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GASPAROTTO, V.P.O. Avaliacdo da viabilidade do Selante de Fibrina
derivada de veneno de serpente como arcabouco bioldgico para células
tronco mesenquimais de medula 6ssea de ratos. Botucatu, 2012. 62p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB,
Departamento de Doencas Tropicais, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

RESUMO

O estudo avaliou a viabilidade in vitro do biomaterial “Selante de Fibrina
derivado de veneno de serpente” (SF), como arcabougo para células tronco
mesenquimais (CTMs) de ratos. O SF é um material caracterizado como
adesivo biolégico, e foi produzido e fornecido pelo Centro de Estudos de
Venenos e Animais Peconhentos, CEVAP, Brasil. As CTMs foram coletadas a
partir da medula éssea de fémures e tibias de ratos e foram caracterizadas por
meio de citometria de fluxo com auxilio de marcadores positivos: CD 44 e CD
90 (CTMs) e marcador negativo: CD 34 (células tronco hematopoiéticas).
Cultivos foram induzidos para diferenciarem-se em linhagens especificas
(osteogénico, condrogénico e adipogénico). Para avaliacdo do crescimento in
vitro e a viabilidade celular em conjunto ao biomaterial foram utilizadas
microscopia Optica de luz invertida, microscopia de fluorescéncia e microscopia
eletronica de varredura e transmissdo. O SF em contato com as CTMs néo
induziu a diferenciacdo espontanea para as linhagens osteogénica,
condrogénica e adipogénica. As diferentes técnicas de avaliacdo microscoépica
utilizadas mostraram que o SF foi capaz de realizar a captura e manutencao
das CTMs e houve interacdo das células com o interior e superficie do
biomaterial. Portanto, a coleta, o cultivo e a caracterizacdo das CTMs de ratos
foram possiveis. O SF mostrou-se eficiente como arcabouco biolégico e
interagiu com as células tronco mesenquimais mantendo-as viaveis,
oferecendo-se como uma ferramenta de uso clinico-cirdrgico alternativa para

processos regenerativos visando terapias mais eficientes.

Palavras-chave: Selante de Fibrina, arcabouco bioldgico, veneno de serpente,

células tronco mesenquimais.



GASPAROTTO, V.P.O. Viability of Fibrin Sealant from snake venom as
scaffold to rat marrow-derived mesenchymal stem cells. Botucatu, 2012.
62p. Dissertation (Master's Degree) — Botucatu Medical School — BMS,
Department of Tropical Diseases, Sao Paulo State University (UNESP).

ABSTRACT

This study evaluated the in vitro viability of biomaterial Fibrin Sealant (FS)
derived from snake venom as a scaffold for rat mesenchymal stem cells
(MSCs). The FS is characterized as a biological adhesive material, and is
produced and was supplied by the Center for the Study of Venoms and
Venomous Animals, CEVAP, Brazil. MSCs were collected from the bone
marrow of femurs and tibias of rat and were characterized using flow cytometry
with CD 44 and CD 90 positive markers (MSC) and CD34 negative marker
(mononuclear stem cells). Cultivations were induced to differentiate into specific
cell lineage (osteogenic, chondrogenic and adipogenic). To evaluate the in vitro
growth and cell viability with the biomaterial were used inverted light optical
microscopy, fluorescence microscopy and scanning electron microscopy and
transmission. The SF did not cause the spontaneous differentiation in contact
with  MSCs to osteogenic, chondrogenic and adipogenic lineage. Different
microscopy techniques showed that the SF was able to accomplish the capture
and maintenance of MSCs and there was interaction with the cell interior and
surface of the biomaterial. Finally, the collection, cultivation and characterization
of rat MSCs were possible. The SF was effective as a biological scaffold and
interacted with the MSCs keeping them viable offering itself as a tool for clinical
and surgical alternative providing clinical and surgical therapies more efficient

for regenerative processes.

Key words: Fibrin sealants, Scaffold, snake venom, mesenchymal stem cells



1. INTRODUCAO

Células que nado se diferenciaram e possuem essa capacidade de se
diferenciarem em uma grande variedade de tipos celulares, podem ser
chamadas de células tronco®. Dessa maneira, quando um org&o ou tecido sofre
alguma injuria, acredita-se que as células tronco apresentam papel

regenerativo®.

Podemos citar como exemplos de células tronco: a moérula totipotente,
células tronco embriondrias pluripotentes (CTEs)?, células tronco
hematopoéticas (CTHs)* e células tronco mesenquimais multipotentes
(CTMs)>®. Dentro dessas categorias citadas, as CT estdo amplamente
distribuidas pelo organismo e sdo capazes de diferenciar-se em linhagens

muito especificas ou apenas em fenétipos Unicos’.

A medula 6ssea ndo contém somente células tronco hematopoiéticas,
mas também as células tronco que podem ser definidas como mesenquimais®.
As células tronco mesenguimais (CTMs), residem na medula éssea, ao redor
dos vasos sanguineos (como pericitos), na pele, gordura, musculo e outros

locais’.

Descrita pela primeira vez como precursores de fibroblastos de medula
6ssea por Friedenstein et al. em 1970°, as CTMs podem ser também referidas
como unidades formadoras de coldnia de fibroblastos (CFU-Fs) ou células do
estroma da medula®. H& evidéncias de que CTMs existem n&o s6 na medula

6ssea, mas em praticamente todos os 6rgaos* 413,

Essa terminologia original "unidades formadoras de colénia de
fibroblastos (CFU-F)'***® tem sido gradualmente abandonada e substituida
por células tronco mesenquimais (CTMs)*’. Mais recentemente ainda, a
Sociedade Internacional para Citoterapia sugeriu 0 nome de células estromais

mesenquimais multipotentes™®,

As CTMs surgem a partir de precursores embrionarios durante o

desenvolvimento fetal. Estas células tronco fetais renovam-se e geram diversas



progenitoras maduras. Células tronco fetais muitas vezes originam células
tronco adultas, porém suas propriedades sdo diferentes. No entanto, as células
tronco adultas geralmente continuam a se auto-renovar e se diferenciam em

multilinhagens para manter os tecidos adultos™.

