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Resumo

Desenvolvido em 1990 por um grupo de pesquisadores do Centro de Estudo de
Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP), no Estado de Sao Paulo, Brasil, o Biopolimero de
Fibrina (BPF) possuia o principal objetivo de ser um adesivo a base de fibrina sem o uso de
sangue humano, a fim de evitar a transmissao de doencas infecciosas por meio deste insumo.
Apoés diversas pesquisas com o BPF, comprovou-se nao somente sua capacidade adesiva,
como também sua acdo coagulante, sua agdo como auxiliar no reparo 6sseo e cartilaginoso
e sua funcdo como arcabouco para células-tronco mesenquimais (CTMs), devido ao fato de
gue o BPF possui uma estrutura tridimensional adequada. Em estudos recentes e ao exercer
essa funcgao, tal material ndo afetou o microambiente bioldgico das células, ou seja, permitiu
a adesdao, proliferacdo e diferenciacdo celular, e aderéncia e crescimento destas. Tais
caracteristicas, apresentadas pelo BPF, sdo desejaveis na maioria dos biopolimeros
utilizaveis, o que ressalta a importancia do aprofundamento das pesquisas com BPF e suas
interagcdes em experimentos in vivo. Assim, no capitulo 1 realizamos uma ampla revisdo na
literatura sobre biopolimeros de fibrina, células-tronco e reparacdo de tecido ésseo. No
capitulo 2 é apresentado o artigo cientifico “Arcabouco de fibrina para células-tronco

mesenquimais como potencial osteogénico”.

Palavras Chave: Biopolimero de Fibrina, Arcabouco, Células-tronco mesenquimais,

Biomaterial



Abstract

Developed in 1990 by a group of researchers from the Center for the Study of
Venomous and Poisonous Animals (CEVAP) in the State of S&do Paulo, Brazil, the
Fibrin Biopolymer (GMP) had the main objective of being a fibrin-based adhesive
without the use of human blood in order to avoid the transmission of infectious diseases
by means of this input. After several investigations with BPF, it was verified not only its
adhesive capacity, but also its coagulant action, its action as an aid in bone and
cartilage repair and its function as a framework for mesenchymal stem cells (MSCs),
due to the fact that the BPF has an adequate three-dimensional structure. In recent
studies and in carrying out this function, such material did not affect the biological
microenvironment of the cells, that is, it allowed cell adhesion, proliferation and
differentiation, and adhesion and growth of these cells. These characteristics,
presented by BPF, are desirable in most usable biopolymers, which underscores the
importance of deepening GMP research and its interactions in in vivo experiments.
Thus, in Chapter 1 we conducted a broad review in the literature on biopolymers of
fibrin, stem cells and repair of bone tissue. In chapter 2 the scientific paper "Fibrin

scaffold for mesenchymal stem cells as osteogenic potential” is presented.

Keywords: Fibrin Biopolymer, Scaffold, Mesenchymal Stem Cells, Biomaterial
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Tecido Osseo

O tecido 6sseo desempenha o papel de sustentacdo e é o principal constituinte do
esqueleto. Suas principais fun¢des sdo suporte e protecdo de 6rgdos vitais. Trata-se de um
tipo de tecido conjuntivo especializado formado por matriz extracelular calcificada, chamada
de matriz 6ssea, e células denominadas ostedcitos, que estdo localizados nas lacunas da
matriz; oesteoblastos, que séo produtores da parte organica da matriz, e os osteoclastos, que
atuam nos processos de remodelacdo 6ssea’.

O osso é um tecido complexo e funciona através de interacdes entre a combinacao de
células, forcas biomecanicas e biofatores?. Devido as renovagdes constantes durante a vida
do individuo o tecido 6sseo é considerado muito ativo, este processo de renovacgéo é chamado
de remodelacao 6ssea ou osteogénese que consiste na remocao do 0sso antigo (reabsorcéo)
e substituicdo por um osso recém formado. Trata-se de um processo fisioldgico que ocorre
em conjuntos celulares, sendo caracterizado pala juncdo das funcbes dos osteoclastos e

osteoblastos?.

1.2. Osteogénese ectopica

A formacao Ossea ectdpica ocorre espontaneamente e a partir do tecido conjuntivo que
ndo esteja associado ao esqueleto®. Este processo de ossificagio ectdpica foi previamente
descrito em varios locais como na pelve renal, paredes de artérias, olhos, musculos e tenddes,
0 gque indica o potencial de muitos tipos de tecido conjuntivo de possuir potencialidade e
capacidade osteogénica latente, raramente manifestada®.

Alguns estudos com osteogénese ectdpica visam esclarecer o papel das células
derivadas da medula éssea neste processo, visto que a osteogénese ja existe localmente no
modelo ortotépico. Portanto, ao estabelecer um modelo de osteogénese ectbpica é possivel
investigar a dindmica e localizacéo de células derivadas da medula 6ssea ao longo do tempo*.
Estas células podem ser recrutadas da medula 6ssea adjacente ao tecido préximo a lesao
durante o processo de cicatriza¢do. Por isso, tornou-se claro que células desta origem estéo
envolvidas na manutencéo e reparacéo de varios 6rgdos in vitro®.

Stiers et al., (2018), desenvolveram e validaram uma técnica de implante ectépico para
regeneragdo 0ssea em camundongos a ser utilizada na engenharia de tecidos. Esta

abordagem néo interferiu nos processos bioldgicos de regeneracéo éssea que ocorrem nestes



implantes. Por meio da técnica de MicroCT, foi possivel o rastreio de células individuais ao
longo de varios dias in vivo®.

Na regido da cabeca e pescoco, 0 enxerto 6sseo autdégeno e os biomateriais artificiais
estdo sendo usados atualmente para tratar defeitos 6sseos causados por traumas, tumores
ou invasdes cirurgicas. No entanto, a disponibilidade de tecido 6sseo para enxerto autbgeno
€ limitada, além da existéncia do risco de infec¢cdo ou invasdo de outros tecidos do
doador. Assim, nos ultimos anos, o tratamento de defeitos 6sseos usando células-tronco
mesenguimais (CTMs) indiferenciadas tem atraido a atencdo®.

1.3. Células-tronco mesenquimais (CTMs), Engenharia de tecidos e

Polimeros biodegradaveis.

As CTMs derivadas de medula 6ssea (CTM-MO), sao células estromais multipotentes
com capacidade de diferenciacdo em diversos tipos de células, incluindo osteoblastos,
condrdcitos, midcitos e adipdcitos’. A diferenciacdo de CTM-MO em células osteogénicas /
osteoprogenitoras € um método terapéutico promissor capaz de promover nova formacao
Ossea e cicatrizar fraturas. A aplicacéo direta de CTMs em cirurgia aberta tem sido relatada
com resultados encorajadores em pacientes com cicatrizacdo tardia da fratura 6ssea. A
engenharia de tecido 6sseo a base de CTMs com fatores osteoindutores efetivos é necessaria

para melhorar a neoformacéo éssea e a regeneracéo éssea’.

Figura 1. Morfologia das CTMs em garrafa de cultivo.

A engenharia de tecidos é um ramo promissor da medicina regenerativa, entretanto, sua
aplicagédo clinica permanece limitada, pois o conhecimento detalhado acerca dos processos
de reparo in vivo ainda possui limitagdes®. Trata-se de uma area cientifica interdisciplinar, que
visa restaurar ou melhorar as funcgdes biolégicas de tecidos danificados, ou de tecidos que

ndo sdo mais capazes de realizar a sua fungao®.



