradicdes medicinais na cultura chinesa e funciona para tratar irritabilidade,
doencas febris, ictericia, conjuntivites agudas, hematemese e Ulceras da pele (CHIONO
et al., 2008).

Apesar de n&o ter a sua biocompatibilidade testada em seres humanos,
demonstrou-se que a genipina ndo é citotoxica “in vitro” e que é biocompativel em ratos.
Sung et al. (1999) verificaram que a genipina era 10.000 vezes menos citotdxica que o
glutaraldeido, o que justifica seu uso como agente intercruzante em biomatrizes sem

causar problemas inflamatérios crénicos.

1.7 Inovacédo Tecnoldgica para cultivo celular - Petakas

Com a evolugdo da cultura de células, surgiram empresas, com 0 objetivo de
desenvolver instrumentos de melhor qualidade para o crescimento celular in vitro. Por
exemplo, a Celartia® (Columbus, OH, EUA) desenvolveu as Petakas com garantia de
seguranca, manejo facilitado, custos mais baixos e minimizacdo do impacto ambiental
das culturas de células (Figura 2). A Petaka é um dispositivo destinado para o cultivo de
células aderentes e ndo aderentes (CELARTIA®, 2018. Acesso Disponivel em:

https://www.celartia.com/petaka-documents).
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Figura 2 — llustracdo da distribuicao fisica das Petakas e suas principais funcées como
diminuicdo da desidratacdo do meio de cultivo celular, controle da entrada e saida de Oz

e COz e o controle de pH.
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A Petaka foi concebida para eliminar todo o ar no interior da camara de cultura, o
qgue permite a ligacdo e crescimento de células aderentes em todas as superficies do
interior do dispositivo. Foi especialmente projetada para cultivar células em um ambiente
isolado, altamente protegido de condigbes ambientais externas, permitindo a protecao
de incubacdo de células com ou sem CO:2 e independente da umidade relativa do
ambiente. Um projeto estrutural estabelece uma taxa de troca gasosa no interior das
Petakas, o que proporciona um ambiente de crescimento adequado para a maioria das
células incubadas em atmosfera normal (0,2 % CO2).

Além disso, esta estrutura reduz a taxa de desidratacdo do meio de cultivo,
permitindo que esses dispositivos possam ficar armazenados por semanas. A camara
de cultura de células nas Petakas tem 150,0 cm? de area de superficie disponivel para o
crescimento interno das células, com capacidade de 20,0 mL (x 1,0 %) por unidade. A
razdo de area média/superficie optimizada (0,133 mL cm™) facilita o crescimento de
células sem substituicdo do material, dependendo do metabolismo celular e
caracteristicas de tempo de duplicacdo (CELARTIA®, 2018. Acesso Disponivel em:

https://www.celartia.com/petaka-documents).

Isso permite a otimizacdo dos recursos e aditivos especiais, como fatores de
crescimento. Além disso, a Petaka fornece caracteristica Gnica de células aderentes em
crescimento nas paredes verticais e na superficie do teto, o que permite uma separacao
continua do crescimento das células e detritos insoluveis (Figura 2).

O crescimento de células ndo aderentes convencional também é adequado para
este dispositivo. A estrutura da Petaka também é projetada para minimizar a taxa de

desidratacédo. Isto permite a eliminacao do recipiente de agua da incubadora, o que pode


https://www.celartia.com/petaka-documents

34

ser fixo de HR =5 % - 30 % (meio normal), sem colocar em perigo a cultura de células.
Ela também reduz o risco de contaminagdo cruzada na incubadora e pode ser
armazenada a temperatura ambiente ou sob refrigeracdo (4,0 °C) sem desidratacéo
perigosa por varios meses. Este recurso também possibilita a introducédo de instrumentos
e aparelhos eletrdnicos e 6pticos em incubadoras.

A ventilagdo especial permite a injecdo e retirada de meio de cultura, sem
compressdo e descompresséo de forcas fortes dentro da camara de cultura de células.
A ventilacdo € um acesso de ar para dentro e para fora com um fluxo de ar de cerca de
1,0 segundo por 1,0 mL a pressao de injecédo. Isso facilita as opera¢cfes de manuseio de
semeadura de células, a recuperacao das células e a troca de meio. O ar € estéril, uma
vez que esta protegida com um filtro de tamanho de poro de 0,22 micrdmetros. Isto evita
a contaminacao da cultura de células, tanto o ar de entrada e a pressao de ar de saida

(CELARTIA®, 2018. Acesso Disponivel em: https://www.celartia.com/petaka-

documents).

O meio € inserido e removido da Petaka através de uma porta (abertura) de um
hall de entrada. O atrio é ligado a um canal de 120,0 mL de tampé&o (meios de canal) que
termina na camara de cultura. Este canal, com apenas 1,0 mm? de difusdo com a camera
principal, permite aditivos incorporados a demora na entrega do meio que €
gradualmente misturado na camara de cultura. A Petaka, entédo, tem integrada na sua
estrutura um sistema de captacdo que se interpde entre a camara de cultura de células

de microfluidos e o filtro de ar.
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Este sistema de captacéo evita derrames em qualquer posicdo ou movimento
pelos usuarios (tremendo, batendo e transportando), favorecendo o transporte fécil,
confortavel e  seguro  (CELARTIA®, 2018. Acesso Disponivel em:

https://www.celartia.com/petaka-documents).

1.8Criopreservacao e preservacao celular

Em determinadas situacdes, como no transplante alogénico, as células tronco
mesenquimais (CTM) podem ser infundidas frescas (ABBOTT, 2012). No transplante
autélogo a criopreservacdo dessas células é necessaria para posterior utilizacdo. O
conhecimento dos mecanismos fisico-quimicos que ocorrem durante o congelamento &
de suma importancia para manter a estrutura e a integridade funcional das células e
tecidos congelados. O processo de criopreservacdo é conhecido ha varias décadas e
tem como objetivo cessar reversivelmente as funcdes biolégicas dos tecidos vivos em
temperatura abaixo de -196 °C. E importante que ndo se formem cristais de gelo
intracelular. A contracao das células durante o congelamento lento é resultante da saida
de agua intracelular, evitando lesdes celulares (ABBOTT, 2012).

A presenca de dimetilssulféxido e de glicerol é eficaz contra as lesfes celulares
causadas pelo congelamento, reduzindo a formacédo de cristais de gelo intracelular e
reduzindo a osmolaridade das membranas celulares (PANOPOULOS; YANES; RUIZ,
2012). Por meio da criopreservagdo das células tronco, pode-se atingir um tratamento
fino dessas células para a terapia celular, uma vez que se pode armazenar essas células
por tempo indeterminado. No entanto, € preciso investigar ao longo do tempo se o

processo de congelamento causa instabilidade genética e se provoca perda da
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capacidade de diferenciacdo celular. Poucos estudos tem sido realizados para
caracterizar o efeito do procedimento de congelamento das células no desenvolvimento
subsequente de células adultas (MAC ISAAC et al., 2012).

Fatores como o crioprotetor e a velocidade de congelagdo sdo os de maior
impacto sobre as células ap6s a descongelacdo. O tempo que as CTM podem ser
estocadas, sem prejuizos para a viabilidade celular € desconhecido. Porém, estudos
demonstram que a estocagem em nitrogénio liquido propicia um maior tempo de
estocagem sem afetar a qualidade das CTM, sendo importante ap6s congelamento fazer
viabilidade celular, imunofenotipagem e ensaios de estabilidade genética (MAC ISAAC

et al., 2012).

1.9 Relevancia e Justificativa

Com base no crescente aumento de doencas que sao refratarias as terapias
tradicionais, como terapia farmacolégica para insuficiéncia cardiaca congestiva, retinose
pigmentar, doenca pulmonar obstrutiva cronica e esclerose mdultipla, bem como de
necessidade de reposicao tecidual apés diversos procedimentos cirdrgicos, a como
mastectomias, faz-se necessario o avan¢co em pesquisa na area de terapia celular com
células tronco e engenharia de tecidos com biomatrizes com caracteristicas de
biodegradabilidade, biocompatibilidade e atoxicidade. Como estratégia na medicina
regenerativa, tem-se a utilizacdo de matrizes biocompativeis enriquecidas com células
tronco mesenquimais para o abrigo, transporte e bioestimulo tecidual, a fim de atender
as necessidades das atividades celulares em um microambiente especifico, com controle

da proliferacédo e diferenciacdo celular.
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Com base nestas consideracdes, o presente estudo reflete uma estratégia
laboratorial inédita para obtencdo de células tronco mesenquimais do tecido adiposo
cultivadas e conservadas em matriz que confira biocompatibilidade, ou seja, que sua
aplicacédo clinica ndo cause reacgfes adversas, toxicas ou carcinogénicas ao paciente. A
matriz testada, sob varios parametros biologicos, inclusive cromossdmicos, foi a de

guitosana-colageno-genipina.

2 Objetivo
2.10bjetivo geral

O objetivo do presente estudo foi analisar a biocompatibilidade de células tronco
mesenquimais adiposas humanas, oriundas de duas pacientes, com a biomatriz de
guitosana-colageno-genipina.

2.20bjetivos especificos:

2.2.1Investigar as propriedades fisico-quimicas da biomatriz de quitosana-colageno-
genipina em termos de biodegradabilidade, capacidade de intumescimento e grau
de reticulacdo, em diferentes concentragdes de genipina;

2.2.2 Analisar a viabilidade celular das CTMA cultivadas com e sem biomatriz de
quitosana-colageno-genipina, em diferentes concentracdes de genipina;

2.2.3 A patrtir dos resultados dos objetivos anteriores, estabelecer a matriz de quitosana-
colageno-genipina mais adequada para os demais ensaios de biocompatibilidade;

2.2.4 Analisar a frequéncia de quebras e falhas cromatidicas e cromossémicas, e/ou de
alteragdes cromossdmicas numeéricas em CTMA nas amostras biologicas das duas

pacientes sob diferentes condicdes de cultivo (apds 32 passagem e apos
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criopreservagcdo por 12 meses), na presenca e na auséncia de biomatriz de
quitosana-colageno-genipina;
2.2.5Investigar a capacidade de diferenciacao das CTMA em osteoblatos, condroblastos
e adipdcitos, apos serem cultivadas na biomatriz de quitosana-colageno-genipina.
2.2.6 Analisar a presenca de multinucleacdo e de polimorfismos nucleares das CTMA

apos o contato com a biomatriz.

3 Aprovacio em Comité de Etica

O presente projeto foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Beneficéncia Portuguesa de S&o José do Rio Preto/SP, sob numero do

processo de aprovacao 030427/2015 (Anexo A).