As células tronco adultas, embora sejam geralmente consideradas como
tendo capacidade de diferenciacdo restrita em comparagcédo as células tronco
embrionarias®, tém sido o foco de grande parte das pesquisas neste campo
cientifico®.

Enquanto as células tronco hematopoiéticas sao tipicamente mantidas
em cultivos de medula 6ssea, uma segunda populacdo de células de medula
Ossea, as células tronco mesenquimais (CTMs), proliferam livremente in

22,5

vitro®=, submetem-se a extensiva auto-renovacao e se diferenciam diversas

linhagens de tecidos®.

As células tronco mesenquimais sdo consideradas como células tronco
somaticas e estdo presentes em regides perivasculares de todos os tecidos
adultos, em pequenas quantidades, incluindo a medula 0ssea, tecido adiposo,

periésteo, tecido muscular e os érgdos parenquimatosos®:%.

Uma grande vantagem das CTMs é que estas células podem ser obtidas
diretamente de cada paciente, eliminando assim as complica¢cdes associadas
com a rejeicdo imunoldgica ou mesmo doencas infecciosas. No entanto, estas
células tem que ser ampliadas ou manipuladas para obter uma quantidade

suficiente para serem utilizadas nos tratamentos®*.

Esta linhagem celular pode proliferar-se durante longos cultivos,
mantendo sua indiferenciacdo e seu cariétipo estavel e também nao entram em
senescéncia. As células tronco foram isoladas pela primeira vez, a partir de

embrides de camundongo, a mais de 20 anos atras®%°.

A multipoténcia das CTMs derivadas da medula éssea juntamente com o
seu facil isolamento e cultivo, assim como o alto potencial expansivo “ex vivo”,
geraram um consideravel interesse no potencial de aplicacdes terapéuticas
dessas células em uma ampla gama de configuracfes, fazendo das mesmas
uma ferramenta terapéutica atrativa, com amplo espectro de aplicacbes

7,8,27

clinicas No entanto, estas células representam apenas uma pequena



porcentagem do numero total de células da medula. Somente 0,01% a 0,001%
das células mononucleares isoladas por gradiente de densidade dao origem a

col6nias de células aderentes & superficie de crescimento®.

Nao existem marcadores exclusivos para definrem as CTMs.
Tradicionalmente, elas tem sido isoladas a partir de células mononucleares
presentes na medula 6ssea, com base na sua adeséo seletiva para superficies

plasticas?®%%°,

BADDOO et al. (2003)*" usou uma combinacéo de aderéncia ao plastico
em cultura in vitro para o primeiro estabelecimento de CTMs, e posteriormente,
foram removidos os contaminantes de células hematopoiéticas utilizando como

controle negativo os anticorpos CD45, CD34 e CD11b.

As células resultantes desta metodologia exibiram potencial de
diferenciacdo em tecido osteogénico, adipogénico e condrogénico in vitro e
expressaram CD29, CD44 e CD106, porem n&o houve expressao de

marcadores de células hematopoiéticas ou células vasculares endoteliais?’.

Seu uso em terapias celulares € viavel, visto que atua em diversas areas
quando injetadas sistemicamente in vivo®* e exibem uma habilidade intrinseca

de migrar para locais danificados®33*%,

CTMs possuem também potencial importante para serem utilizadas
como um enxerto alogénico, evitando a necessidade da realizacéo de colheitas

de medula 6ssea em pacientes receptores®.

Em tecidos adultos e em desenvolvimento, varios fatores influenciam
para que as células tronco mantenham seu potencial de auto-renovacdo e
diferenciacéo®’. Resultados de experimentos in vitro de cultivo em longo prazo
demonstraram que o fenétipo das CTMs se mantem indiferenciado e € mantido
também o seu potencial de diferenciacéo®.

Quando submetidas a diferentes estimulos, foram descritas como

24,38

capazes de se diferenciar para linhagens osteogénica?*®, condrogénica®,

adipogénica®, neurogénica* e cardiogénica®.



Com um potencial enorme de expans&o in vitro** e a disponibilidade de
grandes numero de CTMs, estudos foram iniciados para caracterizar estas

células e observar sua resposta a diversas moléculas bioativas.

Dessa maneira, o0 isolamento das CTMs e sua capacidade de
diferenciacdo sugerem seu uso na engenharia de tecidos™. Com o
desenvolvimento de materiais que promovam a unido de uma variedade de
fatores de crescimento e citocinas, algum dia podera ser possivel a

manipulacdo de CTMs para promover a regeneracao tecidual’.

7

De acordo com o conceito de engenharia de tecidos € possivel
regenerar varios tecidos ou 6rgaos utilizando-se células maduras ou células

tronco semeadas em arcaboucos tridimensionais apropriados**.

Atualmente, a engenharia de tecidos tem se apresentado como uma
area multidisciplinar que tem por objetivos a regeneracdo de tecidos e a
restauracdo da funcdo de 6érgaos, pela implantacdo de células/tecidos
expandidos fora do organismo, isto €&, in vitro, ou pelo estimulo do crescimento
celular em uma matriz implantada. O principio geral da engenharia de tecidos
envolve a combinacéo de células vivas com um arcabouco sintético ou natural
para produzir um tecido vivo tridimensional que €& funcionalmente,
estruturalmente e mecanicamente igual, ou melhor, ao tecido ao qual ele foi

designado a substituir*>*+4°.

As CTMs utilizadas na engenharia de tecidos mostraram-se
promissoras, e as estruturas de bioengenharia com um formato definido podem
ser produzidas através da combinacdo dessas células com biomateriais
adequados e fatores bioativos*’.

Perspectivas futuras ja estdo em fase avancada de experimentacdo em

relacdo & engenharia de tecidos*®°. O

implante de células tronco em
estruturas biodegradaveis demonstrou ser um método plausivel e associado a

resultados positivos in vitro®°.

A finalidade é de evitar completamente riscos de respostas imunoldgicas
tais como as rejeicdes e infecgdes virais, usando células autdlogas. Materiais

utilizados como arcaboucos devem ser biocompativeis e projetados para



atender as necessidades nutricionais e bioldgicas do cultivo celular associado a

ele, objetivando a formacao do tecido®.