Abrangendo conhecimentos de diferentes areas da ciéncia e engenharia de materiais,
biolégica e médica, a técnica envolve a expansao in vitro de células vidveis do paciente doador
sobre arcaboucos de polimeros biodegradaveis™®.

Estes polimeros biodegradaveis ou biomateriais, conhecidos como scaffolds (suportes,
matrizes tridimensionais, arcaboucos, estruturas, dentre outros)!!. Sdo utilizados como
suporte tridimensional que abrigam as células e moléculas biologicamente ativas. Estes
arcaboucos ajustam e orientam o crescimento celular, permitindo a regeneracao do tecido sob
esta estrutura tridimensional 111,

Um arcabouco ideal deve atender aos seguintes critérios: (a) ndo possuir um polimero e
nem os produtos da sua degradacao téxicos, (b) possuir excelente biocompatibilidade (ISO
10993-1)°® com células cultivadas, (c) apresentar boas propriedades mecéanicas e de
flexibilidade, (d) biodegradabilidade controlada, (e) ser facilmente formado como uma
estrutura porosa, e (f) possuir propriedades termoplasticas apropriadas?*?.

Os arcaboucos utilizados pela engenharia de tecidos sédo divididos entre naturais e
sintéticos. Os arcaboucos naturais incluem os PHAs (familia de poliésteres biodegradaveis
sintetizados por bactérias como compostos de carbono e armazenamento de energia
intracelulares), o colageno, a quitosana e a fibrina, os quais sao biocompativeis e apresentam
resultados promissores quando utilizados como arcaboucos para engenharia de tecidos*®. Os
arcaboucos sintéticos, tais como acido poliglicélico e PLA (acido polilactico), tém sido
amplamente utilizados em suturas, stents médicos e como auxiliares na liberagcéo controlada
de drogas®®.

As principais func¢des dos arcaboucos sao: (a) proporcionar integridade estrutural e definir
0 espaco potencial para a engenharia de tecidos, (b) orientar o processo de reestruturacéo, o
gual envolve a proliferacédo de células do doador e o crescimento do tecido do hospedeiro, (¢)
manter uma distancia apropriada entre as células do parénquima para a difusdo de gases e
nutrientes *°.

A engenharia de tecidos, juntamente com a tecnologia do uso de CTMs, tem mostrado
bons resultados quando associados com arcaboucos de selante de fibrina. Wittmann et al.,
(2013), utilizaram tais abordagens para o desenvolvimento de tecido adiposo, onde a
combinacgdo de células estaminais do proprio tecido adiposo e selante de fibrina se mostrou
estavel, um dado importante uma vez que o tecido adiposo é utilizado em processos de
correcéo de deformidades?®.

O sucesso da combinacdo de CTMs da medula 6ssea e selante de fibrina mostrou-se
positivo por fornecer novas maneiras de promover a cicatrizacédo de feridas!’. Kajbafzadeh et
al., (2014), relataram resultados positivos da associagdo de células do prepucio sobre um
arcabouco de selante de fibrina para reconstrucéo da uretra em coelho. Esta associagéo se

mostrou uma alternativa confiavel para a reparacéo de defeitos uretrais segmentares®®.



O selante de fibrina como arcabouco associado ao fosfato de b-tricélcio (b-TCP), uma
espécie de proteina osteoindutora, e células tronco, mostrou-se eficaz como arcabougo
tridimensional para o crescimento 6sseo®. Em um estudo sobre reparo de lesGes craniofaciais
obteve-se resultados satisfatérios, com uso do selante de fibrina associado com a proteina
6ssea morfogenética (BMP) secretoras derivadas de células estaminais musculares®.

O selante de fibrina € um material com propriedade hemostatica composto por
fibrinogénio e trombina. Essa propriedade hemostatica foi relata por Bergel (1909), e a partir
deste muitos outros estudos corroboraram para tais conclusées. Yong e Medawar (1940),
relataram o uso do fibrinogénio como adesivo para os nervos periféricos; Cronkite et al.,
(1944), associaram a trombina bovina com fibrinogénio em plasma para melhorar técnicas de
enxerto de pele e Matras et al.,, (1972) trabalharam com uma forma concentrada de
fibrinogénio que posterirormente contribuiria para a producdo comercial do selante de
fibrina21'22'23'24.

O conceito de utilizacdo de selantes de fibrina para aproximar as bordas da pele em
feridas ou produzir aderéncia para outros tecidos é relativamente novo. Na esséncia, ha trés
tipos basicos de selantes de fibrina: autélogos, homélogo (ambos obtidos a partir de
crioprecipitado) e sintético / comercial?®.

Mesmo com os beneficios e facilidades no uso do selante, o seu uso clinico e aplicacbes
futuras esbarraram, inicialmente, na utilizacdo de sangue humano?®. Spotnitz et al.(2010)
relataram trés casos de transmissao de parvovirus B19 associados com selantes de fibrina
comerciais no Japao, este virus é particularmente dificil de remover a partir do plasma?’.

O selante produzido de fibrinogénio a partir de plasma humano, trombina bovina, cloreto
de célcio e a aprotinina (um agente antifibrinolitico), teve a sua comercializacdo proibida
inicialmente pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, devido ao risco
de transmiss&o de doencas virais como hepatite e HIV?8,

Adesivos autélogos, ou seja, utilizando fibrinogénio a partir de sangue do proprio
paciente, € uma alternativa para evitar problemas, visto que minimiza o risco de transmissao
de doencas infecciosas e reacdes alérgicas?®®; porém, sua utilizacdo esta limitada a
procedimentos cirargicos eletivos e programados, impossibilitando sua utilizacéo na cirurgia
de emergéncia?®.

Nos ultimos 20 anos n&o tem sido relatados na literatura mundial casos de transmissdes
de HIV e hepatite por meio da utilizagcdo do selante de fibrina convencional, devido
evidentemente a métodos de prevencao virais como a triagem viral (sorologia e reacdo em
cadeia da polimerase — PCR) e métodos de reducéo virais, incluindo filtragéo, tratamento pelo
calor (agquecimento seco ou vapor, pasteuriza¢ao), limpeza, precipitacdo, tratamento de pH e

cromatografia®°.



Nao so6 o fibrinogénio humano pode trazer riscos a saude se ndo forem adotadas as
especificacbes de seguranca adequadas. A trombina bovina, utilizada inicialmente para
reduzir os custos, pode levar a uma rejeicdo, pois alguns receptores podem desenvolver
anticorpos contra a trombina bovina 313233,

Tendo em vista estas desvantagens, um Biopolimero de Fibrina- BPF (chamado de
Selante Heter6logo de Fibrina até 2016) foi desenvolvido em 1990 por um grupo de
pesquisadores do Centro para o Estudo de Venenos e Animais Pegonhentos (CEVAP), no
Estado de Sdo Paulo), Brasil *. O objetivo principal era produzir um adesivo fibrina sem o uso
de sangue humano, para evitar a transmissao de doencas infecciosas. Seus componentes
eram uma serino protease (uma enzima semelhante a trombina) extraida do veneno das
cobras Crotalus durissus terrificus e um crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido do
sangue de bufalos Bubalus bubalis. Este novo bioproduto tem sido usado como coagulante,
selante, adesivo e, recentemente, como suporte de células tronco mesenquimais e reparo

6sseo e cartilaginoso®4,%.