4 Infraestrutura e execucao do projeto

O projeto foi realizado por meio da utilizagdo da infraestrutura do IBILCE, Unesp,
campus de Séo José do Rio Preto, do Departamento de Fisica, no qual foram efetuados
ensaios para a fabricacdo da matriz de quitosana-colageno-genipina, bem como a
analise em microscopia eletrbnica de varredura. A preparacdo e cultivo das células
tronco mesenquimais foram realizados no Centro de Terapia Celular — Mitosis, localizado
no Hospital Beneficéncia Portuguesa de S&o José do Rio Preto/SP. Os estudos
citogenéticos foram realizados no Laboratério de Genética do Hospital de Base de Séo

José do Rio Preto/SP, sob a direcao da Profa. Dra Agnes Cristina Fett Conte.
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5 Representacdo esquematica do estudo

Quitosana Colageno

Genipina

Paciente 2

Paciente 1
« Cultivo até 3

passagem + Cultive até3? FSV 2
passagem e
CTMA 1
CTMA 2

) 12 e ) 12 nese

- Andlise de intumescimento das biomatrizes;

- Analise de degradacdo das biomatrizes;

- Andlise do grau de reticulacdo com genipina;

- Cultivo, proliferacao e aderéncia em Petakas;

- Cultivo, proliferacdo e aderéncia nas Biomatrizes;
- Analise citogenética (quebras e falhas cromossémicas ecromatidicas) - Ensaio do
papanicolau;

- Imunofenotipagem;

- Microscopia eletrénica e dptica;

- Viabilidade celular;

- Cineética de crescimento;

- Diferenciacéo celular;

- Analise estatistica.

*EFSV = fragdo estromal vascular. * CTMA = células tronco mesenquimais adiposas.




40

6 Materiais e métodos

Foram utilizados quitosana, colageno bovino tipo I, genipina, acido acético e
outros reagentes da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Para cultivo celular foram
utilizadas as Petakas (Celartia® - (1555 Picardae Court Powell, OH, 43065, Ohio State,
USA), omeio de cultivo Alpha MEM, soro fetal bovino (SFB), antibi6ticos, colcemid,
Giemsa e Kit de diferenciagdo celular da Gibco Life Technologies (Van Allen Way,
Carlsbad, CA, 92008, USA). O Espectrofotometro de Microplacas utilizado foi da

BioTek® Instruments, USA.

6.1 Obtencédo e selegcdo de células tronco mesenquimais adiposas (CTMA)

Foram estudadas células tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTMA) de duas
mulheres jovens, com 29 e com 30 anos de idade, que foram nominadas,
respectivamente, paciente 1 e paciente 2. Ambas eram nao tabagistas, sem historia de
doencas crbnicas de qualquer natureza, incluindo metabdlicas, hematolégicas,
autoimunes, cardiacas ou psiquiatricas, negaram dependéncia quimica e tratamentos
quimio e radioterapico prévios, O material biolégico de ambas, apds consentimento, foi
obtido de parte do material retirado por lipoaspiragéo eletiva, procedimento previamente
agendado e sob responsabilidade do cirurgido plastico Luiz Fernando Frascino de Sao
José do Rio Preto. As amostras de tecido adiposo das duas pacientes (trés amostras de

2,0 mL por paciente) foram obtidas da regido do abdémen.
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A técnica para extracao de tecido adiposo (Figura 3) utilizou lipoaspiragcdo manual
com canula de 2,5mm. De acordo com o protocolo de Zuk et al. (2002), o tecido adiposo
foi tratado com colagenase tipo 1V de Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich), durante
duas horas, para extracdo da fracdo estromal vascular (Figura 4). Em seguida, a
suspensao foi levada ao sistema Sepax para a obtencéo e lavagem do precipitado celular
(pellet) que depois foi ressuspenso em meio de cultura até concentracdo em torno de 2,5
x 10° células mL?, para cultivo em matrizes de quitosana-colageno-genipina, em

Petakas, e posterior criopreservagao por um ano.

Figura 3. Imagem do lipoaspirado humano que foi utilizado no presente estudo.

(Fonte: autor, 2017)
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Figura 04. Imagens da extracao da fragéo estromal vascular do lipoaspirado.

(Fonte: autor, 2017)

6.2 Extracdo da frag&o estromal vascular (FEV) do tecido adiposo

De acordo com Coleman et al. (2006), as amostras de tecido adiposo foram
extraidas pelo método de lipoaspiracdo manual (com Céanula de 2,5 mm de diametro) e
levadas ao laboratério para procedimentos de extracdo de CTMA. As amostras de tecido
gorduroso foram homogeneizadas e um volume inicial de 20,0 mL sera dividido em
amostras de 2,0 mL. Subsequentemente, a esses volumes foram adicionados 6,0 mL de
colagenase tipo IV (Clostridium hystoliticum — Sigma Aldrich), numa proporcéao de 1:3
(gordura: colagenase), e a mistura foi levada para uma incubadora a 37,0 °C, a 5,0 % de

COg, por 1 hora e meia. Ap6s este tempo, a mistura foi centrifugada a 800 xg durante 10
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minutos a 23,0 °C e, entdo, o sedimento foi ressuspenso em 10,0 mL de meio de cultura,

e 1,0 mL foi utilizado para os ensaios (ZOTARELLI FILHO et al., 2013).

6.3 Viabilidade das CTMA por azul de trypan

De acordo com Nardi e Meirelles (2006), 10,0 uL de solucédo celular foram
colocadas na camara de Neubauer para quantificacdo de células vivas e mortas, com
réplicas de n = 3,0. A camara de Neubauer (Figura 05) tem sua faixa central em posicao
milimetricamente determinada abaixo das laterais, de modo que a colocacdo de uma
laminula, bem aderida as bordas da depressao, origina uma camara com volume bem
determinado. Apds colocar uma amostra da suspensao de células nessa camara, de
modo que ela seja toda preenchida, mas sem que haja extravasamento, as células
viaveis (ndo coradas) sdo contadas ao microscopio. A camara possui quatro quadrantes
(Q1, Q2, Q3 e Q4) com area de 0,1mm2 cada. Ao integrar uma laminula de vidro a
Camara de Neubauer, obtém-se altura de 0,1mm. A capacidade de volume € entéo, de
0,2mm x 0,1mm? = 0,21mm3.

Apods determinar o n (total de células nos quatro quadrados), as equacdes 1 e 2 abaixo

indicam a concentracdo de células na suspensao (numero de células por mL):

* para uma mistura de células:azul tripan de 1:1, o fator de diluicdo (FD) sera = 2, para

uma mistura 1:2, o fator de diluicdo sera = 3, etc.
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Figura 05 - A, camara de Neubauer; B, aspecto da area de contagem de células ao

[{el)

microscopio; C, “quadrado” que representa o “n” a ser usado na férmula.

> 01020304
4

Nimero de células/mL = * FD%1x10* /mL

(Equacéo 01)

(Fonte: SOUZA, 2013)

- calculo da viabilidade celular:
VC (%) = numero de células vivas / numero de células totais (vivas + mortas)

(Equacéo 02)
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6.4 Cultivo das CTMA nas Petakas

De acordo com metodologia da Celartia® (2018) modificada, as CTMA foram
cultivadas em Petakas na quantidade aproximada de 2,5 x 10° células por mL, que foram
submetidas até a décima passagem, em meio alfa-MEM com 10,0 % de soro fetal bovino
e antibidticos. As células foram infundidas nas Petakas por meio de uma membrana
impermeével e estéril. Apés a infusdo, o conjunto (células e Petaka) foi mantido na
horizontal de um lado por 1,0 hora e, logo depois, foi virado do outro lado e mantido por
no minimo 12 horas. Apds esse tempo, o conjunto foi colocado na vertical para o cultivo

celular.

6.5 Criopreservacao

De acordo com Nardi e Meirelles (2006), as células foram congeladas em meio de
cultura RPMI 1640 contendo 10,0 % de SFB (Gibco) e 10,0 % de DMSO (Grupo Vida).
As células foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio RPMI e transferidas para um
tubo falcon (£ 5,0 mL), foram centrifugadas a 900 xg por 5,0 minutos, o sobrenadante foi
removido e o “pellet” ressuspenso com a solugdo de congelamento escolhida. A
quantidade depende do “pellet” ou nimero de células (concentragdo aproximada 10° a
107 células mL™. Colocou-se 1,0 mL da solucédo preparada em um tubo de congelamento
com tampa rosqueavel, gue permaneceu por cerca de uma hora no freezer a -20,0 °C,
cerca de 24h no freezer —80,0 °C e foi transferida para tanque com nitrogénio liquido (z
- 196,0 °C), onde permaneceu por um ano. E depois disso, fez-se os procedimentos de
passagens nas Petakas, crescimento das células nas matrizes e ensaios de estabilidade

genética.
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6.6 Descongelamento celular

Os criotubos com as células criopreservadas foram retirados do reservatorio de
nitrogénio liquido, onde estavam armazenados, e descongelados em banho termostéatico
a 37,0 °C. Apds, as células foram suspensas em meio Alfa-MEM suplementado com 10,0
% de SFB, e centrifugadas a 400 xg por 10,0 min. O processo de descongelamento teve

a duracdo média de 3 minutos.

6.7 Cinética de crescimento das CTMA antes e ap0s criopreservacgao

Para obter o controle celular e curva padrdo, no 15° dia, plagueou-se 5 placas de
48 pocos, em triplicata, com densidades de 1x103, 2,5x103, 5x103, 7,5x103, 10x103. As
variadas concentracdes celulares foram suplementadas com meio alfa MEM a 1,0 % P/S
e 10,0 % de SFB, levadas a incubadora a 37,0 °C por 24hr.

O estudo da cinética de crescimento celular analisou o tempo de duplicacdo da
populacado (PDT) (equacédo 03) das CTMA, semelhante aos estudos relatados por Nardi;
Meirelles (2006) e Rodriguez et al. (2012). Para estudar a cinética do crescimento celular,
bem como o tempo de duplicacdo da populacdo (PDT), as culturas de células em petakas
comecaram a partir da concentracao inicial de 2,5 x 103. A quantificacédo de células vivas
por meio de azul de tripan foi realizada nos dias 2 a 20 para cada passo de expansao

celular.

1

PDT =
3.32 (log Nn- log Ni)/ (tz —t4)

(Equacéo 03)
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6.8 Cultivo das CTMA na biomatriz de quitosana-colageno-genipina

Para a cultura de CTM, de acordo com Nardi e Meirelles (2006), estas células
foram expandidas em meio de cultura alfa MEM, suplementado com 10,0 % de soro fetal
bovino em v/v, contendo 1,0 % v/v de ampicilina e estreptomicina. Depois de atingir cerca
de 85,0 % de confluéncia, as células foram revolvidas da superficie da placa com tripsina-
EDTA e, em seguida, as células foram contadas na camara de Neubauer, a fim de
conhecer o numero de células vivas a serem semeadas sobre as biomatrizes. Apés a
semeadura, as biomatrizes foram transferidas para uma incubadora a 37,0 °C com 5,0
% de dioxido de carbono, nos tempos de 24,0 h e 72,0 h para posterior analises. As
matrizes foram esterilizadas em solucdo de 70,0 % de etanol (durante a noite), na
presenca de luz ultravioleta (15,0 min). Depois de lavar as matrizes seis vezes com agua

estéril, cerca de 1,0 x 10° CTMA foram semeadas nas matrizes.