Terapias celulares utilizando CTMs envolvem pelo menos trés
abordagens diferentes: 1°. Engenharia de tecidos: onde as CTMs séao
incorporadas em arcaboucos 3D para a reparacao ou substituicdo de tecidos
vivos. 2°. Terapia celular de reposicao: onde os defeitos genéticos podem ser
curados atraves da substituicdo de células mutantes do hospedeiro por celulas
normais do doador alogénico. 3°. Citocinas ou fatores de crescimento: onde as
CTMs estimulam eventos de reparacdo ou inibem manifestacbes

degenerativas®®.

A vantagem do material de origem bioldgica esta justamente na menor
propensdo as complicacdes trombdticas, além das boas caracteristicas

hemodinamicas®®.

Embora a abordagem tipica da engenharia tecidual envolva biomateriais
como arcaboucos, eles também podem ser empregados como veiculos de
entrega de agentes terapéuticos ou proteinas, a fim de estimular a regeneracao
tecidual. Ao promover a interacdo do agente terapéutico com um biomaterial,

uma acgéo mais prolongada pode ser alcancada®.

A estratégia classica da engenharia de tecidos é de isolar células
especificas através de uma bidpsia de um paciente, cultiva-las em um
arcabouco tridimensional e mante-la no local alvo por um periodo suficiente
que possa induzir a formagdo de um novo tecido e posteriormente que este

biomaterial seja degradado ao longo do tempo®2.

Diversos biomateriais atualmente estdo disponiveis como arcaboucos e
podem ser classificados tanto como polimeros biolégicos (coldgeno tipo | ou
fibronectina) e também como materiais sintéticos (hidroxiapatita, fosfato

tricalcico)®>*,

Implantes sintéticos osteocondutivos como 0S compostos
ceramicos de hidroxiapatita, fosfato tricélcico, ou ambos, tém sido amplamente
utilizados por apresentarem uma estrutura porosa que facilita o crescimento

6sseo, porém a falta de potencial osteoindutor constitui uma limitacéo™.

Um biomaterial ideal devera apresentar algumas caracteristicas

essenciais: servir de suporte mecanico e bioldégico, os materiais e produtos de



sua degradacdo ndo deverdo ser toxicos e sua taxa de reabsor¢do organica
deve coincidir com o periodo de formacdo de novos tecidos, ser poroso para
que as celulas tenham intima ligacdo com o material; permitir que moleculas
bioativas tenham acesso as células; ser mecanicamente sensivel ao sitio de
inclusdo; integrar-se perfeitamente ao novo tecido e ser absorvido sem

nenhuma rejeicao**°.

Outra consideracdo importante para a engenharia de tecidos baseada
em cultivos celulares in vitro, € a capacidade de controlar a diferenciacdo e
proliferacdo celular. Células da medula Ossea podem ser ampliadas,
diferenciadas em osteoblastos e usadas como sementes para 0s arcaboucos,

apresentando uma fonte potencial de células autégenas®.

Os Selantes de Fibrina, atualmente aplicados como adesivo biologico
em diversos procedimentos cirargicos devido as suas propriedades
hemostéaticas e adesivas, sao excelentes biomateriais, que podem ser também

utilizados como arcabougos®”2>90,

Os principios biolégicos dos Selantes de Fibrina sdo similares aos da
cascata da coagulacdo, com a formacdo definitiva de um coagulo de fibrina.
Vérias férmulas j& foram desenvolvidas e suas diferencas vdo desde a origem
da fonte de fibrinogénio e de trombina para a concentracdo de diversos
compostos. O Selante é preparado pela combinacdo de um concentrado de
fibrinogénio e trombina, reconstituido em solucdo de cloreto de calcio. O
principio da aderéncia é a afinidade da mistura de colageno no momento da
reagcdo dos compostos que tendem a imitar a Gltima fase da cascata da
coagulacéo, por meio de fibrinogénio e ativacao do fator Xlll pela trombina na
presenca de ions célcio. O fibrinogénio é convertido em fibrina, originando um
coagulo estavel e reforcado pela ativacdo do fator Xlll, que também participa
da sintese de colageno, estimulando a proliferacdo de fibroblastos e

contribuindo para a cicatrizacdo dos tecidos®%1:62:63:64,

Os Selantes de Fibrina podem ser de trés tipos: autélogos e homadlogos,

onde ambos s&o obtidos a partir do crioprecipitado, e o sintético ou comercial®®.



BERGEL (1909)% publicou o primeiro relatério clinico sobre a utilizagéo
de compostos de fibrina, onde o uso de compostos de plasma humano para

fornecer hemostasia local € conhecido desde entao.

Riscos de transmissao viral existiam com casos documentados, visto
que, os Selantes de Fibrina comercialmente disponiveis séo sintetizados

principalmente com fibrinogénio humano®’:8,

Levando estas informacdes em consideracdo, em 1989 foi proposta a
producdo de um novo Selante de Fibrina por um grupo de pesquisadores do
Centro de Estudo de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP), Universidade
Estadual Paulista — Botucatu, Brasil. Como objetivo principal, era a nao
utilizacdo de sangue humano para a producdo do Selante. Sendo assim, o
crioprecipitado de animais de grande porte, bufalos, foi extraido e utilizado
como substituto do fibrinogénio humano. THOMAZINI-SANTOS (1998)%° em
seu estudo comparativo entre crioprecipitados bovinos, equinos, ovinos e
bubalinos, mostrou em seus resultados que bubalinos apresentam maior nivel
de fibrinogenio do que outras espécies de animais. Ao invés de trombina
bovina, foi utilizada uma fracdo do complexo giroxina, um componente
neurotéxico isolado a partir do veneno de Crotalus durissus, pertencente ao

grupo das enzimas trombina-like, importante fonte de serinoproteinase®’.

Este novo Selante de Fibrina produzido por pesquisadores do CEVAP
permitiu 0 uso homologo, heterélogo e autélogo do fibrinogénio, além da
enzima trombina-like derivada do veneno de serpente ser varias vezes mais
potente que a trombina bovina’.