1.4. O Biopolimero de fibrina (BPF) obtido a partir do veneno de serpente.

A primeira avaliacdo da aplicacdo do BPF na estética da formacdo de cicatriz mostrou
excelente resultado para a area de adesdo; além disso, 0s pacientes ndo apresentaram
efeitos tdxicos locais ou sistémicos®®. O BPF obtido a partir do veneno de serpente
demonstrou, além de possuir menor custo de producdao, ter facil aplicacao e ser viavel para
utilizacdo em modelos animais®. O uso deste biopolimero traz inlmeras vantagens por se
tratar de um polimero biol6gico biodegradavel, ndo produzir reacdes adversas, hdo transmitir
doencas infecciosas, ndo conter sangue humano, possuir boa capacidade adesiva e potencial
de aplicagdo como uma opcéo adicional nos procedimentos de sutura convencional®®.

Barbosa et al., (2007/2008) realizaram estudos com o BPF, onde o bioplimero foi usado
com sucesso para imobilizar enxertos gengivais livres, em comparagdo com uma série de
enxertos suturados, indicando que este bioproduto pode representar uma alternativa as
suturas convencionais em procedimentos de enxertos gengivais®’38,

Vicente et al., (2007) compararam a eficacia da coaptagcdo com o BPF derivado do veneno
de serpente na reparacdo do nervo fibular. Dez ratos Wistar tiveram seu nervo esquerdo
seccionado e reparado imediatamente com o selante de fibrina, enquanto o nervo direito foi
utilizado como controle. Os nervos que foram reparados com o selante foram mielinizados e
tiveram as fibras nervosas reparadas, com uma grande quantidade de tecido conjuntivo no
espaco extracelular. Este processo mostrou uma interrupcéo da hemorragia e a recuperacéo

funcional da estrutura do nervo®°.



O BPF apresentou, também, resultados satisfatérios no tratamento de Ulceras venosas.
O resultado da aplicacdo do selante foi o preparo para o leito da ferida, diminuicdo da dor,
além da facilidade de aplicacdo®’. Aplicado em feridas de ratos Wistar diabéticos, o
biopolimero apresentou resultados significativos em relacdo ao aumento na vascularidade na
regido da aplicacdo, o que pode acelerar o processo de cicatrizagdo*’.

Estudos realizados por Barbizan et al. (2013) com fémeas de ratos Lewis demostraram a
eficiéncia do BPF na recuperacdo motora e na preservagao sinaptica de cirurgia reparadora
de avulsdo de raiz ventral, na interface do sistema nervoso central. Além de auxiliar na
neuroprotecdo e preservacdo da rede sinaptica, o biopolimero reduziu a reagéo astroglial
aumentando os niveis de RNA mensageiro (RNAm) para as neutrofinas e citocininas,
substancias estas que podem contribuir para a melhora da fungdo motora®?.

latecola et al. (2013) constataram em seus estudos a capacidade osteocondutora deste
novo selante na reparagdo de defeitos no cranio em ratos Wistar machos. Essa capacidade
osteocondutora pode representar um interessante recurso, aplicado nas cirurgias de
reconstrucdo dssea*.

A estrutura tridimensional do BPF € importante pois pode ser utilizada como suporte para
CTMs. Em estudos realizados por Gasparotto et al., (2014), o BPF néo afetou o microambiente
biolégico das células, ou seja, ndo houve prejuizo na adesdo celular, proliferacdo ou
diferenciacéo e permitiu a aderéncia e o crescimento de CTMs. Estes resultados indicam o
BPF como candidato a polimero biodegradavel e adequado para células-tronco em diversas
necessidades, principalmente em técnicas de engenharia de tecidos * %, Tal funcéo de
arcabouco também foi descrita com sucesso por Orsi et. al. (2017), ao utilizar o BPF como

arcabouco para CTMs, na regeneracdo 6ssea de ratos com osteoporose®®.




Figura 2. Fotos de Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) onde é posssivel a observagéo da rede de
fibrina tridimensional do BPF. (A) aumento 500X; (B) aumento de 2000X; (C) aumento 7000X onde é possivel
observar a presenca de CTM no poro da malha do BPF. Fonte: Capuano, 2018.

1.5. Biopolimeros e resposta inflamatéria

No que se refere a engenharia de tecidos, a atuacdo dos macréfagos € extremamente
importante devido a sua associacdo a danos teciduais, embora também tenham um papel
critico na defesa do hospedeiro e no reparo tecidual*®. Os macréfagos sdo divididos em duas
classes. Os Macréfagos M1, que inicialmente séo recrutados para locais de lesdo, porém se
seus efeitos forem prolongados, podem levar a inflamacao cronica que impede o reparo
normal dos tecidos. Estes macrofagos M1 séo caracteristicamente descritos pela liberacdo de
citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-a e IL-13%.

Alternativamente, os macroéfagos ativados, também denominados M2, possuem funcdes
anti-inflamatorias e expressam altos niveis de receptor de manose (CD206), arginase e
Interleucina (IL-10). Os M2 podem ajudar a superar a inflamacdo e devido a sua alta
capacidade de depuracdo endocitica mediam a cicatrizagdo de feridas, a remodelagédo e o
reparo tecidual®’.

Rammal et al. (2018) utilizaram uma combinacgéo de fosfatos de calcio e polissacarideos
e observaram uma resposta precoce modulada por macréfagos e mondcitos em biomateriais
semelhantes ao em 0sso. Os testes resultaram na secrecdo de fatores de crescimento pré-
cicatrizacdo de VEGF e TGF-B, TNF-a, MCP-1, mediadores pro- inflamatérios IL-6 e IL-8, mas
também anti-1L-10%,

Reeves et al. (2015) utilizaram biomateriais de seda para controlar a ativagéo cronica de
qualquer tipo de macréfagos, o que tem sido implicado em varias doencas. Métodos para
controlar localmente a polarizacdo de macrofagos sdo de grande interesse para implantes
biomédicos e engenharia de tecidos. Para esse fim, a proteina da seda foi usada para formar

filmes biopoliméricos que liberam IFN-y ou IL-4 para controlar a polarizacdo de macréfagos®.



Tal estudo, ao comparar o remodelamento tecidual e as respostas inflamatorias da
cartilagem artificial construida com células-tronco mesenquimais da medula 6ssea,
condrécitos ou ambos, e um estudo realizado com porcos Jinping et al. (2016), demonstraram
gue a cartilagem modificada com CTM-MO promoveu a polarizacdo M2 de macrofagos com
fendtipos antiinflamatérios, incluindo a regulacéo positiva de CD206, aumento da sintese de
IL-10, diminuicdo da secrecdo de IL-1B e alteragcdes na expressao génica indicativa da
transicdo M1 para M2. Foi sugerido que as constru¢bes semeadas com CTM-MO tém o
potencial de melhorar a inflamacdo induzida por estrutura de suporte e melhorar a
regeneracao do tecido cartilaginoso através da polarizacdo M2 de macréfagos®.

Todas as estratégias aqui descritas visam oferecer abordagens para a utilizacdo de
biomateriais e para direcionar a polarizacdo de macréfagos e melhorar as técnicas de
engenharia tecidual.