6.9 Preparo da biomatriz quitosana-colageno-genipina

Com base no método descrito por Baldwin e Kiick (2010), 0,25 mg de quitosana
previamente caracterizada (Mw = 115,00 kDa e grau de desacetilacdo de 85,25 %) foi
dissolvida em 10,00 mL de solucdo de acido acético a 2,50 % v/v durante 24 horas a
temperatura ambiente. De igual maneira dissolveu-se o colageno tipo I. A biomatriz de
quitosana-colageno foi preparada misturando as duas solu¢fes sob agitacdo durante 96
h. As solucdes foram transferidas para uma placa de 96 pocos, com volume de 170,0 pL,
na proporgao de 1:1 v/v. Por fim, a biomatriz foi intercruzada a 0,10, 0,25, 0,50, 0,75 e
1,00 % v/v de genipina. Seguidamente, a mistura foi congelada em azoto liquido (-196,0

°C) e depois liofilizada.
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6.10 Determinacéo do grau de intumescimento (GIl) das biomatrizes

As biomatrizes foram pesadas quando secas e intumescidas com meio de cultura
celular DMEM (pH = 7,4) para determinacdo do grau de intumescimento, com n = 60 e
os dados medidos foram estudados e analisados no programa estatistico Minitab 18. A
guantidade de amostra sanguinea enriquecida com meio alfa MEM absorvida foi

calculada pela equagéo 04:

Absorcao de ALFA MEM (%) = (mu — ms) / mu (x 100)

sendo : mu = massa Umida
mS = massa seca

(Equacéo 04)

6.11 Estudo da degradacao “in vitro” das biomatrizes com amostra sanguinea em
meio de cultivo ALFA MEM

Este estudo foi realizado visando uma comparac¢ao qualitativa da degradabilidade das
matrizes em funcdo do grau de intercruzamento. Para a determinacdo do indice de
degradacéo (ID) as amostras em triplicatas foram secas em estufa a (40£2 °C) e pesadas

apos a estabilizacdo do peso (M SI). Apés a pesagem as amostras foram colocadas em
recipientes com a solucédo de solucdo sanguinea em meio ALFA MEM, obedecendo a

-1
relacdo entre a area superficial e volume de solucdo = 0,1cm [39, 40]. As amostras
foram mantidas a (37+1 °C) em banho-maria. Em seguida, foram retiradas do recipiente

e secas em estufa a (402 °C), ap0s atingir a estabilizacdo do peso este foi registrado.
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O ID foi obtido conforme a equacéo 05, onde A € amassa seca inicial e M a massa

da amostra apds a secagem final.

Mg - Mg

ID x 100

M,

(Equacéo 05)

A avaliacao foi realizada para os tempos de: 0, 10, 30, 60, 90, 120, 180, 240 e 300

minutos, com n=10.

6.12 Microscopia de luz de contraste de fase das CTMA

As CTMA foram fotografadas na terceira passagem com 85,0 % de confluéncia e
também apos o tempo de 48h na terceira passagem onde se pode encontrar 0 maior

numero de células em fase mitética.

6.13 Microscopia eletrénica de varredura da biomatriz isolada e na presenca das
CTMA

As matrizes foram analisadas por microscopia eletronica de varredura (SEM) no
Laboratério de Microscopia e Microandlise (Ibilce — Unesp, Sao José do Rio Preto/SP),
a fim de se obter um panorama da adesé&o celular na matriz, por meio do revestimento
de ouro das matrizes e reproducdo de imagens no computador para obter imagens com
ampliacdes diferentes, utilizando uma série de ampliagdes: 300, 200, 100, 30, 20 e 10
vezes. Este procedimento permitiu analisar a adeséo e proliferacdo das células tronco

mesenquimais nas matrizes de quitosana-colageno-genipina.
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6.14 Grau de reticulagdo com genipina — espectrofotometria de absorcao

O grau de reticulacédo (ligagédo cruzada) com genipina entre quitosana e colageno
tipo | foi determinada pelo ensaio com ninidrina, e foi definida como a razao entre os
grupos amino consumidos nas biomatrizes de quitosana (Ch), colageno (Col), quitosana-
coldgeno (Ch/Col) e quitosana-colageno genipina (Ch/Col/Gen) com concentracfes
crescentes de genipina de 0,1 %, 0,25 %, 0,50 %, 0,75 % e 1,00 % v/v pela ligacdo
cruzada e o0s grupos aminos livres nas biomatrizes. Utilizou-se como padrdo o
aminoacido L-arginina em diferentes concentracdes (1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg mL™)
para construcdo da curva analitica (equacao analitica).

Foram realizadas 10 medicfes para cada grupo de biomatriz (n=10). A quantidade
de grupos aminos livres nas biomatrizes foi determinada pela absorbancia éptica da
solugcéo a 570 nm, com subtragéo do “branco” em um espectrofotémetro de Microplacas

(BioTek® Instruments, USA).

6.15 Andlise citogenética das CTMA

Apés a expansado celular na 32 passagem, ap6s 48 h de cultivo nas Petakas
(controle) e biomatrizes de quitosana-colageno-genipina, as células foram submetidas a
coloracéo usual com Giemsa, conforme protocolo rotineiramente utilizado no Laboratorio
de Genética do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto/SP. O estudo da estabilidade
cromossOmica foi realizado com base na presenca de quebras e falhas, cromatidicas e
cromossOmicas, e de alteragbes cromossdémicas numéricas. Os achados foram
interpretados e descritos de acordo com informacfes e padronizacdo contida no

International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2016). A andlise
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citogenética foi realizada em 480 células no total (240 de cada paciente), considerando-
se 60 células metafasicas de quatro amostras de cada participante. A cada paciente,
foram consideradas duas amostras com células metafasicas (60 células controle e 60
células na biomatriz). Assim, para cada amostra, de cada paciente, foram avaliadas 60
metafases de células cultivadas na biomatriz e 60 de células cultivadas nas Petakas.
ApoGs 12 meses de criopreservacao, também foram avaliadas 60 metafases cultivadas

nas biomatrizes e 60 cultivadas nas Petakas de cada paciente.

6.15.1 Protocolo de obtencédo dos cromossomos metafasicos por coloracdo usual

As células tronco mesenquimais adiposas em divisdo celular foram bloqueadas
na metafase por colcemide a 0,1yg mL?' (Gibco), destacadas da superficie de
crescimento com tripsina a 0,25% (Gibco) e subsequentemente hipotonizadas pela
exposicao a solucdo de KCl a 0,057M (Merck). As células foram fixadas em solucao 3:1
de metanol e &cido acético. A analise citogenética dos cromossomos metafasicos foi
realizada por coloracéo usual (SANCHEZ et al., 1973) e as imagens foram capturadas
no microscépio BX60 (Olympus), com o programa ImagePro Plus.

Os achados foram conferidos por uma citogeneticista e os resultados foram
caracterizados de acordo com as normas International System for Human Cytogenetic

Nomenclature (ISCN, 2016).
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6.16 Teste do Papanicolaou

Apos os cultivos atingirem confluéncia de = 85,0 %, o meio de cultivo foi removido
das Petakas e descartado, e os pocos foram lavados com PBS a 37,0 °C (3x). Apos, as
células nas Petakas foram coradas com hematoxilina de Harris, Orange G6 e EA36,
constantes do kit para citologia esfoliativa Conjunto Papanicolaou® (Newprov). Os
procedimentos foram repetidos para cada petaka, em temperatura ambiente.

Esta coloracao foi realizada por meio da remocao e descarte do PBS; incubacgé&o
com etanol a 80,0 %, 70,0 %, 50,0 % e &gua destilada, por 2,0 min cada. Apos remocao
e descarte da agua, adicionou-se 1,0 mL do corante hematoxilina de Harris, incubando-
se por 2,0 min. As Petakas foram lavadas vérias vezes (10x) com agua destilada. O
excedente de agua foi removido e procedeu-se a incubacdo com etanol a 50,0 %, 70,0
%, 80,0 % e 96,0 %, por 2,0 min cada.

ApGs o descarte do etanol a 96,0 %, adicionou-se 1,0 mL do corante Orange G6,
incubando-se por 2,0 min. Este corante foi descartado e adicionou-se 1,0 mL de etanol
a 96,0 %, incubando-se por 2,0 min (2x). Apés, adicionou-se 1,0 mL do corante EA36,
incubando-se por 2,0 min. As Petakas foram entdo incubadas trés vezes com etanol a
96,0 %, por 2,0 min cada.

Apbs isso, as Petakas foram submetidas a andlise por microscopia, realizada
inicialmente em microscépio invertido, com posterior captura de imagens realizada em
microscoépio Olympus BX51, acoplado a camera digital DP70 e software DP70-BSW.
Para cada amostra (cada paciente) foram capturadas imagens de, ao menos, dez
campos visuais com aumento de 200x, analizando-se 100 células apos 72h de cultivo

nas Petakas, 100 células nas biomatrizes, 100 células apés 12 meses de
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criopreservacdo das mesmas ceélulas nas Petakas e 100 células nas biomatrizes, com o

total de 800 células para as duas participantes do presente estudo.

6.17 Ensaio de Imunofenotipagem

Apo6s remocgédo das células das frascos de cultivo, realizada com o auxilio da
solucao de tripsina, essas foram suspensas em 1,0 mL de PBS suplementado com 3,0
% de albumina humana (Albumina Humana Grifols® 20,0 %, PBS/A). A suspensao
resultante foi submetida a determinacdo do nimero e proporcao de células ndo viaveis
pelo método de coloragdo com azul de Trypan, como descrito na se¢ao 6.3, seguida do
ajuste da densidade de células viaveis para 10° células mL™.

A avaliacdo imunofenotipica destas células foi realizada por meio da técnica
imunofenotipagem por citometria de fluxo em citbmetro FACSCanto 1I® (BD
Biosciences), utilizando os anticorpos monoclonais conjugado com fluorocromos, e seus
respectivos controles isotipicos.

CTMA da ultima passagem de todos os cultivos, homogeneizadas em PBS/A,
foram separadas em aliquotas de 100,0 yL e dispensadas em tubos de 5,0 mL para
citometria de fluxo. Apés, foram adicionados 5,0 yL de cada anticorpo aos tubos e
homogeneizados por agitacdo em agitador tipo vortex. As suspensdes foram entéo
incubadas por 15,0 min a temperatura ambiente, no escuro. Em seguida foram
adicionados 400,0 uL de PBS/A em cada tubo, seguida de homogeneizacao por agitacao

e centrifugagéo a 400xg por 10,0 min.
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O sobrenadante foi descartado e o pellet homogeneizado em 500,0 uL de PBS/A.
Ao tubo 3 de cada amostra foram adicionados 5,0 uyL de 7-AAD momentos antes da
aquisicdo em citdmetro. As CTMA foram entdo adquiridas em citdmetro acoplado ao
software de analise BD FACSDiva lI® (BD Biosciences) e posteriormente analisadas por
meio do software Infinicyt® (Cytognos) para a ligacdo/marcacdo de cada anticorpo

(expressao do marcador) e 7-AAD (células ndo viaveis).

6.18 Andlise de diferenciacdo das CTMA (Trileneage)
6.18.1 Diferenciacao osteogénica

A diferenciacao osteogénica foi induzida em cultivos de CTMA em seis (6) Petakas
e exibindo =85,0 % de confluéncia. Nestas, trés Petakas tiveram o meio alfa-MEM/SFB
suplementado com dexametasona 10 nM, B3-glicerolfosfato 10 mM e ascorbato-2-fosfato
50 ug mL* (Sigma-Aldrich). O meio de diferenciacdo osteogénica (alfa MEM/DIFO) foi
preparado por meio da mistura de: 50 mL de solugdo ascorbato-2-fosfato/p-
glicerolfosfato em meio alfa-MEM/SFB (0,05 % de ascorbato-2-fosfato e 2,16 % de [3-
glicerolfosfato em meio alfa-MEM, m/v); 98,0 yL de solugéo de dexametasona (0,1% em
etanol, m/v, diluido em alfa-MEM, 1:49, v/v); 44,02 mL de meio alfa-MEM/SFB; Apés
homogeneizagéo, a solucao foi filtrada em membrana com microporos de 0,22 pm.