Vérios estudos tém demonstrado uma grande variedade de aplicacdes
adicionais de Selantes de Fibrina®"*"%; para a hemostasia em pacientes com
distarbios de coagulacdo’®; melhorar os resultados em lifts de face’®: reparar
defeitos dural em resseccdes craniofaciais’; garantindo a hemostasia apés
extracdo dentaria em pacientes anticoagulados’®; fechamento de incisdes apés
blefaroplastia’’; realizando pancreaticojejunostomia’®; fechamento retovaginal
e outros complexos fistulais’®; tratamento de pneumotérax em prematuros®; e

fechando vérios defeitos do septo ventricular®.
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O SF tem sido utilizado ainda como veiculo para outros compostos,
como a liberacdo de antibiéticos no local de uma infeccao® %3848 disseminar
agentes quimioterapicos para as células do tumor®; entregando fator de
crescimento para a cura da cartilagem®: e na endotelizacdo de enxertos
vasculares®. Estudos também tém sido publicados na inducdo 6ssea usando

este selante como transportador de osso desmineralizado®.

O Selante de Fibrina é absorvido lentamente pelo sistema fibrinolitico do
organismo, e sendo completamente removido pelos macréfagos dentre um

periodo de 2 a 4 semanas®.

Dessa maneira, a possibilidade da utilizacdo de células suspensas em
Selantes de Fibrina ao invés de arcaboucos solidos comumente utilizados
permite a rapida resolucédo dessas células em suspensdao. Isto ocorre devido a
rapida formacédo de coagulo, mesmo em fendas estreitas, prevenindo assim
seu deslocamento inicial. Ainda o seu uso € altamente recomendado, pois ndo
apresenta efeitos adversos sobre a viabilidade celular e tem se mostrado uma

adequada matriz para condrogénese®.

A interacdo entre as células tronco mesenquimais e estes selantes tém-
se apresentado como excelentes estruturas tridimensionais, oferecendo-se

como importantes alternativas para o sucesso da engenharia tecidual®%4%,

CHRISTMAN et al. (2004)** foram os primeiros a demonstrar a
sobrevivéncia das células quando estas sdo entregues por um arcabouco

injetavel em comparac¢do com técnicas terapéuticas celulares convencionais.

Ryu et al. (2005)* também demonstraram os efeitos benéficos de um
Selante de Fibrina injetdvel como arcabouco para células mononucleares da

medula 6ssea.

A possibilidade de utilizacdo de um Selante de Fibrina, cujo fator
polimerizador é derivado do veneno de serpente, abre uma importante opcao
clinico-cirdrgica. Apresenta vantagens aos selantes convencionais, disponiveis
no mercado, a nao utilizacdo de sangue humano na sua composi¢cao; a
possibilidade de formulacdo personalizada a necessidade da cirurgia, levando-
se em conta o tempo de coagulacédo necessario; bem como pode se controlar o

tempo de degradacdo do Selante. Adicionalmente, seu custo de producéo é
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mais baixo, visto que a tecnologia é totalmente nacional. No entanto, encontra-
se em fase de Ensaios Clinicos de Fase Il para seu futuro registro junto a
ANVISA.

Por outro lado, o cultivo laboratorial de células tronco tem sido alvo de
estudo em diferentes paises, mostrando que a sua utilizacdo em processos

regenerativos é de grande relevancia.

Considerando-se que o uso do Selante de Fibrina possa ser aplicado
como arcabouco biolégico para as células tronco mesenquimais, poderemos
assim criar alternativas terapéuticas extremamente eficientes. Uma vez
aplicado o Selante de Fibrina enriquecido com células tronco mesenquimais em
um determinado tecido, poderemos ter a possibilidade de regeneracdo e
diferenciacao celular local extremamente aumentada. Desta maneira, podendo
vir a tornar-se um grande diferencial na aplicacéo clinico/cirargico-terapéutico,

evidenciando assim o aspecto biotecnoldgico do presente estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a viabilidade in vitro do biomaterial “Selante de Fibrina derivado
de veneno de serpente”, produzido pelo Centro de Estudos de Venenos e
Animais Peconhentos (CEVAP), como arcabouco para células tronco

mesenquimais (CTMs) obtidas a partir da medula 6ssea de ratos.

2.2 Objetivos especificos

e Coletar, caracterizar e cultivar in vitro células tronco mesenquimais a
partir da medula éssea de ratos;

e Avaliar a capacidade de diferenciagdo das células tronco mesenquimais
para linhagem osteogénica, condrogénica e adipogénica,

e Avaliar o crescimento e a viabilidade de células tronco mesenquimais
obtidas a partir da medula 6ssea de ratos, na presenca do Selante de
Fibrina;

e Verificar a adeséao celular a superficie do Selante; bem como analisar o
crescimento celular durante o cultivo in vitro;

e Verificar in vitro a ocorréncia de diferenciacdo espontanea das CTMs de

ratos para outras linhagens celulares na presenca do Selante.
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3. MATERIAL E METODOS

A referida pesquisa foi aprovada pela CEEA (Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal) da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, sob
protocolo 811/2010 e todos o0s processos experimentais foram realizados de

acordo com os Principios Eticos na Experimentac¢&o Animal.

3.1 Obtencéo do Selante de Fibrina

O Selante de Fibrina € um material caracterizado como adesivo
biolégico, obtido da serpente cascavel (Crotalus durissus) e produzido pelo
Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP), conforme
BARROS et al. (2009)%’.

O produto foi fornecido pelo CEVAP, fracionado em tubos do tipo
“‘eppendorf’, mantidos sob congelamento a -20°C. No momento do uso, esses
componentes eram reconstituidos em estado liquido, originando um coagulo

estavel e intensa rede de fibrina.

3.2 Obtencéo das células tronco mesenquimais

3.2.1 Animais

Foram utilizados 10 ratos Wistar (Rattus norvegicus) como doadores de
medula 6ssea. Os animais utilizados na pesquisa eram procedentes do biotério
do Centro de Estudo de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP) — UNESP —

Botucatu.
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3.2.2 Colheita de medula 6ssea de rato

Os animais foram eutanasiados com uma sobre-dose de Halotano'
(CAM" > 5%) (figura 1). As coletas das medulas dssea dos fémures e das tibias
foram realizadas pela insercéo de uma seringa agulhada na cavidade do 0sso,
e assim feita a lavagem com DMEM"' alta glicose (Dulbecco’s Modified Eagle

Medium) (figuras 2 e 3).