2. JUSTIFICATIVA

Tradicionalmente, o enxerto 6sseo autélogo é a primeira escolha para corrigir a falha
Ossea, pois estes enxertos sdo livres de problemas imunogénicos e absolutamente
biocompativeis, por serem oriundos do proprio paciente. As desvantagens sdo a fonte de
doadores limitada, morbidades no sitio doador e a sobrevida variavel do enxerto 6sseo”.

Desta maneira, este projeto foi motivado e desenvolvido pela necessidade de estudar
uma nova alternativa minimamente invasiva para a regeneracdo de 0sso autdbgeno na
correcdo e reconstrucdo de defeitos ésseos. O BPF derivado de veneno de serpente,
apresentou excelentes resultados em diversas pesquisas com 0sso0s, além de seu uso em
variados tipos de tecidos. Objetivamos, portanto, estudar o quanto este biomaterial pode ser
eficaz quando utilizado como arcaboucgo tridimensional de CTMs visando a neoformagéo

Ossea exodgena.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo do arcabouco derivado de veneno de serpente
como arcabouco bioldgico tridimensional associado & CTMs e 0sso homodlogo particulado
como potencial produtor osteogénico, apés aplicacdo da associacdo no espaco subcutaneo
do dorso de ratos.



3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a neoformacgéo 6ssea por meio de andlise histoldgica;
e Avaliar, por meio de gRT-PCR, o perfil de citocinas envolvidas nos processos de
resposta imune do hospedeiro (Anexo 4).
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Resumo

O Biopolimero de Fibrina (BPF) possui uma estrutura tridimensional adequada para utilizacédo
em técnicas de engenharia de tecidos. Sua utilizacdo tem-se mostrado promissora em
diversos estudos. O uso do BPF traz inUmeras vantagens, pois trata-se de um polimero
bioldgico biodegradavel que ndo produz reacbes adversas, ndo transmite doencas e possui
facil aplicacdo. Com o objetivo de avaliar a capacidade do BPF como arcabouco para células-
tronco mesenquimais (CTMs) na formacdo Ossea ectopica, foram combinadas diferentes
associacfes de BPF + CTMs e CTMs Modificadas (CTM-MO), divididas em 3 grupos de 8
animais cada: Grupo 1- BPF + Osso homologo particulado; Grupo 2- BPF + CTM-MO + Osso
homologo particulado e Grupo 3- BPF + CTMS diferenciadas + Osso homadlogo particulado.
Estas associacfes foram aplicadas subcutaneamente no dorso de ratos Wistar de 3 meses
de idade. Ap6s 35 dias, o tecido formado foi coletado e submetido a andlise histolégica. Dos
trés grupos experimentais, apenas 0s grupos 1 e 2 apresentaram material para andlise, ja no
grupo 3 o material ndo foi encontrado. As analises do grupo 2 mostraram a intensa resposta
inflamatdria, a qual certamente contribuiu para a falta do enxerto observada no grupo 3, em
conjunto com o uso de CTMs diferenciadas em 0sso. Concluimos, portanto, que o BPF
cumpriu de forma eficiente a funcdo de arcabougo pois manteve-se estavel tempo suficiente
para que ocorresse a formagao de um novo tecido.

Palavras Chave: Biopolimero de Fibrina, Arcabouco, Células-tronco mesenquimais, Osso
ectopico
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1. INTRODUCAO

A engenharia de tecidos € um ramo promissor da medicina regenerativa, entretanto, sua
aplicacao clinica necessita de conhecimento profundo dos processos de reparo in vivo ainda
possui limitagcdes®. E uma &rea cientifica interdisciplinar, que visa restaurar ou melhorar as
funcdes bioldgicas de tecidos danificados ou que ndo sdo mais capazes de realizar a sua
funcdo®. Abrangendo conhecimentos de diferentes areas da ciéncia e engenharia de
materiais, bioldgica e médica, a técnica envolve a expansao in vitro de células viaveis do
paciente doador sobre arcaboucos de polimeros biodegradaveis®.

Estes polimeros biodegradaveis, ou biomateriais, sdo conhecidos como scaffolds
(suportes, matrizes tridimensionais, arcaboucos, estruturas, dentre outros)!!. Séo utilizados
como suporte tridimensional que abrigam as células e moléculas biologicamente ativas. Estes
arcaboucos ajustam e orientam o crescimento celular, permitindo a regeneracao do tecido sob
esta estrutura tridimensional *4. Um arcabouco ideal deve atender aos seguintes critérios: (a)
nao pode ser um polimero ou gerar produtos da sua degradacéo téxicos, (b) possuir excelente
biocompatibilidade com células cultivadas, (c) apresentar boas propriedades mecéanicas e de
flexibilidade, (d) biodegradabilidade controlada, (e) ser facilmente formado como uma
estrutura porosa, e (f) propriedades termoplasticas apropriadas®.

Devido a uma demanda do mercado por um biopolimero que atendesse as necessidades
e tivesse uma boa intera¢do na aplicacédo in vivo, foi desenvolvido em 1990 por um grupo de
pesquisadores do Centro para o Estudo de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP), no
Estado de S&o Paulo, Brasil o Biopolimero de Fibrina (BPF)®’. O objetivo principal deste grupo
era produzir um adesivo a base de fibrina sem o uso de sangue humano, para evitar a
transmissao de doencas infecciosas®’. Seus componentes eram uma serino protease (enzima
semelhante a trombina) extraida do veneno das serpentes Crotalus durissus terrificus, e um
crioprecipitado rico em fibrinogénio extraido do sangue de bufalos da espécie Bubalus bubalis.
Este novo bioproduto tem sido usado como coagulante, selante, adesivo e, recentemente,
como suporte de células tronco mesenquimais no reparo 6sseo, cartilaginoso e tendineo’.

Gasparotto et al. (2014) e Orsi et al. (2017) relataram que ao utilizar o BPF como
arcabouco para CTMs, este ndo afetou o microambiente biologico das células, ou seja, ndo
afetou sua adeséo, proliferacdo ou diferenciagdo e permitiu o crescimento destas células,
além de oferecer biocompatibilidade, biodegradabilidade e alta afinidade com superficies
biolégicas. Estes resultados indicam o BPF como candidato a polimero biodegradavel
adequado para células-tronco em diversas necessidades, principalmente em técnicas de

engenharia de tecidos 8°.
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Mediante a estes resultados, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atuacdo do
BPF como arcabouco para CTMs e 0sso homologo na formacgéo de osso ectdpico, bem como
as respostas do sistema imune do hospedeiro a estas interacoes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Biopolimero de Fibrina (BPF)

O BPF derivado de veneno de serpente foi cedido pelo Centro de Estudos de Venenos e
Animais Peconhentos da UNESP (CEVAP), cujos componentes e formula de aplicacdo
constam das suas patentes (NUmeros do registro: BR1020140114327 e BR1020140114360).
Os componentes do BPF foram previamente descongelados e, no momento do uso,

reconstituidos, misturados e aplicados de acordo com o protocolo do presente trabalho.

2.2. Obtencdao das células tronco mesenquimais (CTMs)

Os procedimentos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacado Animal (COBEA).
O presente projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentag&o
Animal (CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, protocolo CEUA 1137-2015,
(Anexo 1).

Foram utilizados 4 ratos (Rattus norvegicus) machos, da linhagem Wistar e com 21 dias
de idade como doadores de medula éssea. Os animais utilizados nesta pesquisa foram
provenientes do biotério do Laboratério de Medicina Experimental da UNESP, Campus de
Botucatu - Sdo Paulo.