As CTMA foram incubadas com meio alfa MEM a 37,0 °C e 5,0 % CO:2 por 14
dias, com substituicdo do meio a cada 72 h. O mesmo procedimento foi realizado

paralelamente, com as Petakas de controle negativo, com meio de cultivo alfa-MEM/SFB.
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Apbs o periodo de diferenciacdo, as células foram submetidas a coloracdo para
evidenciagdo da secrecdo de matriz extracelular mineralizada (diferenciacdo em
ostedcitos), conforme os seguintes procedimentos: remog¢&do do meio de cultivo de todos
os pocos (diferenciacao e controle); enxague do po¢co com PBS (2x); fixacdo das células
com solugcdo aquosa de glutaraldeido a 2,5 % (m/v) por 1 h 30 min; enxague com agua
destilada (2x); desidratacdo com isopropanol 60,0 % (v/v) e incubagcdo a temperatura
ambiente por 5 min; descarte do isopropanol e adicdo da solugéo corante de alizarina
(1,37 % em &gua ultrapura, m/v, pH 4,1-4,3, Sigma-Aldrich) e incubacdo a temperatura
ambiente por 45 min; descarte da solugcdo corante e enxague com PBS (3X);

fotodocumentacgao e analise em microscopio invertido.

6.18.2 Diferenciacdo condrogénica

A diferenciagcao condrogénica foi induzida por meio do meio comercial StemPro®
Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco®). Para isto foi realizado um cultivo de
micromassa onde as células foram ressuspensas em uma concentragéo de 1,6 x 10’ de
células viaveis por mL, deste total de células foi aliquotado 1,0 mL de suspenséo celular
gue foi transferido para outra Petaka, onde permaneceu por 2 horas em estufa com 5,0
% de CO2 a 37,0 °C. Apds periodo de incubacao, adicionou-se 500,0 pL de meio
diferenciacdo (StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit — Gibco®), e nas células
controle meio de cultivo padrédo. Os meios foram substituidos duas vezes por semana.

Apos 14 dias o meio foi removido e as células foram fixadas com as células foram fixadas
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com 2,5 % de glutaraldeido (Merck/Millipore, USA) em temperatura ambiente por 90
minutos.

Seguida da fixacao foi adicionado o corante Alcian Blue (Sigma®, USA), (1,0 %
preparado em 0,1N HCL (F.Maia ® / Brasil)) por 30 minutos, posteriormente as células
foram lavadas em solugéo 0,1 N de HCL por 3 vezes, e analisada a coloracdo em
microscopio Optico invertido, sendo que a coloragdo observada indica a sintese de

proteoglicanas produzida pelos condrdcitos.

6.18.3 Diferenciacdo adipogénica

Para a inducdo da diferenciacéo adipogénica foram utilizados cultivos de CTMA
em Petakas. Ao atingirem = 85,0 % de confluéncia, trés pocos tiveram o meio alfa
MEM/SFB suplementado com isobutilmetilxantina 0,5 mM (3-isobutil-1- metilxantina),
indometacina 50,0 uM e dexametasona 0,5 yM (Sigma-Aldrich). O meio de diferenciacdo
adipogénica (alfa MEM/DIFA) foi preparado por meio da mistura de 3,0 mL de solucao
de IBMX (0,18 % em &agua); 90 uL de solucdo de indometacina 1,0 % em etanol; 490 uL
de solucao de dexametasona (0,1% em etanol; diluido em alfa MEM, 1:49, v/v); e 46,42
mL de meio alfa MEM/SFB. Apés homogeneizacéo, a solu¢ao foi filtrada em membrana

com microporos de 0,22 ym (membrana de fluoreto de polivinilideno).
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As CTMA foram incubadas com meio alfa-MEM/DIFA a 37 °C e 5,0 % CO:2 por 14
dias, com substituicdo do meio a cada 72 h. O mesmo procedimento foi realizado
paralelamente, com Petakas de controle negativo, com meio de cultivo alfa MEM/SFB.
Apbés o periodo de diferenciacdo, as placas foram submetidas a coloracdo para
evidenciagdo do acumulo citoplasmético de goticulas lipidicas (diferenciagdo em
adipdcitos), conforme os seguintes procedimentos: remog¢&do do meio de cultivo de todos
os pocos (diferenciacao e controle); enxague do po¢co com PBS (2x); fixacdo das células
com solucdo aquosa de glutaraldeido a 2,5 % (m/v, Sigma-Aldrich) por 1 h 30 min;
enxague do poco com agua destilada (2x); desidratacdo com isopropanol 60,0 % (v/v) e
incubacdo a temperatura ambiente por 5 min; descarte do isopropanol e adicdo da
solucao de Oil Red O® (Sigma-Aldrich) (0,3 % em isopropanol 99,0 %, m/v, diluidos em
agua na proporcdo de 3:2 v/v) e incubacao a temperatura ambiente por 5 min; descarte
da solucéo corante e enxague com agua destilada (2x); fotodocumentacado e analise em

microscopio invertido.
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7 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada e interpretada pelo préprio autor do
presente estudo. Para analise dos dados foi construido um banco de dados na planilha
eletrbnica Microsoft Excel a qual foi exportada para o programa estatistico Minitab 18.
Fez-se analise estatistica descritiva comum e teste da normalidade de Anderson-Darling
para todas as variaveis e controles, com referéncia p>0,10 como “normal”. Como houve
a presenca dos preditores continuos e categoricos (biomatrizes de quitosana/colageno
reticulados com concentragdes crescentes de genipina de 0,10 %, 0,25 %, 0,50 %, 0,75
% e 1,00 % v/v) e os preditores resposta (biomatrizes de quitosana, colageno e
guitosana/colageno), aplicou-se a regressao linear e analise residual de Durbin-Watson
(Anexo G). Para todos os testes de regressao linear foi adotado nivel alfa menor que
0,05 como significativo. Para andlise de residuos de Durbin-Watson, o nivel de
significancia referencial foi de 0,05, adotando como intervalo aceitavel de independéncia
0,95 < dw < 1,54 (de acordo com a tabela padrdo de Durbin-Watson, dU<dw<4-dU), com
duas variaveis explicativas para tamanho amostral de n=10. J4 para os ensaios de
viabilidade celular, adotou-se para a analise residual de Durbin-Watson, o nivel de
significancia referencial foi de 0,05, adotando como intervalo aceitavel de independéncia

1,75 < dw < 2,60.
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8 Resultados
8.1 Contagem e Viabilidade Celular

O azul tripan é um corante vital, isto €, atravessa a membrana de células mortas,
mas ndo de células vivas. Assim, ressuspendendo as células em uma solucédo de azul
tripan é possivel avaliar a viabilidade da suspenséo. A contagem do numero de células
em uma suspensédo, com emprego da camara de Neubauer, é baseada na contagem do
namero de células em uma amostra de volume definido, que é depois convertido em
namero de células por mL ou numero total de células na amostra, com as férmulas
adequadas.

De acordo com a Tabela 2 e Figura 6, os testes em triplicata de viabilidade celular
com azul de trypan mostraram maior viabilidade celular nas biomatrizes com menores
porcentagens de grupamentos aminos livres. Como exemplo, a biomatriz de quitosana
(Ch) apresentou a menor viabilidade celular (86.5 %) e a biomatriz de quitosana-
colageno (com 0.75 % e 1.00 % v/v de genipina) apresentou a maior viabilidade celular
(99.8 %) em relacdo a referéncia de 99.5 % como valor minimo preconizado pela
Sociedade Internacional para a Terapia Celular (International Society for Cellular
Therapy, ISCT).

N&o houve significancia estatistica entre a amostra de quitosana-coldgeno com
com 0.75 % e 1.00 % v/v de genipina com 0s grupos controles de quitosana, colageno e
quitosana-colageno, com p > 0.05. E a andlise residual de Durbin-Watson confirmou que
nao houve similaridade entre essas amostras, ficando o resultado de dw entre 1.75 < dw

< 2.60.
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Tabela 2. Viabilidade celular (citotoxicidade) na terceira passagem, demonstrando que
com o aumento do grau de cross-linking (reticulagéo) da biomatriz com genipina, ocorreu
0 aumento da viabilidade celular.

Biomatrizes Viabilidade celular (VC) %
Quitosana 86,5
Colageno 99,2
Quitosana / Colageno 94,0
Quitosana / Colageno / Genipina (0.10 % v/v) 94,5
Quitosana / Colageno / Genipina (0.25 % v/v) 96,6
Quitosana / Colageno / Genipina (0.50 % v/v) 98,4

Quitosana / Colageno / Genipina (1.00 % v/v) 99,8




Figura 06. Distribuicdo dos dados de viabilidade celular na terceira passagem.
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8.2 Imunofenotipagem

A cultura de CTM derivadas do tecido adiposo humano se mostrou uma populagéo
heterogénea fenotipicamente. Essas células estavam localizadas na regido direita
superior do dot-plot para FSC x SSC, correspondendo as células de maior tamanho e
granulosidade. Portanto, as células desta regido, que contém menos de 2,0 % dos
eventos positivos, foram analisadas. A analise da regido descrita revelou uma alta
frequéncia (maior do que 90,0 %) de expressédo de antigenos caracteristicos de CTM
(CD166, CD105, CD90, CD73 e CD54) na terceira passagem (Tabela 03).

A regido R1 contém as células de maior tamanho e granulosidade. Em M2 foram
apresentados a porcentagem de células positivas para CD105, CD166, CD34, CD133,
CD45, CD31, CD73, CD44, CD90, CD117 e CD54 na populacéo total e na regido de
células de maior tamanho e granulosidade. Os histogramas da analise da expressao de
CD31, CD90, CD34, CD117, CD54, CD73, CD44, CD133, CD45, CD105 e CD166 em

células da regido de maior tamanho e granulosidade (Figura 07).
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Tabela 03. Imunofenotipagem das CTMA ap0s Cultivo nas biomatrizes.

CDs / 3a 32 Apos ApoOs
Resultados Passagem Passagem Criopreservacdo Criopreservacgao
(%) FSV (Petakas) Biomatriz (Petakas) (Biomatriz)
CD 45
CD 14
CD 51,61
CD 54 - 47.28 48.2 45.6 46.7
CD 44 - 66.93 68.5 66.3 66.8
CD 49e - 64.42 67.4 65.5 67.3
- 0.71 0.51 0.43 0.32
CD 13 - 84.92 85.3 83.1 84.2
- 0.21 0.23 0.19 0.18
CD 166 - 18.73 17.4 16.6 17.2
HLA-DR - 0.45 0.43 0.41 0.44
- 19.14 20.1 18.4 20.2
CD 29 - 77.95 78.2 76.5 78.3
- 0.49 0.32 0.29 0.30
CD 90 - 82.25 81.2 80.02 82.1
CD 105 - 31.06 32 30.3 31.3
CD 106 - 0.68 0.89 0.69 0.58

CD 73 - 52.04 54.41 49.4 53.4
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Figura 07. Histogramas da analise da expressdo de CD31, CD90, CD34, CD117, CD54,
CD73, CD44, CD133, CD45, CD105 e CD166 em células da regido de maior tamanho e
granulosidade. Resultado representativo de imunofenotipagem das CTMA apds Cultivo
nas biomatrizes com 0,75 % v/v de genipina.
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8.3 Estudo da Normalidade (Anderson-Darling)

Em todas as analises do presente estudo, conforme Figuras 9, 13 e 17, observou-
se gue todas as amostras apresentaram distribuicdo normal, com p > 0,10, seguindo

assim analise estatistica paramétrica.