FIGURA 1 — Animal eutanasiado com sobre dose de halotano

pronto para coleta dos fémures e tibias.

' Halotano - Agente anestésico derivado alcano, largamente utilizado como anestésico inalatério.
" CAM - Concentragao alveolar minima.
"" DMEM alta glicose - Gibco Laboratories (11995-065), Grand Island, NY — EUA.
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FIGURA 2 — Fémures e tibias coletados, prontos para lavagem

da cavidade 6ssea e coleta de medula.

FIGURA 3 — Lavagem da cavidade éssea de fémures e tibias e

coleta de medula com DMEM.

3.2.3 Isolamento da fracao de células mononucleares

Apos a coleta da medula dos ossos, o0 “pool” do material referente a 4
0ssos (2 fémures e 2 tibias por animal), foi centrifugado a 1500 RPM (340 G),
durante 10 minutos para a retirada do soro e gordura. O material obtido foi

ressuspenso na proporgédo 1/1 em meio DMEM alta glicose. Deste, foi utilizado
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um volume de 4mL, sendo transferido para um tubo de 15mL, contendo 4mL de
Ficoll-Paque" densidade 1,077g/mL, e novamente centrifugado a 1500 RPM
(340 G), durante 30 minutos a temperatura ambiente. ApGs este procedimento,
formou-se um anel (Figura 4), o qual foi coletado e entédo ressuspenso em 1mL
de meio contendo DMEM alta glicose com 20% de soro fetal bovino (SFB)Y
100UI/mL para posterior contagem em camara de Neubauer. As células foram
plaqueadas em frascos de 25cm?, com 5mL de meio DMEM alta glicose e 20%
SFB 100Ul/mL contendo penicilina/estreptomicina”’ 100ug/mL e anfotericina-
BY!" 3ug/mL (figura 5). Os frascos foram mantidos em estufa de cultivo celular a
37,5°C e uma atmosfera com 5% de CO,. Foram realizadas trocas do meio de
cultivo a cada 5 dias e 0 acompanhamento do crescimento e aderéncia celular
foram realizados através de microscopia Optica de luz invertida. Apos a
primeira troca de meio, 0 componente DMEM alta glicose foi substituido pelo

DMEM baixa glicose"".

ApOs este periodo de crescimento celular e um tempo médio de 12 dias
para que o cultivo atingisse 90% de confluéncia, foi realizada a primeira
passagem celular para que houvesse a selecdo da linhagem celular de
interesse, assim, consequentemente aumentando o numero de células tronco

mesenquimais.

Para realizar a passagem, o meio de cultivo celular do frasco foi
descartado e em seguida adicionados 2mL de PBS para lavagem.
Posteriormente foi adicionado 2mL de TrypLE Select”™ e o frasco foi mantido
em estufa de cultivo celular a 37,5°C e uma atmosfera de 5% de CO, por 5
minutos. O frasco foi retirado da estufa com as células em suspensao e foi
adicionado 1mL de SFB. As células em suspensdo foram colocadas em um
tubo de centrifuga de 15mL com 1mL de meio de cultivo completo (DMEM +

20% SFB + penicilina/estreptomicina 100ug/mL + anfotericina B 3ug/mL) e

" Ficoll-Paque - Amershan Biosciences, Peapack, NJ — EUA.

¥ Soro Fetal Bovino - Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Av. Na¢des Unidas, 2343, Sdo Paulo — SP.
v Penicilina/Estreptomicina - Gibco Laboratories (15140), Grand Island, NY — EUA.

" Anfotericina - Gibco Laboratories (15290), Grand Island, NY — EUA.

DMEM baixa glicose - Gibco Laboratories (10567), Grand Island, NY — EUA.

X TrypLE Select (12563-029) - Invitrogen Life Science Technologies, Sdo Paulo — SP.

Vil
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centrifugados durante 10 minutos a 1500RPM (340G), sendo o0 sobrenadante

descartado e o pellet ressuspendido.

FIGURA 4 — Fracdo de células mononucleares separadas por
diferenca de densidade. Regido em destaque (circulo amarelo)
evidenciando o anel formado de onde serdo coletadas as

células para cultivo.

FIGURA 5 — Material coletado e acondicionado em frasco de

cultivo celular.
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3.3 Caracterizacédo das células tronco

3.3.1 Células tronco mesenquimais

As CTMs provenientes do cultivo de primeira passagem foram
caracterizadas com marcadores de superficies, a fim de avaliar durante o
cultivo a propor¢cdo entre células tronco mesenquimais e células tronco
hematopoiéticas. A leitura dos resultados foi feita através de citometria de fluxo
(FACS Calibur — BD) — Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os
marcadores utilizados foram:

e Marcador positivo: CD44* e CD90™

e Marcador negativo: CD34"

Para a realizacdo da marcacédo, foi realizado um ajuste para que a
suspensdo celular tivesse 1 x 10° células para cada teste realizado. As células
foram distribuidas em 5 tubos (Falcon BD® 352054), onde um tubo continha
somente células (controle), um tubo contendo células mais anticorpo
secundério (controle), e os outros 3 tubos contendo as células mais o CD44,
CD90 e o0 CD34. Os anticorpos CD44, CD90 e CD34 foram adicionados a uma
diluicdo de 1:10 e era aguardado um tempo de 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds a adicdo dos anticorpos foi adicionado 1mL de PBS para
lavagem das células as quais foram centrifugados a 2000 RPM (620G) por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 1mL de
PBS. Como o marcador CD44 nao é conjugado a um anticorpo secundario, foi
entdo adicionado no tubo do CD44 um anticorpo secundario, aguardado por 30
minutos e em seguida o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido

em 1mL de PBS. Em seguida os tubos foram lidos em citdmetro de fluxo.