As células extraidas da medula 6ssea (CTM-MO) foram obtidas a partir dos fémures dos
ratos doadores ap6s a eutanasia com sobredose de Xilazina (Vetbrands®) e Ketamina
(Ceva®). Os fémures coletados foram depositados em tubos cbnicos de 15mL e submetidos
a centrifugacdo por 10min a 1500 rpm (340G) em temperatura ambiente. Apos a centrifugagéo
o precipitado celular foi ressuspendido em 1 mL de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium®) alta glicose, suplementado com soro fetal bovino 10% (Sigma-Aldrich Brasil Ltda®),
anfotericina B 0,1% e estreptomicina 0,1%.

Apo6s a completa diluicdo do precipitado, o conteudo foi transferido para uma garrafa de
cultivo celular de 25 cm contendo 4 mL de meio suplementado e armazenada em estufa de
cultivo celular com CO; a 37 °C e 5% de umidade, onde permaneceu até a confluéncia celular
e posterior passagem celular (repique), que acontece de forma exponencial dobrando-se a
guantidade de células da passagem anterior. Este processo foi repetido até as células

cultivadas atingirem a 5% passagem, momento em que foram utilizadas no experimento.
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2.3. Caracterizagdo da linhagem celular

Parte das células obtidas a partir do cultivo primario (coletadas diretamente da medula
Ossea), foram submetidas a diferenciacdo celular de acordo como o seu potencial de
diferenciagéo in vitro, em linhagens osteogénica e adipogénica.

Ao atingirem confluéncia de 80%, As células em cultivo primério foram transferidas para
a 12 passagem em uma placa de seis pocos. ApGs a adesdo celular o meio DMEM
suplementado foi substituido pelo meio de diferenciacdo correspondente a linhagem a ser
diferenciada, de acordo com o protocolo do fabricante, e mantido em estufa de cultivo celular
com CO; a 37 °C e 5% umidade.

2.3.1. Linhagem osteogénica

Para a diferenciagdo em linhagem osteogénica foi utilizado o meio de cultivo contendo
90% de StemPro Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium, 10% de StemPro
Chondrogenesis Supplement (Gibco™), 0,1% de estreptomicina e 0,1% de anfotericina B.
Este meio foi trocado a cada trés dias por 12 dias. Apos este periodo, o meio foi descartado
e as células foram fixadas com alcool 70%, lavadas com agua destilada e coradas com 2 mL
de Alizarin Red (Sigma-Aldrich Brasil Ltda). Apds adi¢do do corante incubou-se as células por
30 minutos em temperatura ambiente. Transcorrido este tempo, o corante foi lavado 4 vezes

com 4gua destilada e as células foram observadas no microscopio.

2.3.2. Linhagem adipogénica

Na diferenciacéo para linhagem adipogénica foi utilizado o meio diferenciacédo especifico
contendo 90% de StemPro Adipocyte Differentiation Basal Medium, 10% de StemPro
Adipogenesis Supplement (Gibco™), 0,1% de estreptomicina e 0,1% anfotericina B. Este meio
foi trocado a cada trés dias por 10 dias. Apds este procedimento, as células foram fixadas em
paraformaldeido 4%, lavadas com PBS e agua destilada e, em seguida, foi adicionado 2mL
de Oil Red-O Solution (Sigma-Aldrich Brasil Ltda). As células foram incubadas por 40 minutos
em temperatura ambiente. Apés este periodo foi removido o corante e lavou-se 3 vezes com
agua destilada. Em seguida adicionou-se 2 mL de solucdo de Hematoxilina durante 15
minutos para marcagao do nucleo. Os pocos foram lavados com agua destilada para posterior

observacao no microscopio.

2.4. Caracterizacao das CTMs por Citometria de Fluxo
As CTMs provenientes do cultivo de quarta passagem foram caracterizadas por
Citometria de Fluxo, utilizando citbmetro de fluxo FACS Calibur (BD®), no Laboratério de

Citometria de Fluxo do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.
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Para a realizacdo da marcacao, foi realizado um ajuste para que a suspensao celular
fosse de 2 x 10* células para cada teste realizado. As células foram distribuidas em tubos
Falcon BD®, especificos para Citometria de Fluxo.

Foram utilizados os marcadores positivos: CD90/Thyl, ICAM1 e marcadores negativos
Cb11b, MHC-CLASS Il CD34, CD45; também foi realizado um controle contendo somente
células sem marcacao.

Os anticorpos foram adicionados a uma diluicdo de 1:10 e, em seguida, as amostras
foram incubadas em temperatura ambiente por 30 minutos. Apés a incubacéo, lavou-se as
células com 1mL de PBS e centrifugou-se a 1500 rpm (340 G) por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado, e o precipitado ressuspendido com 1mL de PBS. Em seguida os tubos foram

lidos em Citdbmetro de Fluxo.

2.5 Procedimento experimental in vivo
2.5.1 Animais

Para o estudo proposto foram utilizados 32 Ratos (Rattus norvegicus) machos, da
linhagem Wistar, pesando aproximadamente 4509 e provenientes do Biotério do Laboratério
de Medicina Experimental, da UNESP, campus de Botucatu - S&o Paulo. Os animais foram
aclimatados as condicbes do biotério, o qual constava de uma temperatura ambiente
controlada de 21 £ 2 °C e um ciclo de claro-escuro de 12/12 horas. Os ratos foram
acondicionados em caixas apropriadas e separados por grupo, recebendo alimentacdo com

racdo de manutencdo Labina-Purina® e agua corrente ad libitum.

2.5.2 Desenho experimental
Os animais receberam, por via subcutanea, as seguintes associa¢des de componentes:
e Grupo 1: BPF + Osso homdlogo particulado*;
e Grupo 2: BPF + CTM-MO + Osso homélogo particulado;

e Grupo 3: BPF + CTMs pré-diferenciadas + Osso homoélogo particulado.

*O 0sso homdlogo particulado foi retirado de 3 ratos da linhagem Wistar, com 3 meses
de idade. Foram selecionados as tibias e fémures dos animais doadores, e 0s 0ssos foram
triturados, pesados e inseridos nos animais de acordo com as respectivas associacdes
(Figura 1).
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Figura 1. (A) Tricotomia pré-incisdo; (B) Incisdo cirlrgica com acesso subcutédneo para a
aplicacdo do BPF e associagfes; (C) Ossos retirados dos animais doadores; (D e E) Ossos
particulados para atuagdo como indutores; (F) BPF; (G e H) BPF, associacdes e inser¢cdo nos

animais receptores.

2.5.3. Procedimento cirtrgico para a aplicacdo do BPF com as respectivas
associacoes

Os animais foram pesados e anestesiados por anestesia geral e inalatéria com Isoflurano
(BioChimico®). Ap6s inducdo anestésica, os animais foram posicionados em dectbito ventral
e realizou-se a tricotomia da regido de interesse. Apés a tricotomia realizou-se um inciséo de
1cm na pele na regido do dorso do animal, abaixo do pescocgo (figura 1).

Os animais foram divididos em grupos de acordo com o desenho experimental descrito
no item 5.2, sendo 8 animais por grupo. As respectivas misturas\associacdes, foram
fracionadas e misturadas em uma placa de cultivo celular estéril. Com o auxilio de uma pinca
o0 material foi devidamente homogeneizado e inserido no espaco conjuntivo frouxo, entre o
paniculo carnoso e fascia muscular.