8.4 Grau de reticulagdo com genipina

Antes das medi¢des do grau de reticulacdo com genipina, fez-se a curva padrao
(equacéo analitica) com o aminoacido L-arginina com gradiente de concentragcéo de 1.0
a 8.0 mg mL%, conforme apresentado na Figura 08.

A Figura 10 mostra o grau de reticulacdo na quitosana, colageno,
guitosana/colageno e quitosana/colageno reticulados com concentracdes crescentes de
genipina de 0,10 %, 0,25 %, 0,50 %, 0,75 % e 1,00 %. O grau de reticulacéo variou de
80,0 % a 6,3 %, de acordo com o numero de grupamentos amino livres e com a
concentracdo de genipina, conforme apresentado na Tabela 04.

A andlise de regressao estatistica entre os preditores continuos e categdéricos
(biomatrizes de quitosana/colageno reticulados com concentracfes crescentes de
genipina de 0,10 %, 0,25 %, 0,50 %, 0,75 % e 1,00 % v/v) e os preditores resposta
(biomatrizes de quitosana, colageno e quitosana/coldgeno) mostrou que ndo houve
significancia estatistica entre os preditores continuos e categoricos em relacdo aos
preditores resposta biomatrizes quitosana e colageno, evidenciando que ndo houve
diferenca no grau de intumescimento, com p > 0.05, porém, jaA em relagdo ao preditor
resposta biomatriz de quitosana/colageno houve significancia estatistica, com p < 0.05,

conforme apresentado na Figura 11.
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Na analise residual de Durbin-Watson, todos os resultados de correlagdo entre o
grau de intumescimento das biomatrizes ficaram no intervalo aceitavel de independéncia
0.95 < dw < 1.54 (de acordo com a tabela padrédo de Durbin-Watson, dU<dw<4-dU), com
duas variaveis explicativas e com tamanho amostral de n=10. Portanto, ndo houve
relacdo de dependéncia (significancia) entre os dados analisados. Dessa forma, 0s
resultados sdo confirmados pela Figura 12, em que o0s residuos parecem seguir uma
linha reta. Nao ha evidéncia de pontos discrepantes ou de variaveis ndo identificadas; os
residuos parecem ser dispersos aleatoriamente em torno de zero. N&o existem
evidéncias de variancia ndo constante, termos ausentes, pontos discrepantes ou pontos
influentes; o histograma ndo segue uma curva normal; os residuos parecem estar
dispersos aleatoriamente em torno de zero. N&o ha evidéncia de que os termos de erro
estejam correlacionados entre si.

Esses resultados demonstraram que a genipina € favoravel reagente de
reticulacdo para colageno e quitosana, como pode eficientemente reticular os grupos
amino, mesmo com baixa concentracao. Além disso, a medida que a concentracdo de
genipina aumentou, mais grupos amino foram reticulados.

A regido destacada em azul na tabela 04 mostra a biomatriz com 0.75 % v/v de
genipina que foi a que melhor apresentou as caracteristicas fisico-quimicas realizadas
no presente estudo selecionada e, portanto, foi a biomatriz selecionada para os estudos

biologicos.



Equacdo Analitica com L-arginina

Figura 08 - Gréfico Curva analitica com L-arginina.
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Figura 09. Teste da normalidade em relacéo a cada grupo de biomatrizes. Foi adotado

p > 0.10 como resultado de normalidade.
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Tabela 04. Valores em porcentagem da diminui¢cdo do grau de reticulagdo com o
aumento da concentracdo de genipina.

Biomatrizes Grau de reticulacao %
L-arginina (padréao) +100,0
Quitosana 80,0
Colageno 34,1
Quitosana/ Colageno 45,9
Quitosana / Colageno / Genipina (0,10 % v/v) 39,0
Quitosana / Colageno / Genipina (0,25 % v/v) 32,4
Quitosana / Colageno / Genipina (0,50 % v/v) 23,0

Quitosana / Colageno / Genipina (1,00 % v/v) 6,3
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Figura 10. Gréfico modelo Box-Plot mostrando valores estatisticos de média, desvio-
padrdo e declinio da curva do grau de reticulacdo com o aumento da concentracao de
genipina.
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Figura 11. Grafico modelo Matrix-Plot mostrando os resultados da analise de regresséo
entre os preditores continuos/categoricos e resposta no ensaio grau de reticulacao.
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Figura 12. Gréficos mostrando os resultados da andlise residual para o ensaio de

reticulacao.
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8.5 Ensaio de degradacao da biomatriz em amostra sanguinea com meio de cultivo

De acordo com a Figura 13, as biomatrizes apresentaram valores com
comportamento parameétrico apenas com as concentracdes de genipina de 0,75 % e 1,00
% v/v. A Figura 14 mostra a taxa de perda de massa das matrizes durante a imersao
numa solugcdo de sangue humano em meio de cultivo celular. As biomatrizes com
gradiente crescente de conteudo de genipina de 0,10 % a 1,00 % presentes nesta
sequéncia, apresentaram reducao na taxa de degradacéo.

A analise de regressao estatistica entre os preditores continuos e categoricos
(biomatrixies de quitosana/colageno reticulados com concentragfes crescentes de
genipina de 0,10 %, 0,25 %, 0,50 %, 0,75 % e 1,00 % v/v) e os preditores resposta
(biomatrizes de quitosana, colageno e quitosana/colageno) mostrou que nao houve
significancia estatistica entre os preditores continuos e categoricos em relacdo aos
preditores resposta biomatrizes quitosana e colageno até a concentracdo de 0.25 % v/v
de genipina, evidenciando que nao houve diferenca no grau de degradagdo, com p <
0.05, porém, ja a partir de 0.50 % v/v de genipina, houve diferenca estatistica, com p >
0.05, conforme apresentado na Figura 15.

Na analise residual de Durbin-Watson, todos os resultados de correlacédo entre o
grau de intumescimento das biomatrizes ficaram no intervalo aceitavel de independéncia
0.95 < dw < 1.54 (de acordo com a tabela padrédo de Durbin-Watson, dU<dw<4-dU), com
duas variaveis explicativas e com tamanho amostral de n=10. Portanto, ndo houve
relacdo de dependéncia (significancia) entre os dados analisados. Dessa forma, os

residuos parecem seguir uma linha reta. Nao ha evidéncia de pontos discrepantes ou de
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variaveis nao identificadas; os residuos parecem ser dispersos aleatoriamente em torno
de zero.

N&o existem evidéncias de variancia ndo constante, termos ausentes, pontos
discrepantes ou pontos influentes; o histograma ndo segue uma curva normal; 0s
residuos parecem estar dispersos aleatoriamente em torno de zero. Nao ha evidéncia de

gue os termos de erro estejam correlacionados entre si (Figura 16).

Figura 13. Teste da normalidade em relacdo a cada grupo de biomatrizes. Foi adotado
p > 0.10 como resultado de normalidade.
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Figura 14. Gréafico modelo Box-Plot mostrando valores estatisticos de média, desvio-
padrao e diminuicdo da degradacao das biomatrizes com o aumento da concentracdo de
genipina.
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Figura 15. Grafico modelo Matrix-Plot mostrando os resultados da analise de regresséo
entre os preditores continuos/categoricos e resposta no ensaio grau de degradacao.
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8.6 Ensaio de Intumescimento

De acordo com a Figura 17, todos tipos de biomatrizes apresentaram
comportamento paramétrico. A Figura 18 mostra que a biomatriz de quitosana, devido
ao maior numero de grupos hidrofilicos, apresentou maior grau de intumescimento em
relacdo as biomatrizes de colageno, quitosana-colageno e quitosana-colageno
intercruzada com gradiente de 0,10% a 1,00%. Em virtude do aumento da rigidez dos
biomatrizes reticulados com genipina, a biomatriz com 0.75 % v/v de genipina apresentou
rigidez moderada e com grau de intumescimento em torno de 80.0 %, apontando ser
escolhida para outros estudos.

A analise de regressao estatistica entre os preditores continuos e categoricos
(biomatrizes de quitosana/colageno reticulados com concentracdes crescentes de
genipina de 0,10 %, 0,25 %, 0,50 %, 0,75 % e 1,00 % v/v) e os preditores resposta
(biomatrizes de quitosana, colageno e quitosana/colageno) mostrou que ndo houve
significancia estatistica entre os preditores continuos e categoéricos em relacdo aos
preditores resposta biomatrizes quitosana e colageno, evidenciando que nao houve
diferenca no grau de intumescimento, com p > 0.05, porém, ja em relacao ao preditor
resposta biomatriz de quitosana/colageno houve significancia estatistica, com p < 0.05,
conforme apresentado na Figura 19.

Na analise residual de Durbin-Watson, todos os resultados de correlagédo entre o
grau de intumescimento das biomatrizes ficaram no intervalo aceitavel de independéncia
0.95 < dw < 1.54 (de acordo com a tabela padrédo de Durbin-Watson, dU<dw<4-dU), com
duas variaveis explicativas e com tamanho amostral de n=10. Portanto, ndo houve

relacéo de dependéncia (significancia) entre os dados analisados.
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Dessa forma, os resultados sédo confirmados pela Figura 20, em que os residuos
parecem seguir uma linha reta. N&o ha evidéncia de pontos discrepantes ou de variaveis

ndo identificadas; os residuos parecem ser dispersos aleatoriamente em torno de zero.
termos ausentes, pontos

Nao existem evidéncias de varidancia ndo constante,

discrepantes ou pontos influentes; o histograma ndo segue uma curva normal; 0s

residuos parecem estar dispersos aleatoriamente em torno de zero. Nao ha evidéncia de

gue os termos de erro estejam correlacionados entre si.

Figura 17. Teste da normalidade para o ensaio intumescimento, com p>0.10 como

significativo.
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Figura 18. Gréfico modelo Box-Plot mostrando valores estatisticos de média, desvio-
padrdo e declinio da curva de intumescimento com o aumento da concentracdo de

genipina.
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Figura 19. Grafico modelo Matrix-Plot mostrando os resultados da analise de regresséo
entre os preditores continuos/categoricos e resposta no ensaio intumescimento.
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Figura 20. Graficos representativos dos trés ensaios do presente estudo, mostrando de
maneira genérica os resultados da analise residual.
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8.7 Microscopia de luz de contraste de fase e eletrdnica de varredura

Por meio das imagens A e B, pode-se observar as CTMA aderidas e proliferadas
nas Petakas, e nas imagens C e D, pode-se analisar as mesmas células em processo
mitético, de acordo com a Figura 21.

J& nas imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV), observou-se as
imagens dos biopolimeros de quitosana, coldgeno e genipina individualmente, bem como
em sua forma combinada quitosana-colageno com genipina a 0,75 % (biomatriz).
Também foi analisado a aderéncia e proliferacdo das CTMA na biomatriz, mostrando
imagens com as CTMA em fase mitética e também imagens em fase proliferativa e com
projecdes citoplasmaticas, conforme Figura 22.