X CD44 HCAM (OX50) FITC - Santa Cruz Biotechnology, Inc. 2145 Delaware Avenue, CA. 95060 U.S.A.
X' D90 Mouse Anti-Rat FITC - Gibco Laboratories, Grand Island, NY — EUA.
X! cD34 Mouse Anti-Human FITC - BD Pharmingen 10975 Torreyana Road San Diego, CA 92121
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3.4 Diferenciacao celular

Para avaliar a diferenciacdo das células tronco mesenquimais foi testado
a capacidade que tais células tém em se diferenciar em tecido osteogénico,
condrogénico e adipogénico. Para a diferenciagdo em tecido adipogénico foi

M- para a

utilizado o Kit StemPro Adipogenesis Differentiation — Invitrogen
diferenciagdo em tecido condrogénico foi utilizado o Kit StemPro
Chondrogenesis Differentiation — Invitrogen™" e para a diferenciacdo em tecido
osteogénico foi utilizado o Kit StemPro Osteogenesis Differentiation —

Invitrogen*¥. O protocolo empregado seguiu as orientacdes dos fabricantes.

3.4.1 Diferenciacao para linhagem adipogénica

As células tronco provenientes dos frascos de cultivo celular de primeira
passagem foram ressuspendidas e transferidas para uma placa de cultivo de 6
pocos contendo meio de cultivo completo e cultivadas em estufa de cultivo
celular a 37,5°C e uma atmosfera de 5% de CO, até que atingissem 70% de

confluéncia antes de iniciar o teste de diferenciacao.

Quando o cultivo celular atingiu a confluéncia esperada, o meio de
cultivo completo foi trocado pelo meio de diferenciacdo especifico contendo
90% de StemPro Adipocyte Differentiation Basal Medium, 10% de StemPro
Adipogenesis Supplement, penicilina/estreptomicina 100ug/mL e anfotericina B
3pg/mL. O meio indutor foi trocado a cada 3 dias durante 7 dias de
diferenciacdo. Apds este procedimento, as células foram fixadas em
paraformaldeido 4%, lavadas com PBS e &gua destilada e em seguida
adicionado 2mL de Oil Red-O Solution. As células foram incubadas por 40
minutos em temperatura ambiente, ap6s foi removido o corante, lavou-se 3
vezes com agua destilada. Em seguida adicionou-se 2mL de solucdo de

Hematoxilina durante 15 minutos para marcacao do nucleo. Os pocos foram

X' StemPro Adipogenesis (A1007001) - Invitrogen Life Science Technologies, Sdo Paulo — SP.

StemPro Chondrogenesis (A1007101) - Invitrogen Life Science Technologies, Sdo Paulo — SP.
* StemPro Osteogenesis (A1007201) - Invitrogen Life Science Technologies, Sdo Paulo — SP.

XIvV
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lavados com &gua destilada novamente e os campos foram observados com

auxilio de um microscopio 6ptico de luz invertida.

3.4.2 Diferenciacao para linhagem condrogénica

Células tronco provenientes dos frascos de cultivo celular de primeira
passagem foram ressuspendidas e transferidas para uma placa de cultivo de 6
pocos contendo meio de cultivo completo e cultivadas em estufa de cultivo
celular a 37,5°C e uma atmosfera de 5% de CO, até que atingissem 70% de

confluéncia antes de iniciar o teste de diferenciacao.

Quando o cultivo celular atingiu a confluéncia esperada, o meio de
cultivo completo foi trocado pelo meio de diferenciacdo especifico contendo
90% de StemPro Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium, 10% de
StemPro Chondrogenesis Supplement, penicilina/estreptomicina 100ug/mL e
anfotericina B 3ug/mL. O meio indutor foi trocado a cada 3 dias durante 16 dias
de diferenciacdo. Apds este procedimento, as células foram fixadas em
paraformaldeido 4%, lavadas com PBS e em seguida adicionado 2mL de
Alcian Blue 1% preparada em 0,1%N HCL. As células foram incubadas por 30
minutos em temperatura ambiente, apds foi removido o corante, lavou-se 3
vezes com 0,1%N HCL e os campos foram observados com auxilio de um

microscopio Optico de luz invertida.

3.4.3 Diferenciagao para linhagem osteogénica

Células tronco provenientes dos frascos de cultivo celular de primeira
passagem foram ressuspendidas e transferidas para uma placa de cultivo de 6
pocos contendo meio de cultivo completo e cultivadas em estufa de cultivo
celular a 37,5°C e uma atmosfera de 5% de CO, até que atingissem 70% de

confluéncia antes de iniciar o teste de diferenciacao.

Quando o cultivo celular atingiu a confluéncia esperada, 70%, o meio de
cultivo completo foi trocado pelo meio de diferenciacdo especifico contendo
90% de StemPro Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium, 10% de

StemPro Osteogenesis Supplement, penicilina/estreptomicina 100ug/mL e
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Anfotericina B 3ug/mL. O meio indutor foi trocado a cada 3 dias durante os 10
dias do estudo de diferenciacdo. Apos este procedimento, as células foram
fixadas em alcool 70%, lavadas com agua destilada e em seguida adicionado
2mL de Alizarin Red. As células foram incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente, apos foi removido o corante, lavou-se 4 vezes com agua
e 0s campos foram observados com auxilio de um microscépio oOptico de luz

invertida.

3.5 Diferenciacdo espontanea das CTMs in vitro com a presenca do

biomaterial

Apoés 20 dias de crescimento das CTMs na presenca do biomaterial, foi
estabelecida a capacidade de inducdo espontanea de diferenciacédo das células
na presenca do Selante. Para tanto foram utilizados marcadores especificos
para linhagens celulares osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas de
acordo com o descrito no item 3.4.

3.6 Associacdo do Selante com as células tronco

3.6.1 Preparo e cultivo do biomaterial

As amostras do Selante, 8uL, foram acondicionadas em placas de
cultivo de 6 pocos onde foi adicionado em média 3,20 X 10> de células tronco
mesenquimais de ratos ja cultivadas e caracterizadas previamente, seguidos
da adicdo de meio de cultivo completo. As placas foram mantidas em estufa de
cultivo celular a 37,5°C e uma atmosfera com 5% de CO,. Foram realizadas
trocas do meio de cultivo a cada 5 dias para se obter crescimento e agregacao

celular ao biomaterial.
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3.7 Avaliacdo in vitro do crescimento e viabilidade celular junto ao

biomaterial

3.7.1 Microscopia optica de luz invertida

O crescimento das CTMs nas placas foi avaliado em cultivo de primeira
passagem por microscopia oOptica de luz invertida. Foram plagueadas uma
média de 2,13 X 10° células para 8uL de biomaterial em 5 mL de meio de
cultivo completo. A densidade celular foi avaliada com a contagem das células
com o auxilio de uma camara de Neubauer. As células foram marcadas com

XVI

Tripan Blue™ (Benzamine blue), colocadas em uma camara de Neubauer e

entdo levadas a um microscépio de luz para a realizacao da contagem celular.