O procedimento experimental/cirdrgico foi padronizado para todos os grupos. Os animais
selecionados possuiam 3 meses de idade, pesavam aproximadamente 450g e tiveram
aplicacdes no subcutédneo de 1g de BPF, 500 mg de osso particulado e, para o0 grupo com
célula, 1x10° células.

Apobs a cirurgia foi realizada a sutura e 0s animais retornaram ao biotério e receberam
alimento e 4gua ad libitum para sua completa recuperacdo. Receberam, analgesia pos-
operatéria com Flunixin-meglumine (Chemitec®) 2 mg/kg 2x ao dia, intramuscular durante dois

dias.

2.6. Imageamento In Vivo e Tomografia computadorizada

Para confirmar a posi¢cdo das associagfes aplicadas, foi realizado uma andlise para
localizar o enxerto logo a ap6s a cirurgia, no equipamento de imageamento in vivo modelo
MS FX PRO — Bruker do Laboratorio de Regeneracdo Nervosa - Instituto de Biologia —
UNICAMP. Vinte e quatro horas ap6s a cirurgia, realizou-se uma tomografia micro-
computadorizada no Departamento de Diagndstico por Imagem da Faculdade de Medicina
Veterinaria —-FMVZ-UNESP, Botucatu-SP.

2.6.1. Marcacéao celular
As células-tronco mesenquimais previamente cultivadas foram incubadas com nano
marcadores cristais Qtracker 800 Cell Labeling Kit (Q25071MP — Life Technologies®). Para
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isso, acrescentou-se 1 pL da solugcédo A e 1 uL da solucao B para cada 1 milhdo de células a
serem marcadas, ap6s 5 min. Em temperatura ambiente, foi acrescido 200 pL de meio DMEM
e entdo colocado 30 s no vortex. Acrescentou-se essa solucao ao precipitado celular, e

incubou-se em estufa a 37°C por uma noite.

2.7. Avaliacao histologica

O material coletado do subcutédneo dos animais, apés 35 dias (periodo padronizado p6s
testes preliminares) foi pesado, descalcificado e fixados com formol 10% por 24h e
descalcificadas em acido férmico por aproximadamente 30 dias. As amostras foram lavadas
em agua corrente durante a noite, desidratadas em alcool etilico, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Foram obtidos cortes transversais semi-seriados 5um do tecido 6sseo

e corados com Hematoxilina e Eosina (HE), Masson e Picrossirius.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O procedimento cirdrgico, estabelecido para todos os grupos, foi baseado no desenho
experimental proposto por Yamada et al. (2003). Para a confirmacéo da posicdo do material
inserido no dorso dos animais foram realizados os procedimentos de Imageamento in vivo
com células previamente marcadas com o nano marcador Qtracker 800 Cell Labeling Kit
(Q25071MP - Life technologies) e previamente caracterizadas (Anexo 2). A analise de
imageamento foi realizada logo apés a cirurgia. Devido a impossibilidade de acompanhar a
evolucao do processo cirtrgico pela analise fluorescéncia das células marcadas, realizou-se

uma tomografia 24h pds cirurgia, como objetivo de confirmar a posicao do enxerto.



Figura 2. (A) Fluorescéncia da cirurgia no dorso, indicando a mistura da associagao das células marcadas
com o nano cristal Qtracker, BPF e osso homdlogo; (B) Raio x com sobreposi¢do daimagem de florescéncia
cirurgia no dorso; (C) Imagem de florescéncia cirurgia no dorso, sem background.

Figura 3. Tomografia realizada 24h p6s cirurgia para a confirmacgao da localizacéo do enxerto.
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ApOs o periodo de 35 dias os animais foram submetidos a novo procedimento cirirgico
para a retirada do material formado. O material removido foi pesado e preparado para
histologia. No grupo 1, o peso final do material inserido foi menor quando comparado a
associacéo inicial com BPF, mas quando comparado ao peso de 0sso inicial (500 mg) foi
maior, um indicativo da formac&o de novos tecidos (tabela 2- anexo 3).

No grupo 2, os animais apresentaram resultados que diferiram do grupo 1: O peso final
nao foi maior quando comparado ao volume inicial de 0sso para todos 0s animais, 4 animais
apresentaram peso final maior que o volume inicial de 0sso e 2 ndo (tabela 3- anexo 3). Neste
grupo, a adicdo de células contribuiu para uma maior resposta inflamatéria e uma rejeicéo do
enxerto, causado pela resposta imune do animal receptor. Este processo de rejeicdo também
foi observado no grupo 3, o qual possuia células previamente diferenciadas em ostedcitos
onde, dentre os 8 animais utilizados, nenhum apresentou resultado a ser analisado; ou seja,
0 material inserido nao foi encontrado.

Quando biomateriais sdo implantados in vivo, uma série de reacdes bioldgicas é
desencadeada. No entanto, a resposta do primeiro hospedeiro aos implantes é uma resposta
imune inata (reacdo de corpo estranho)!!. Varios tipos de células imunes sdo recrutadas
sequencialmente para o local do implante e desencadeiam reac¢des imunes. Todavia, uma
resposta imunoldgica aguda ou grave ira prejudicar o processo de osteogénese e resultar no
encapsulamento do implante!2. Em contraste, uma resposta imune antiinflamatéria adequada
induzida pelo implante é benéfica para reparo 6sseo e angiogénese®. Assim, um biomaterial
imunomodulador que pode regular células imunes para secretar citocinas osteogénicas e
manter um microambiente imune ideal para o reparo 6sseo deve ser promissor em aplicacdes
clinicas®®.

Nos transplantes alogénicos em terapias com uso de CTMs, antigenos de
histocompatibilidade maiores e menores de células podem ser reconhecidos como estranhos
e levar a sua rejeicdo pelo sistema imune do hospedeiro!*. Se uma resposta imune do
hospedeiro for identificada na primeira semana apdés o0 transplante, terapias
imunomoduladoras podem ser aplicadas para corrigir estas falhas, além de dar suporte ao
enxerto!®. Estas terapias consistem em avaliar as etapas dos processos de resposta do
sistema imune do hospedeiro como: localizar e identificar respostas imunes inatas a
transplantes de células-tronco, rastreamento de macréfagos ou deteccdo de mediadores de
morte celular °.

A regulacdo destes fatores em enxertos com o uso de CTMs mostraram resultados
promissores. As CTMs possuem poderosa capacidade de imunossupressdo. O fator de
crescimento transformador-B (TGF-B) é uma citocina anti-inflamatéria bem conhecida e
desempenha um papel importante em varios processos inflamatérios?®. Zhao et al., (2018),

avaliaram o TGF-f3, na inverséo do efeito imunossupressor das células-tronco mesenquimais
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em camundongos em modelos de enxerto de pele sendo que o estudo concluiu que O TGF-
B inverteu parcialmente o efeito imunossupressor das CTMs in vivo. Esta caracteristica
imunorregulatéria podem ter aplicacbes potenciais para o0 tratamento da rejeicdo
de transplantes.

Figura 4. (A e B) Retirada do tecido formado; (C) amostras preparadas para descalcificacdo; (D) animais
do grupo 3 onde o enxerto ndo foi encontrado.
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Figura 5. (A, B e C) Animal do grupo 3, avaliacdo do processo de rejei¢do do enxerto

durante o processo de cicatrizagdo pdés cirdrgico

Os resultados obtidos através das andlises histolégicas forneceram dados descritivos das
mudancas nos tecidos formados, facilitando a comparagéo entre os grupos 1 e 2. No grupo 1
pode-se observar uma baixa resposta inflamatéria e a formagdo de um tecido conjuntivo
predominantemente denso, com fibras colagenas abundantes, paralelas e bem alinhadas,

circundante aos fragmentos de osso homologo (Figura 6).