Além disso, pode-se observar na superficie das CTMA que ndo houve o
aparecimento de exossomos, mostrando que mesmo na presenca da biomatriz, as
células ndo apresentaram intensa atividade, mantendo o estado de quiescéncia. Os
exossomos aparecem morfologicamente em analises de MEV como “bolinhas” na

superficie das CTMA.
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Figura 21. Imagens de microscopia de contraste de fase mostrando nas Figuras A e B
as CTMA aderidas nas Petakas e nas Figuras C (final de anafase) e D (teléfase) as
CTMA em diviséo celular.
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Figura 22. Microscopia eletronica de varredura mostrando imagens das biomatrizes de
guitosana, colageno, quitosana/colageno, quitosana/colageno com genipina a 0,75 %
v/v, CTMA em fuso mit6tico aderidas na biomatriz de quitosana/colageno com genipina
a 0,75 % v/v e biomatriz com CTMA aderidas e proliferadas.
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8.8 Estudo da cinética de crescimento das CTMA antes e ap0s criopreservacao

O estudo da cinética de crescimento celular analisou o tempo de duplicacdo da
populacdo (PDT) das CTMA, envolvendo um aumento consideravel da taxa de
crescimento celular, & medida que o numero de células foram aumentando e sendo
estimuladas por efeito autécrino até o tempo médio de 15 dias. A primeira duplicacéo
consideravel do numero de células ocorreu ap6s a segunda troca de meio, do oitavo (8)

ao nono (9) dia, conforme apresentado na Figura 23.

Figura 23. Curva de cinética de crescimento das CTMA.
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8.9 Diferenciacao celular

Para comprovar a capacidade de diferenciacao das células-tronco mesenquimais,
padronizamos um protocolo eficiente para diferenciacdo nas linhagens osteogénicas,
condrogénicas e adipogénicas. ApOs a expansdo celular e a caracterizacdo por
citometria de fluxo, iniciou-se a diferenciacéo nas trés linhagens descritas.

Apos a diferenciacdo adipogénica, as células-tronco mesenquimais apresentaram
coloracdo vermelha citoplasmética em pequenas vesiculas quando submetidas a
coloracdo com Oil Red. A propriedade desse corante de interagir com lipideos e
triglicerideos neutros mostra uma coloracdo vermelha que evidencia o acimulo dessas
substancias em vesiculas citoplasmaticas das células diferenciadas. Como pode-se
observar na Figura 24, as células-tronco mesenquimais perderam sua morfologia
fibroblastica e adquiriram uma morfologia esférica e com inUmeras vesiculas,
caracterizando o acumulo de lipideos.

O processo de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais para a linhagem
osteogénica foi evidenciado com a coloracdo Alizarin Red S que cora de vermelho os
depdsitos de calcio e outros minerais. Como pode-se observar na Figura 24, em volta
das células diferenciadas encontram-se regiées avermelhadas, as quais supdem-se que
sejam depositos de minerais provenientes da formacdo de uma matriz extracelular
mineralizada, semelhante a do tecido 6sseo. Outra caracteristica marcante € a mudanca
de morfologia, pois as células fibroblasticas alteram seu formato para células alongadas
e alinhadas, recobrindo toda placa de cultura e em alguns lugares, formando

aglomerados celulares.
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Apés trés semanas as células-tronco mesenquimais induzidas para diferenciacédo
condrogénica, foram coradas com Alcian blue. As células apresentaram expansdo no
tamanho celular com significativo aumento no citoplasma, tornando-se arredondadas e
achatadas. E possivel observar uma coloragéo celular azulada devido a interacdo do
corante com as glicosaminoglicanas produzidas ou secretadas durante a diferenciacéo.

A Figura 24 mostra as CTMA na terceira passagem apresentando morfologia
fibroblastica. Células-tronco mesenquimais diferenciadas em linhagem adipogénica
coradas com Oil Red, mostrando acumulo de vesiculas de lipidios nas células. D células-
tronco mesenquimais diferenciadas na linhagem osteogénica coradas com Alizarin Red
S mostrando acumulo de célcio formado, e células-tronco mesenquimais em microscopia
Optica durante a cultura de diferenciacédo, mostrando formacao de col6nias e alinhamento
das células com sua estrutura alongada (Figura 24). Células-tronco mesenquimais
diferenciadas em linhagem condrogénica coradas com Alcian blue, observa-se a
mudanca da morfologia das células (arredondadas) e a producdo de matriz com

proteoglicanas coradas em azul (n=6).
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Figura 24. Imagens que mostram a diferenciagcdo de CTMA em trés linhagens celulares
diferentes, adipdcitos, ostedcitos e condrocitos.

Adipécitos Ostedcitos Condrocitos
(coloracgéo Oil Red) (coloracgéo Alizarin Red S) (coloragéo Alcian blue)

Controle — adip6citos Controle - ostedcitos Controle - condrécitos
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8.10 Analise citogenética — estabilidade cromossdmica e cromatidica

O estudo da estabilidade do material genético em nivel cromossémico foi
realizado com base na presenca de quebras e falhas cromossémicas e cromatidicas,
além de alteracbes numéricas. As células foram submetidas a coloracdo usual com
Giemsa, conforme protocolos rotineiramente utilizados no Laboratorio de Genética do
Hospital de Base (Hemocentro/Sdo José do Rio Preto/SP). Os achados foram
interpretados e descritos de acordo com informacBes e padronizacdo contida no
International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2016).

Os ensaios de citogenética foram realizados ap6s a expansédo celular na 32
passagem, ap0s 48 h de cultivo nas Petakas (controle) e biomatriz de quitosana-
colageno com genipina a 0,75 % v/v. O mesmo se repetiu apos 12 meses de
criopreservacdo. Foram analisadas 480 células no total (amostras das duas
participantes), conforme descrito anteriormente.

Para melhor conhecer o tempo em dias mais preciso para obtenc¢do de um nimero
maior de CTMA em metafase, para a interrupcédo e estabilizacdo dos cromossomos,
antes e apoés criopreservacdo, fez-se analise de cinética de crescimento celular,
conforme apresentado no item 8.8, Figura 23. Por meio desse estudo, pode-se entender
gue o melhor tempo para aplicacao do colcemide foi apés 24h (um dia) da segunda troca
de meio de cultivo. De acordo com a Figura 23, esse melhor tempo foi do oitavo (8) ao
nono (9) dia. A analise cromossdmica das amostras ndo revelou diferenca estatistica
significativa entre as frequéncias de alteracdes numéricas e/ou quebras ou falhas
cromatidicas e/ou cromossdmicas, conforme apresentado na Figura 25, tanto nos

cromossomos metafasicos obtidos apds 48 h de cultivo nas Petakas (controle), quanto
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nos obtidos de células cultivadas na biomatriz de quitosana-coldgeno com genipina a

0,75 % vlv, antes e ap0Os 0s 12 meses de criopreservacao.

Tabela 5. Analise cromossbmica e cromatidica de quebras/falhas e/ou alteracdes
numeéricas das CTMA na presenca ou hao das biomatrizes e antes e apls a

criopreservagao.

Petakas_Antes Biomatriz_Antes Petakas_Apos Biomatriz_Apos
N total = 480 (controle) (controle)
p-value
metafases Quebras/Falhas Quebras/Falhas Quebras/Falhas | Quebras/Falhas
IAlteracdes /AlteragGes IAlteracoes /Alteracdes (a<0,05)
numeéricas numericas numéricas numéricas
Paciente 1
Amostra 1 01/00/01 03/01/02 03/02/00 03/01/02 p=4.23
Amostra 2 01/00/00 03/00/00 00/02/03 03/01/02 e
Paciente 2
Amostra 1 01/01/00 02/00/00 03/02/00 02/01/02 p=2.23
Amostra 2 02/01/01 01/01/00 03/02/02 03/01/02 p=145
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Figura 25. Imagem de microscopia Optica representando a amostra total do presente
estudo, mostrando cromossomos metafasicos de CTMA com o0 seu cariotipo
representativo, com colorag&o usual por Giemsa (sem tripsina). Imagem obtida antes da
criopreservacao.
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8.11 Teste do Papanicolaou

Foram avaliadas todas as amostras celulares do controle e biomatriz. Para cada
amostra e passagem, tendo sido estabelecido o numero de 400 células por amostra e
passagem, totalizando 800 células analisadas com as duas pacientes, ndo foram
identificadas células com numero alterado de nucleos e/ou morfologia nuclear atipica
(Figura 26).

Com base no sistema Bethesda de classificagdo (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 1989; APGAR et al., 2003; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2013), as
possiveis alteragcbes morfoldégicas dos ndcleos que poderiam ser identificadas
correspondem as células escamosas atipicas de significado indeterminado (atypical
squamous cells of undeterminated significance, ASC-US) e as células escamosas
atipicas nao excludentes de lesdes intra-epiteliais de alto grau (atypical squamous cells
- cannot exclude high grade intraepithelial lesion - HSIL, ASC-H). J4 a multinucleacao é
caracteristico de células de lesdes intra-epiteliais escamosas de baixo grau (low grade
squamos intraepithelial lesion, LSIL). Entretanto, ndo foram encontrados esses eventos

nas amostras de CTMA do presente estudo.
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Figura 26. Imagens mostrando a quantificacdo e morfologia nucleares da amostra
controle e teste das CTMA.

Amostra Controle

Amostra Teste
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9 Discussao

9.1 Importéancia das Células Tronco Mesenquimais do Tecido Adiposo (CTMA)

As CTMA tém as vantagens de autorrenovacdo, carater imunomodulatério,
multipotencialidade, facilidade de isolamento, purificacdo, proliferacdo "in vitro”, bem
como a criopreservacao (ZUK et al., 2002; ACHILLEOS; TRAINOR, 2012; ABBOTT,
2013). As CTMA devem apresentar as caracteristicas minimas como células aderentes
e proliferativas, diferenciarem-se em pelo menos trés linhagens celulares (adipécitos,
condrdcitos e ostedcitos) e apresentar o painel mesenquimal com os marcadores de
superficie celular tipicos para que as mesmas possam ser utilizadas em estudos,
segundo as recomendac¢des da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) (ZHU
et al., 2010; AKIYAMA et al., 2012). Essa diferenciacédo traduz a importancia dessas
células de serem utilizadas com biomatrizes como indutoras de diferenciagdo (CAPLAN;
BUDER, 2001; PLANAT BERNARD et al., 2004).

Estas células representam uma populacdo heterogénea de células endoteliais
microvasculares, constituem uma fonte conveniente de células multipotentes e ndo séo
restritivas (NARDI; MEIRELLES, 2006; PARK et al., 2011). Em condi¢des de cultura, as
células tronco adiposas crescem facilmente em monocamadas, mantém a
multipotencialidade normalmente até a décima passagem e apresentam morfologia
fibroblastéide (alongada).

Para a imunofenotipagem da CTMA sao necessarios os marcadores (anticorpos)
positivos CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49, CD54, CD55, CD59, CD73, CD90,
CD105, CD106, CD144, CD146, CD166 e HLA-1 e negativa para CD11b, CD14, CD19,

CD31, CD34, CD45, CD79 alfa, CD80, CD117, CD133, CD144, HLA-DR e Stro-1, sendo



98

gue a sigla CD significa do inglés Cluster Differentiation, isto é, grupos de diferenciacéo
(NARDI; MEIRELLES, 2006; PANOPOULOS et al., 2012).