3.7.2 Microscopia de fluorescéncia

As células em crescimento sobre o biomaterial foram avaliadas quanto

ao crescimento e a viabilidade pela marcacdo das células com a utilizacao de

sondas fluorescentes. As células foram marcadas com Hoescht 33342*V!

marca as células em azul (vivas) e com lodeto de Propidium*" que marca as

que

células em vermelho (mortas).

O meio da placa de cultivo celular primario de CTMs associado ao
Selante de Fibrina foi removido e acrescentado 0,5mL de PBS juntamente com
20pL de solugédo de Hoescht 33342 10mg/mL durante 10 minutos. ApoOs este
periodo, descartou-se o PBS juntamente com a solucdo de Hoescht e as
células foram lavadas com PBS puro. Foi adicionado 5uL de solucédo de lodeto
de Propidium 1mg/mL e aguardado 5 minutos e realizado novamente uma

lavagem com PBS antes de executar a leitura.

! Alfa Aesar GmbH & Co.KG Zeppelinstrasse 7 D-76185 Karlsruhe / Germany

Bisbenzimide H 33342 - Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Av. Nagdes Unidas, 2343, Sdo Paulo — SP.
Propidium iodide - Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Av. Na¢cGes Unidas, 2343, Sdo Paulo — SP.

Xvii
XV
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A leitura das células marcada com as sondas fluorescentes foi realizada
com o auxilio de um microscopio de fluorescéncia (filtro azul, excitacdo: 450 a
490nm).

3.7.3 Microscopia eletronica de varredura

Amostras do Selante, 8uL, juntamente as células tronco mesenquimais
de ratos foram avaliadas quanto a sua forma, contorno e topografia de sua

superficie através da microscopia eletrénica de varredura.

Para tanto, as amostras do Selante foram cultivadas juntamente com as
células tronco mesenquimais e fixadas em fixador de Karnovysky, referente a

solucao de glutaraldeido 2,5%, em tampdo fosfato 0,1M com pH 7,3 por 24h.

Apoés obter as amostras fixadas, foram feitos os seguintes passos para

adequar o material para a realizacdo da microscopia eletrénica de varredura:

e Lavagem em tampéao fosfato 0,1M com pH 7,3 (3x de 5 minutos);

e Pos-fixacdo em tetroxido de 6smio 1% diluido no mesmo tampéao (3h);

e Desidratacdo em alcool etilico em sequiéncia crescente até concentracao
final de 100%, passando da concentracdo de 70% diretamente para
alcool absoluto (repetindo 3 vezes);

e Secagem em aparelho de ponto critico CPD030 com CO; liquido;

¢ Montagem dos materiais em suportes “stubs” apropriados;

e Metalizagdo em Sputter SCDO050 para proceder a cobertura com ouro.

As observacbes foram realizadas em Microscépio Eletrdnico de
Varredura JEOL — JSM5800LV, com voltagem de 10 kV e documentadas por
fotografia digital no préprio aparelho.

3.7.4 Microscopia eletronica de transmissao

Amostras do Selante juntamente com as células tronco mesenquimais
de ratos foram avaliadas principalmente quanto as suas caracteristicas

morfologicas e estruturais através da microscopia eletrénica de transmissao.
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Para tanto, as amostras do Selante foram cultivadas juntamente com as

células tronco mesenquimais e fixadas em fixador de Karnovysky, referente a

solucéo de glutaraldeido 2,5%, em tampéao fosfato 0,1M com pH 7,3 por 24h.

Apoés obter as amostras fixadas, foram feitos os seguintes passos para

adequar o material para a realizacdo da microscopia eletronica de transmissao:

Lavagem em tampao fosfato 0,1M com pH 7,3 (3x de 5 minutos);
Pos-fixagdo em tetroxido de 6smio 1% diluido no mesmo tampéo (3h);
Desidratacao em alcool etilico em seqiiéncia crescente até concentracéo
final de 100%;

Imersdo em acetona (1h);

Imersdo em acetona + resina (2:1) (12h);

Imerséo em acetona + resina (1:1) (12h);

Inclusdo em resina Durcupan® ACM Fluka™™*

sendo a polimerizacao
completa em estufa a 50°C durante 48h;

Trimagem realizada com auxilio de lamina apropriada;

Cortes semi-finos (0,3um) realizados com navalha de vidro e corados
com Azul de Toluidina 1% em placa aquecedora;

Cortes ultra-finos (50nm) realizados com navalha de diamante e corados

com Manila + Citrato de Chumbo.

As observacdes foram realizadas em Microscopio Eletrénico de

Transmissao TECNAI BIOTWEEN G2 SPIRIT, marca FEI COMPANY, com

voltagem de 80 kV e documentadas por fotografia digital no préprio aparelho.

Tanto a microscopia eletrbnica de varredura como a microscopia

eletrbnica de transmissdao foram realizadas na Universidade Estadual de

Campinas — UNICAMP, com apoio do Laboratério de Regeneracao Nervosa,

localizado no Departamento de Anatomia e Laboratério de Microscopia

Eletrbnica do Instituto de Biologia.

XIX

Durcupan® ACM, Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA
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4. RESULTADOS

4.1 Selante de Fibrina

Apbés aproximadamente 2 minutos da reconstituicio de seus
componentes em temperatura ambiente, o material comecou a apresentar
intensa formacéo da rede de fibrina, tendo como resultado final o aparecimento
de um coagulo estavel (figuras 6 e 7).

FIGURA 6 — Formacgdo do coagulo de fibrina (seta amarela),
apoés a uniao dos componentes do Selante de Fibrina.



26

FIGURA 7 — Aspecto da rede de fibrina caracteristica formada
pelo Selante de Fibrina produzido pelo CEVAP. MO (100X).