O tecido conjuntivo denso ou modelado tem como principais caracteristicas ser um tecido
pouco vascularizado e receber os nutrientes por difusdo. Desenvolve um papel de grande
importancia visto que fornece resisténcia as forcas de estiramento e tracdo; envolve 6rgaos,
glandulas e outros tecidos, formando capsulas e envoltérios; auxilia na sustentacao e levando

vasos e nervos, e é responsavel pela cicatrizacdo®”8,
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Figura 6. Amostra Grupo 1; (A, B e C) colunas representando as 3 coloragfes utilizadas, HE, Picrossirius e
Masson (Aumentos, (10x e 20x); As setas indicam os fragmentos do osso homadlogo.

O resultado do grupo 1 diferiu do grupo 2, que ap6és o mesmo periodo de 35 dias
apresentou intensa resposta inflamatéria. Neste grupo, dos 8 animais submetidos a cirurgia,
apenas 6 apresentaram resultados a serem analisados (Figura 7).

No grupo 2 além da resposta inflamatoria intensa, foi possivel identificar a presenca de
fibroblastos, alguns vasos sanguineos, grandes quantidades de adipécitos e células de
Langerhans, distribuidos em um tecido conjuntivo frouxo e com fibras mais desorganizadas?®.

O tecido conjuntivo frouxo é rico em diversidade celular tais como células mesenquimais,
fibroblastos, macrofagos, mastacitos, plasmécitos, leucocitos e células adiposas, e possui rica
matriz extracelular composta por fibras colagenas, elasticas e reticulares. Devido a disposic¢éao
frouxa das fibras, o tecido apresenta-se flexivel, sendo assim pouco resistente as tracées®.

A presenca de fibroblastos e adipécitos sdo um ponto de destaque no tecido formado do
grupo 2. Os fibroblastos possuem a fungéo de sintetizar matriz extracelular com destaque para
o0 colageno, auxiliam no alinhamento das fibras coldgenas no sentido do estresse
tensional'®%. Em diferentes sistemas os fibroblastos suportam a homeostase do tecido e
moldam as respostas imunes?.

A significativa formacdo de tecido adiposo pode também estar relacionada com os
fibroblastos e as citocinas inflamatorias que estes liberam durante o processo de formacgéo do
tecido?!.
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Figura 7. Amostra grupo 2 35 dias apds implante; (A, B, C) colunas representando as 3 coloragdes utilizadas,
HE, Picrossirius e Masson (Aumentos 2.5X, 5x); As setas indicam os fragmentos do osso homologo.

A adipogenénese envolvida em processo inflamatério e relacionada com fibroblastos foi
relatada por Xiong et al. (2018) em estudos oftalmolégicos, e indicaram que fibroblastos
orbitais, além de produzirem citocinas inflamatorias, também se diferenciam em adipdcitos
para produzir lipidios na 6rbita, o que pode agravar o quadro inflamatorio??.

Os fibroblastos também podem alimentar um ciclo de inflamagéo, produzindo quimiocinas
gue recrutam leucécitos para o tecido lesionado, onde esses estimulam continuamente um ao
outro para manter a inflamacao crénica®?.

A inflamacédo é uma parte normal da cicatrizagéo e regeneracao de feridas e tecidos e é
importante na remocao de microrganismos. A remogao incompleta de bactérias e endotoxinas
pode levar a infecgdes na superficie da pele lesada, prolongando a fase inflamatéria; tal
prolongamento da fase inflamatdria contribui para uma falha na cicatrizagdo. Tal processo
também pode levar a niveis aumentados de metaloproteinases de matriz, que podem

degradar a matriz extracelular?®,
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Figura 8. (AB, C e D); Grupo 1; (E, F, G e H) Grupo 2; (A) visualizacdo completa do
material,fragmentos ésseos envoltos por tecido conjuntivo, aumento de 2,5x; (B) tecido conjuntivo aumento
20x, (C) tecido sem vestigios de resposta inflamatéria aumento 20x; (D) vasos sanguineos aumento 20x.
(E) visualizagdo completa do material,fragmentos 6sseos envoltos por tecido conjuntivo, grande nimero
de adipdcitos e indicativos de reposta inflamatéria, aumento 2,5 x; (F) fibroblastos e vasos sanguineos
aumento 20x (G) células de langerhans (H) adipdcitos; (A,B,C,E,F e G) Coloracdo Masson; (D e H)
Coloragéo HE.

Cooper et al. (2018) apontara, outro fator importante: a capacidade sinalizadora de
algumas células tronco, como por exemplo as originadas do tecido adiposo, de recrutar
fibroblastos dérmicos humanos in vitro. Estas células liberam exossomos e vesiculas que
escapam da resposta imune do hospedeiro na terapia celular, e mostraram boa capacidade
de cicatrizacdo ao atrairem os fibroblastos in vitro 24,

Ao que se refere a migracdo celular, o Grupo 2 também apresentou células de
Langherans. As células de Langerhans (CL) sdo um tipo de células dendriticas encontradas
em tecidos linféides e nao linféides. Nos tecidos nédo linfoides sdo especializados na defesa
e processamento de antigenos estranhos. Nesse contexto, apresentam uma importante
funcdo imunolégica e estimulo da resposta imune, participando da ativagdo dos linfécitos T,
além de serem responsaveis por secretarem citocinas e expressarem receptores de
superficie, sendo as principais células apresentadoras de antigeno do sistema imune?.

As células de Langerhans sédo a causa da histiocitose, um distlrbio do sistema reticulo
endotelial, que leva a uma proliferacdo desordenada de células dendriticas e envolve
tegumento, 0ssos e visceras. Mesmo com a caracteristica de multiplicacdo desordenada de
células, a histiocitose ndo tem sido considerada doenga neoplasica, mas uma proliferagdo
celular ou disfuncéo imune?®.

O perfil de citocina é algo importante a ser considerado nesta avaliagdo entre 0s grupos,
principalmente quando observamos as diferencas de resposta inflamatorias. Park et al.,

(2018) relataram a capacidade das citocinas liberadas por macrofagos de recrutarem células
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tronco mesenquimais para a superficie de titanio de implantes 6sseos e assim afetarem a
cicatrizagdo biologica. O estudo das citocinas presentes no sitio do material inserido pode
auxiliar na modulacdo deste ambiente, proporcionando uma melhora no processo de
formacé&o do novo tecido?’.

As citocinas também estédo envolvidas no processo de formacdo 6ssea. Recentemente,
as vesiculas extracelulares tém atraido maior atencdo devido a sua funcéo
na reparacao 6ssea, 0 que se tornou uma vantagem sobre a terapia celular tradicional. Além
disso, as vesiculas extracelulares derivadas das CTMs provavelmente atingirdo a meta
osteogénica por meio da modulacdo das células e citocinas envolvidas no metabolismo
6sseo0?s,

Os avancos dos Ultimos anos na imunologia e a compreensdo aprofundada da
remodelagdo Ossea levaram ao surgimento de uma nova palavra, “osteoimunologia” 2°,
indicando a estreita relacédo entre o sistema imunolégico e o sistema esquelético. As células
imunes no osso podem influenciar a remodelacdo e a reabsorcéo 6ssea devido ao conjunto
de moléculas sinalizadoras, citocinas e receptores que compartiham com o sistema
esquelético um perfil imunoldgico favoravel para alcancar uma osteointegracéo satisfatoria?.