As CTMA secretam uma cascata de citocinas e fatores de crescimento com
atividades paracrinas, autocrinas e enddcrinas, tais como fator estimulante de coldnias
de macréfagos (M-CSF), fator estimulador de colénias de granuldcitos-macréfagos (GM-
CSF), proteina inflamatéria de macréfagos (MIP-1a / CCL3), como demonstrado por
Sibille e Reynolds 1990 (PLANAT BERNARD et al., 2004; ROITT et al.,, 2010;
PATTERSON et al., 2012). Estes fatores quando conjugados podem produzir uma série
de respostas do sistema imune local, estimulando a angiogénese e induzindo a
proliferacao e diferenciacdo de células tronco mesenquimais no tecido desejado (TOMA
et al., 2002; SMITS et al., 2005; UCELLI et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2012). Além
disso, as CTMA induz a expressdo das proteinas de juncdo e aumentam a integridade
microvascular e a producao de oxido nitrico (NO) pelos macréfagos (IKEGAMI et al.,
2010; YOSHIMURA et al., 2010; XU et al., 2012).

Por meio da utilizacdo do equipamento a vacuo, a quantidade de CTMA obtidas com
as 12 amostras foi significativa quando comparada com resultados disponiveis na
literatura, tais como os de Karaaltin (2012) e Caplan; Buder (2001). A utilizacdo da
canula de 3.0 mm no processo de lipoaspiracdo permitiu aumentar a area superficial da
gordura extraida, facilitando a atividade das enzimas colagenase |V para extrair a fracao
estromal vascular (FSV). Somado a isso, por meio dessa técnica, obteve-se em maior
guantidade a extracdo do tecido adiposo com vasos sanguineos onde essas células
também estao presentes ao seu redor, com trabalho semelhante apresentado por Zuk et

al. (2002), Nardi; Meirelles (2006) e Li et al. (2012).
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Além da quantificacao celular, também foi demonstrado a comparacgéo entre o tempo
de duplicacdo da populacao celular (PDT, population doubling time) da 12 & 92 expanséao
(repique). Isso ocorreu provavelmente por causa do aumento progressivo da pureza
celular e também pelo aumento da atividade metabdlica e expressdo das CTMA pelo
efeito autocrino (interacdo célula-célula), semelhante aos estudos relatados por Nardi;
Meirelles (2006) e Rodriguez et al. (2012).

O estudo de adesao e proliferacdo de CTMA nas Petakas provou ser relevante com
resultados notorios frente as publicacdes de cultivo celular em frascos tradicionais como
demonstrado por Nardi; Meirelles, 2006, pois foi possivel obter um maior nimero de
células em menos tempo, dispensou o uso de CO2 gasoso, diminuiu o processo de
desidratacdo do meio de cultura celular e permitiu trocas gasosas mais controlada,
garantindo por maior tempo a estabilidade do pH do meio de cultura celular. Isso
possibilitou também na reducdo do consumo do meio de cultura.

Embora os resultados da imunofenotipagem de CTMA tenham sido representativos
e de acordo com a literatura, principalmente por causa dos anticorpos CD13 +, CD 29 +,
CD44 +,CD54+, CD90+,CD 166 +, CD 146 +, CD 49e, CD73 + e CD 105 +, o fenétipo
destas células ndo é conclusivo, pois a maioria desses anticorpos ndo sSao expressos
apenas nas CTMA, aparecendo também em fibroblastos, conforme estudos de Zuk et al.
(2002). Por isso, os ensaios de atividade enzimética da fosfatase alcalina foram
conclusivos para a identificacdo das CTMA, conforme relatado por Planat Bernard et al.

(2004).



100

9.2 Algoritimo de caracterizacdo das CTMA — Monitoramento

Irioda et al. (2011) propuseram um algoritmo para a padronizacdo da triagem dos
cultivos de CTM, visando avaliar a seguranga do uso destes em transplantes. Neste
algoritmo foram combinadas as técnicas de diferenciacdo, Papanicolaou,

imunofenotipagem por citometria de fluxo e cariotipagem.

9.2.1 Diferenciac¢ao das CTMA

A manutencéo do potencial de diferenciacdo das CTMA sob cultivo € condi¢éo
sine qua non para a obtencdo do efeito terapéutico desejado (HWANG et al., 2008;
STRIOGA et al., 2012). Assim, mesmo ndo compondo o fluxograma proposto para a
triagem dos cultivos dessas células, € apenas por meio da inducdo da diferenciacdo que
sua pluripotencialidade pode ser atestada.

A Sociedade Internacional para a Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy, ISCT), apés empreender esfor¢os na uniformizacdo da denominacao
para as CTM (HORWITZ et al., 2005), indicou entre os critérios minimos para a
demonstracdo da pluripotencialidade das CTM, a inducdo da sua diferenciagdo em
adipdcitos, osteoblastos e condroblastos (DOMINICI et al., 2006).

O registro literario sobre CTM no entanto, contém grande diversidade de relatos
de diferenciacdo (OSWALD et al., 2004; SHIM et al., 2004; DEZAWA et al., 2005; SATO
et al., 2005; KUO, TUAN, 2008; KRAMPERA et al., 2007; PAUNESCU et al., 2007).
Nestes relatos, mesmo quando restrito as CTMA, incluem tipos celulares derivados dos
trés folhetos embrionarios (JEON et al.,, 2006; TIMPER et al., 2006; ANGHILERI et

al.,2008; AURICH et al., 2009; BLANDE et al., 2009).
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No presente estudo, todas as amostras que mantiveram padrao fibroblastéide de
crescimento até P15, bem como a amostra A2 em P13, foram induzidas a diferenciacéo
celular in vitro para as linhagens adipogénica e osteogénica. A coloracao diferencial
permitiu a deteccdo dos depositos lipidicos citoplasméticos tipicos da diferenciagcéo
adipogénica, bem como dos depodsitos extracelulares de cristais de célcio, tipicos da

diferenciacdo osteogénica, em todas as amostras submetidas a diferenciacgéo.

9.2.2 Potencial tumorigeno (Papanicolaou) e Estabilidade cromossdmica
9.2.2.1 Teste do Papanicolaou

Irioda et al. (2011) foram os primeiros a relatar este tipo de aplicagdo da técnica,
incluindo-a como a primeira no algoritmo proposto. Na mesma publicacdo, os autores
também relataram a detecc¢éo de alteragcbes em CTMA humanas.

A técnica de Papanicolaou € uma ferramenta com otima relacdo custo-beneficio
utilizada na prevencédo e diagnéstico do cancer de colo de Utero tendo, por isso, sido
incluida na triagem rotineira da populacdo feminina adulta em diferentes paises
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2011; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2014).
Sua eficiéncia e especificidade séo alvos frequentes de avaliagdo por meio de diferentes
metodologias.

AvaliagOes baseadas na repeticdo do teste, como o de Soost et al. (1991) por
exemplo, estimaram a sensibilidade e especificidade global dessa técnica em = 80,0 %
e = 99,4 %, respectivamente. Estudos utilizando limiares de detec¢éo, como o de Nanda

et al. (2003), apesar de identificarem maior variagdo nos resultados, também obtiveram
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estimativa elevada tanto para sensibilidade (= 70,0 — 80,0 %) quanto para a
especificidade (= 95,0 %).

Na triagem populacional para prevencao do cancer de colo uterino, estudos mais
recentes tém revelado maior eficiéncia de outras técnicas diagnosticas em relacéo ao
teste de Papanicolaou (KARIMI-ZARCHI et al., 2013; WILLIS, HYDE, 2014), contudo,
corroborando o proposto por Irioda et al. (2011), consideramos que esta técnica pode
contribuir significativamente na avaliagcdo de CTM e outras células aderentes em cultivos
para terapias, tanto em razao da sua sensibilidade/especificidade quanto pela facilidade
de execucao (APGAR et al., 2003; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2013).

No presente estudo néo foram identificadas células com nimero alterado de nucleos
e/ou morfologia nuclear atipica em todas as amostras e passagens avaliadas, com o total
de 800 células para as duas patrticipantes do presente estudo.
9.2.2.1.1 Limitacdes do estudo

A técnica de Papanicolaou, quando utilizada na analise de células descamadas da
cérvice uterina, possibilita também a deteccdo de outras alteracdes, cujo arranjo pode
caracterizar tipos distintos de leses (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 1989; APGAR
et al., 2003; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2013). No presente estudo decidiu-se
pela inclusdo apenas das alteraces do numero e de morfologia dos nucleos. Esta
deciséo decorreu do fato de ainda ndo haver padronizacdo do uso dessa técnica para
cultivos de CTM.

Desta forma, evitou-se incorrer em erros de julgamento, resultantes de eventuais
falhas no preparo das amostras ou mesmo devido a ndo capacitagdo do avaliador no uso

da técnica, haja vista que, mesmo para o uso padronizado da técnica, divergéncias de
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julgamento nao sdo incomuns (NANDA et al., 2000; TAVARES et al., 2008; UTAGAWA

et al., 2010).

9.2.2.2 Estabilidade cromossdmica

No presente estudo, foram analisadas 480 células no total das duas participantes.
Para melhor conhecer o tempo em dias mais preciso da fase de metafase das CTMA
para a interrupcéo e estabilizacdo dos cromossomos, antes e ap0s criopreservacao, fez-
se analise de cinética de crescimento celular,

De acordo com a Figura 23, esse melhor tempo foi do oitavo (8) ao nono (9) dia,
apos a segunda troca de meio de cultivo. Assim, sugere-se com essa analise uma diretriz
otimizada para melhor aproveitar o tempo ideal de interrupcdo metafasica.

Apos andlise, ndo foram evidenciadas alteragcdes numéricas e/ou quebras ou
falhas cromossdmicas ou cromatidicas, tanto nos cromossomos metafasicos apos 48 h
de cultivo nas Petakas (controle) e biomatrizes de quitosana-colageno com genipina a
0,75 % vlv, quanto apds 12 meses nos cromossomos metafasicos que foram extraidos
das CTMA criopreservadas.

As anomalias cromossémicas especificas sdo responsaveis por centenas de
sindromes identificaveis na analise e estudo do cariétipo. Elas sdo responsaveis por uma
grande proporcao de perdas reprodutivas, malformacfes congénitas e retardo mental,
desempenhando um importante papel na patogénese de doencas hematoldgicas
malignas, quando adquiridas durante a vida, associadas a neoplasias e, nestes casos,
os estudos dos disturbios cromossémicos sdo importantes para auxiliar o diagndéstico,
prognostico, conduta terapéutica e monitoragdo de tratamento dos pacientes que

apresentam tais alteragcbes (IRIODA et al. 2011).
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O funcionamento normal do sistema genético depende da estabilidade do material
genético contido nos cromossomos (SUMNER et al., 2003). O cari6tipo pode modificar-
se levando a alteragBes genéticas, tais alteracbes podem ser no numero de
Cromossomos quanto na sua estrutura. As alteragfes no nimero de cromossomos pode
levar a euploidia ou aneuploidia. Na primeira forma, ocorre um aumento ou uma
diminuicdo do nimero de genomas em uma célula, temos uma euploidia. Ja no segundo
tipo de mutag&o, ocorre um aumento ou uma diminuigdo de um ou mais cromossomos
no genoma, alterando o cariétipo daqueles que a apresentam (IRIODA et al. 2011).

As alteragbes estruturais modificam a morfologia normal de um ou mais
cromossomos. Tais anomalias cromossOmicas podem afetar cromossomos inteiros ou
segmentos cromossOmicos. Assim, ocorre uma desorganizacdo na estrutura
cromossémica que pode ser observada ao microscopio das seguintes maneiras: -
Delecao ou deficiéncia: envolve a perda de material cromossomico; - Duplicagdo: um
segmento do cromossomo é representado duas ou mais vezes, se o fragmento duplicado
incluir o centrdbmero ele pode ser incorporado ao cariétipo como um cromossomo extra;
Inversdo: envolve a inversdo de 180° de um segmento cromossomico (SUMNER et al.,
2003).

Portanto, no presente trabalho ndo alteracdes ou anomalias cromatidicas e/ou
cromossOmicas  significativas, sugerindo que as biomatrizes apresentam

biocompatibilidade e sao fortemente indicadas para seu uso em terapias translacionais.
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9.2.2.3 Estudo de Imunofenotipagem

A caracterizacdo imunofenotipica da CTMA inclui habitualmente a expressao dos
marcadores CD73, CD90 e CD105; e a auséncia da expressao dos marcadores CD11b
ou CD14, CD19 ou CD79a, CD34, CD45 e complexo maior de histocompatibilidade

classe I, principalmente HLA-DR (DOMINICI et al., 2006; BARKHOLT et al., 2013).

9.3 Estudos Fisico-Quimicos das Biomatrizes
9.3.1 Estudo da Degradacéo

A Degradacdo das matrizes de quitosana-colageno-genipina na presenca de
sangue humano em meio de cultivo diminuiu a medida que aumentou o grau de
intercruzamento da biomatriz com genipina. Isto provavelmente ocorre devido a maior
energia necessaria para a despolimerizacdo da ligacdo cruzada de cadeias de polimero
(covalente de ligacdo cruzada) do que a que apresentou baixo nivel de agente de
reticulacdo. Os resultados encontrados mostram a reticulacéo preferida por meio de NH2
(quitosana) em vez de hidroxila (colageno), portanto, € esperado uma cinética equilibrada
de degradacédo da mistura, uma vez que o colageno que é fisicamente reticulado sofre
uma solvatacao rapida e o quitosana/colageno é covalentemente reticulado e a via de
despolimeriza¢ao fica mais lento durante a degradacéo.

Em comparacdo com os estudos de Chiono et al. (2008), a solubilidade das
matrizes foi aumentando a medida que o grau de intercruzamento com genipina também
foi aumentando, devido ao aumento da vulnerabilidade para dissolver as matrizes pelo
aumento do grau de dissociagdo da quitosana e do colageno com protonac¢ao dos grupos

aminos. Isso revelou que a melhor concentracdo de genipina para a fabricacdo das
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biomatrizes foi de 0,75 % v/v, semelhante aos resultados relatados por Baldwin; Kiick
(2010). Assim, quando o grau de intercruzamento com genipina foi inferior a 0,50 % v/v
a biomatriz ficou muito fragil, com baixa resisténcia, e quando a concentracdo de

genipina foi maior que 1,00 % v/v, a biomatriz rompeu e sairam pedacgos de “flocos”.

9.3.2 Forgas intermoleculares entre quitosana-colageno-genipina

A quitosana reage facilmente por ataque nucleofilico dos seus grupamentos aminos
com compostos carbonilados, formando ligagdo covalente com alguns grupamentos do
coldgeno e da genipina (AROF et al.,, 2010; ANTONOV; MOLDENAERS, 2012). A
miscibilidade da quitosana € devido as interacdes eletrostaticas na forma de ion-ion, ion-
dipolo, e dipolo-dipolo, interacbes de Van der Waals, 1r-elétrons e os complexos de
transferéncia de carga, formando ligacfes ionicas, de hidrogénio e covalentes entre os
componentes poliméricos, produzindo uma energia livre de Gibbs (AG < 0) negativa na
mistura, apesar da elevada massa molecular dos polimeros (DRAGO, 1977; DOMARD;
TARAVEL, 1995; BALDWIN; KIICK, 2010; ISRAELACHVILI, 2011).

Além disso, a quitosana, sendo um polieletrélito, estimulou a expressao “in vitro®
das atividades das CTMA por fatores paracrinos e autdcrinos. J& o colageno tipo | por
meio do site-specific arginineglycine - aspartato (RGD) promoveu a adesdo dessas
células pela ligacdo a receptores de integrina, promovendo assim o crescimento celular,
ancoragem de proteinas e células pela matriz extracelular matriz. Estudos relatados por
Goissis et al. (2012) relataram que a unidade fisica do colageno tipo | designado como
"periodo D" esta envolvida com o controle das atividades bioldégicas que mantém o

microambiente biolégico nos tecidos.
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A miscibilidade da quitosana com o colageno foi devida as interacdes eletrostaticas
na forma de ion -ion, ion -dipolo e dipolo-dipolo, interacdes de Van der Waals, 1- elétrons
e complexos de transferéncia de cargas, formando ligacdes ibnicas, de hidrogénio e
covalentes entre os componentes poliméricos, bem como energia livre de Gibbs negativa
(AG < 0), conforme a literatura de Domard; Taravel (1995) e Israelachvili (2011) na
mistura entre outros polimeros, apesar desses serem de elevada massa molecular.

Os grupos de hidroxiprolina (OH-) do coldgeno podem formar ligacdes de
hidrogénio entre as cadeias e com outros grupos laterais para a formacéo das fibrilas.
Esses grupos laterais também podem formar ligagces de hidrogénio com os grupos -OH
e -NH:z da quitosana. Os grupos terminais - COOH e — NH2 do colageno também podem
formar ligacdes de hidrogénio com -OH e —NHz da quitosana. Nesse sentido, as duas
cadeias poliméricas de quitosana-coldgeno podem entrelacarem-se, formando um
complexo com maior viscosidade (HILL, 1960).

Essa mistura de polications (quitosana) e polianions (coldgeno) pode ter levado a
agregacao espontanea e liberacdo dos contra-ions, aumentando a entropia (AS > 0)
(ISRAELACHUVILI, 2011). Assim, a presenca dos contra-ions, bem como a presenca dos
cations e anions das cadeias poliméricas individuais estimulou as atividades celulares
das CTMA do presente estudo, sem causar estresse celular (auséncia de exossomos na

superficie celular) e perda da quiescéncia dessas células.



108

10 Conclusao

A biomatriz de quitosana-coldgeno-genipina, na concentracédo testada de 0,75 %
mostrou biocompatibilidade em nivel celular e cromossémico, uma vez que permitiu
adesao, proliferacéo e bioestimulos para a expresséo das fun¢des celulares normais, e

ndo causou danos as células tronco mesenquimais adiposas.
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Abstract

To mitigate the Idiopathic dilated cardiomyopathy in the world,
about 16,000 transplants of autologous stem cell allogeneic and 29
000 are performed. In Brazil, the transplantation of autologous bone
marrow stems cells increased by about the 1000 per year. The aim
of this study was to identify shori-term results by intracoronary
infusion of autologous mononuclear layer cells from bone marmow
by SEPAX in patients with idiopathic dilated cardiomyopathy
to examine improvement in Functional Class and Ventricular
Fiection Fraction In the methodoloov of the 15 natients with a

5.7 million people suffer from congestive heart failure, according to
American Heart Association [1,2]. In addition, patients with IDC
in functional class IV have high mortality. To mitigate this problem
in the world, are held about 16,000 transplants of autologous stem
cells and 29,000 allogeneic [1,3]. In Brazil, the transplantation of
autologous stem cells from bone marrow increases about 1000 cases
per year [4].

Hospitalization costs worldwide exceed $ 1 billion annually,
quality of life is poor, and thousands of lives are lost each year [5].
In Brazil, it is estimated that 2.0% of the population are affected by
dilated cardiomyopathy and cardiovascular mortality rate in 2004
was 286 people per 100,000 inhabitants, and the forecast for 2020 of
400 people per 100,000 populations [4].

Dilated cardiomyopathy is a disease with few therapeutic options,
and very often the organ transplantation [5,6,13], and most patients
on the waiting list die before receiving a new heart. Therefore, a
therapy it is necessary to be able to improve heart function and more
accessible to the population is of great interest. Thus, cell therapy with
bone marrow stem cells have shown promising results in the literature
as improvement of life of patients with IDC [1,8,12]. Thus, studies in
ischemic heart disease demonstrated that stem cells obtained from
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Abstract

Chronic Obstructive Lung Disease (COLD) is responsible for
leading causes of mortality and morbidity worldwide, and a
major public health problem worldwide. In addition, COLD is

acenriatard with hinh rnacte In tha ElIl tha tatal direct rocte Af

disease” (Burden of Disease) measured in QALYs (Quality Adjusted
Life Years - metric involving the quantity and quality of years lived), it
is estimated that COLD will the 13th pathology Ranking world in 2004
to 5th in 2030, possibly due to population aging and the
industrialization of low-income countries [7-9].

In addition, COLD is associated with high costs. In the EU, the total
direct costs of respiratory diseases are estimated at 6% of total health
care costs, and that COLD accounts for 56% of these expenditures
(38.6 billion euros). In the United States, the direct costs of COLD are
29,5 billion and indirect costs of the order of 20.4 billion dellars [10].
In Brazil, it is estimated that 5 million Brazilians have COLD,
according to the Bragilian Thoracic Society (BTS) and second
DATASUS, COLD generated in 2010, the National Public Health
Systern, 141,994 hospitalizations that led the 778,428 days of
hospitalization [11]. The total cost of these hospitalizations was R $
92,434,415.51 and 7,937 deaths directly related to COLD. According to
BTA, the prevalence of COLD in Brazil is 15.8% in adults older than
40 years [12].

The main issue related to COLD is cigarette smoking, which are
associated with 95% of cases. Other causative factors include air
pollution, occupational exposure to pollutants and also in alpha-1-
antitrypsin [13-16] disability. In the epidemiological study called
Proyecto Latinoamericano de Investigacion en pulmonary obstruction
(PTATINTIM.

Tatin American  Proiect for the Tnvestioation of
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G- Regras e tabela Durbin-Watson

L

Yo — e )?

=

S

=1
em que 0 £ dw = 4. A distribuicio de dw depende da matriz X. Entretanto, podemos tomar a decisao
comparando o valor de dw com os valores criticos dL e dU da Tabela de Durbin-Watson (Tabela 3.3.2.1).

Assim,

3¢ [0 < dw < dL entdo rejeitamos HO (dependéncial:

sedl < dw < dU entdo o teste & inconclusivo;

se dU < dw < 4-dU entdo ndo rejeitamos HO Gindependéncial;

se 4-dU = dw < 4-dL entdo o teste é inconclusive;

se 4-dL < dw < 4 entdo rejeitamos HO (dependéncial.

Quando [ = duw < df, temos evidéncia de uma correlagio positiva. J4 quando | — ¢y < Jw < 4 a
correlagdo é negativa. Mo caso em gue ndo rejeitamos Hy, temos que ndo existe autocorrelagdo, ou seja, os

residuos sdo independentes. Podemaos também tomar a decisdo pelo p-valor.

Os valores criticos tabelados apresentados na Tabela 3.3.2.1 sdo geralmente utilizados para testar p = ()
versus 0 > (L Desta forma, se para um determinade v utilizarmos os valores da Tabela 3.3.2.1 para testar
g = Dversusp # () oerrotipo | do teste em questio serd 2.

Nivel de MNumero de varidveis explicativas

significincia 1 2 3 4 5

001|081(107| 07|125|05%| 146|049 17|0,39| 1,96

15 0025(0,95|123|083| 14|071|161/059|184|048|209