As citocinas liberadas pelas células imunes sédo consideradas fatores importantes para
induzir a regeneracao do tecido 6sseo. No entanto, o caminho para a atuacao dessas citocinas
macrofagicas com direcionamento 0sseo, induzidas pelo contato com biomaterial e sob o

microambiente tecidual é raramente relatada®.

7. Conclusao

O BPF serviu de arcabouco tanto para o 0sso homologo quanto para as células tronco
mesenquimais. Ao associar este bioproduto com 0sso homadlogo, 0 mesmo mostrou-se capaz
de manter suas propriedades estaveis por tempo suficiente para que a formagao tecidual no
entorno do osso doador se iniciasse.

Com a associacao entre BPF e as células foi obtido resultado semelhante. A resposta
infamatéria intensa no local do enxerto indica que as CTMs permaneceram no local durante o
processo, inclusive ativando os mecanismos de resposta imune do hospedeiro.

No que diz respeito a utilizagdo de células, os resultados da aplicacéo direta nos enxertos
nao trouxe beneficios para este estudo; pelo contrario, prolongou o periodo inflamatério, o
gual, de acordo com descritos na discusséo, pode ser prejudicial para recuperacéo e formacgéo
de novo tecido.

Porém, sem estudos aprofundados dos mecanismos envolvidos nestes processos, ndo

podemos concluir que a utilizag&o de células para esta aplicagdo ndo é recomendada.
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ANEXO 1

s =2

Comissiio de Etica no Uso de Animals

Criada através da Portaria DFM n* 611 de 13122012

CERTIFICADO N° 1137/2015-CEUA 5_

Projeto de Pesquisa (Protocolo CEUA 1137-2015) Selante ¢'e fibrina como arcabouco biolégico para «®tulas tronco
mesenquimais como potencial produtor osteogénico, a ser conduzido por Patricia Rodrigues de Lima, orientado pelo Prof. Dr. Rui
Seabra Ferreira Jdnior, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto 0 homem), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n® 6.899, de 15 de julho ¢= 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal -

CONCEA.

Vigéncia do projeto 01/03/2019
Espécie/Linhagem Ratos Wistar
N© de animais 50
Peso/Idade 200 a 300 gramas - 10 dias a 3 meses
Sexo Macho
Origem Biotério do Campus de Batucatu - UNESP

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 28/05/2015

e A e s G
Profa, Adjunta Noeme Sousa Rocha Kleber Messias de margo
Vice-Presidente da CEUA Secretdrio da CE

Distrito Rubido Junior, s/n° - Botucatu — S.P. CEP: 18.618-970 Fone: (14) 3880-1608/3880-1609 e-mail secretaria: kleber@fmb.unesp.br




ANEXO 2

I- Caracterizacao celular

Figura 9. Células tronco mesenquimais de origem de medula éssea (CTM-

MO) indiferenciadas.

Figura 10. CTM-MO diferenciadas em ostedcitos. Coloragdo Alizarin Red
indicando a deposicdo de célcio realizada pelos osteécitos no meio

extracelular

37



Figura 11. CTM-MO diferenciadas em adipécitos. Coloracéo das células com
Oil Red-O Solution indicando a presenca de gotas de lipideos no interior das

células.
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lI- Citometria de Fluxo

Tabela 1. Marcadores celulares utilizados na Citometria de Fluxo
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Figura 12. (A) Populacéo de células analisadas; (B) Controle auto fluorescente
sé células; (C e D) Marcadores positivos ICAM1 e CD90; (E, F e G) Marcadores
negativos CD11lb, CD45 e CD34. As CTM-MO foram caracterizadas por
citometria de fluxo. Para a citometria foram utilizados os marcadores da tabela
1. Na figura estédo apresentados os graficos com os valores representativos de
expressao de cada marcador. O grafico A representa a populacdo de células
avaliadas, B indica o controle auto fluorescente das células. Os marcadores
positivos ICAM1 e CD 90 estéo representados nos gréaficos C e D tiveram gated
de 95,49% e 87,79% respectivamente confirmando a expressdo positivas dos
marcadores de superficie. Os marcadores negativos CD11b, CD45 e CD34
estdo representados nos graficos E, F e G tiveram gated de 4,65%, 2,80% e
3,00% respectivamente, a baixa expresséo confirma a expressao negativas dos

marcadores.
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ANEXO 3

Tabela 2. Grupo 1 peso inicial (BPF + Osso homdélogo particulado) e peso final do material inserido.

Grupos Peso inicial Peso final

1157,2 g

11653 g

1148,0 g

Tabela 3. Grupo 2 peso inicial (BPF + CTM-MO + Osso homélogo particulado) e peso final do material inserido.

Grupos Peso inicial Peso final
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ANEXO 4

I- RT-gPCR (PCR quantitativo em tempo real)

Este experimento esta aguardando a chegada do material para a sua

realizacao.

II- Extragcdo do RNA total

Para obtencdo de dados sobre a formacdo de novos tecidos e da influéncia do
processo inflamatorio envolvido neste processo, sera realizado o gRT-PCR. Os animais seréo
anestesiados da mesma forma como descrito no item 5.3, Em seguida, o material formado
sera retirado. Para a extracdo do RNA total, o material obtido sera congelado com nitrogénio
liquido, lisado e sera adicionado o trizol (Qiazol). O tecido lisado, sera completamente
homogeneizado.

A solucdo resultante serd incubada por 5min, a temperatura ambiente para dissolucao
de complexos protéicos. Sera adicionado 200uL de cloroférmio, seguida de vigorosa agitacao.
Uma nova incubacdo serd realizada por 5min, a temperatura ambiente e posterior
centrifugacao (12.000 rpm, 15min, 4° C) para a remogéao do sobrenadante que contém o RNA.
Este sobrenadante sera purificado com o kit RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen - cat n°
74804) que consiste em sucessivas centrifugagdes em colunas e tratamentos com tampdes
especificos. Ao final do processo o RNA sera eluido em 20uL de agua RNase free e mantido

no biofreezer (- 80 °C) até o momento do uso.

Il - Primers

Para as andlises de qRT-PCR, serdo utilizados dois grupos de primers, 0s primers
para identificagdo de genes relacionados a formagédo éssea (Tabela 4) e primers que

avaliam os genes de citocinas envolvidas no processo inflamatorio (Tabela 5).



Tabela 4. Primers para genes relacionados a formagédo 6ssea

1
Primer Sequéncias

GAPDH TGCACCACCAACTGTTAGC- Reverse

CGAGGTCACGGTCACGAAC- Reverse

Osterix GCCTTGCCATACACCTTGC- Reverse
|

Runx2 GACGGTTATGGTCAAGGTGAA-Reverse

Tabela 5. Primers para ensaio TagMan, para genes de citocinas.

Primer Codigo

IL-6 Rn01410330_ml

IL-10 RnO0S63409_ml

IL-13 RNDO587615_m1l
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IV- Resultado Parcial (Genémica)

Grupo 1 Grupo 2

28S

18S

Figural3. Extragdo de RNA total ribossomal (18s/28s) para andlise de
gRT-PCR das amostras dos gruposl e 2.
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