4.2 Isolamento e caracterizacdo das células tronco mesenquimais

As células obtidas pelo cultivo primario proveniente da regido onde
houve a formacdo do anel e concentracdo da fracdo de células tronco
mononucleares da medula Ossea dos ratos apresentaram morfologia
fibroblastoide (figura 8). As CTMs apresentaram a capacidade de aderéncia ao
plastico, sendo que a partir da primeira passagem, elas correspondiam a
praticamente 80% das células obtidas. Essas observacdes foram indicativas de
gue se tratavam de CTMs, sendo confirmado posteriormente com a marcacéo
pelos anticorpos CD44, CD90 e CD34.

Os cultivos realizados levaram aproximadamente 12 dias para atingirem
a confluéncia de 90% e nao houve diferenca do tempo de crescimento celular

guando comparado com a presenca do biomaterial.
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FIGURA 8 - Morfologia fibroblastoide (seta amarela)
caracteristica das CTMs, observadas em microscopia Optica de
luz invertida. MO (200X).

O numero total de células da fracdo mononuclear isoladas em cada
amostra variou de 5,33 X 10°a 10,20 X 10° células. A média de células por mL

foi de 1,93 X 10°. Os resultados estdo presentes na tabela 1.
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TABELA 1 — Volume de medula 6éssea mais meio de coleta, coletada a partir
dos fémures e tibias de ratos, numero de células isoladas da fracéo

mononuclear, numero de células por mL e numero de células na primeira

passagem por amostra.

AMOSTRA VOLUME CELULAS CELULAS N° TOTAL DE
(MEDULA COLETADO ISOLADAS (n°cels/mL)  CELULAS NA
OSSEA) (mL) POR COLETA PRIMEIRA

PASSAGEM
1 4 9.060.000 2.265.000 805.000
2 4 10.200.000 2.550.000 645.000
3 4 8.265.000 2.066.250 715.000
4 4 6.245.000 1.561.250 480.000
5 4 8.975.000 2.243.750 510.000
6 4 6.075.000 1.518.750 575.000
7 4 5.335.000 1.333.750 665.000
8 4 9.810.000 2.452.500 685.000
9 4 8.070.000 2.017.500 535.000
10 4 5.525.000 1.381.250 800.000
MEDIA 4 7.756.000 1.939.000 641.500

4.2.1 Citometria de fluxo

Para a caracterizagéo das células tronco mesenquimais, foram utilizados
marcadores de superficie positivos CD44 e CD90 (células tronco
mesenquimais) e negativo CD34 (células tronco hematopoiéticas).

A marcacdo foi realizada em cultivo de primeira passagem. Os
resultados provenientes da citometria de fluxo revelaram-se com baixa
marcacao para o marcador CD34 (figura 9), apenas 1,36% do total de células
presentes na amostra foram marcadas; alta marcacdo para os marcadores
CD44 (figura 10), 81,93% de células marcadas, e CD90 (figura 11), 89.06% de

células marcadas.



FIGURA 9 — Analise por citometria de fluxo das células de cultivo de

primeira passagem revelando baixa marcagéo para o marcador CD34

FIGURA 10 - Andlise por citometria de fluxo das células de cultivo de

primeira passagem revelando alta marcacéo para o marcador CD44.

FIGURA 11 - Andlise por citometria de fluxo das células de cultivo de

primeira passagem revelando alta marcacéo para o marcador CD90.

29
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4.3 Diferenciacdo e marcacéo para linhagem osteogénica, condrogénica e

adipogénica

4.3.1 Diferenciacao para linhagem adipogénica

Formada a cultura de CTMs, o cultivo de primeira passagem foi induzido
para diferenciar-se em linhagem adipogénica. Apds 7 dias em meio de cultivo
especifico, ficou aparente a presenca de vacuolos ricos em lipideos no interior
das células. Sendo assim, o cultivo foi fixado e realizado a coloracdo por Oil

Red-O Solution, visando a marcacao da deposi¢ao de lipideos (figura 12).

FIGURA 12 — Coloracdo das células com Oil Red-O Solution
indicando a presenca de gotas ricas em lipideos no interior das
células. MO (400X).
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4.3.2 Diferenciacao para linhagem condrogénica

Depois de constituida a cultura das CTMs, o cultivo de primeira
passagem foi induzido a diferenciar-se em linhagem condrogénica. Apos 16
dias em meio especifico para inducdo da diferenciacdo para condrocitos ficou
aparente a mudanca morfologica das células em relacdo ao controle. Sendo
assim, as células foram fixadas e coradas com solucéo de Alcian Blue visando
a marcacdo dos proteoglicanos produzidos pelos condrécitos. A coloracéo
especifica foi positiva, indicando que houve a diferenciacdo das CTMs para

condrocitos (figura 13).

FIGURA 13 — Coloracéo Alcian Blue indicando a presenca de
proteoglicanos produzidos pelos condrécitos. Célula em

processo de diferenciacdo (seta amarela). MO (400X).
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4.3.3 Diferenciacao para linhagem osteogénica

Estabelecida a cultura de CTMs, o cultivo de primeira passagem foi
induzido para diferenciar-se em linhagem osteogénica. Apés 10 dias em meio
de cultivo especifico, ficou aparente a deposicdo de célcio pelos ostedcitos.
Sendo assim, o cultivo foi fixado e realizado a colorag&o por solugdo de Alizarin
Red, visando a marcacdo da deposicdo dos minerais no meio extracelular
(figura 14).

FIGURA 14 — Coloracéo Alizarin Red indicando a deposicdo de
célcio realizada pelos osteécitos no meio extracelular. MO
(200X).
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4.4 Avaliacdo da diferenciacdo espontanea das CTMs in vitro com a

presenca do biomaterial

4.4.1 Diferenciacao espontanea para linhagem adipogénica

Apés 7 dias em cultivo, as CTMs na presenca do Selante de Fibrina
foram marcadas pelo corante Oil Red-O Solution visando a marcagéo da
deposicao de lipideos no interior das células. Nao houve marcacéo significativa
de lipideos intracelulares, sendo indicativo que o biomaterial ndo foi capaz de
induzir as CTMs a diferenciarem-se para linhagem adipogénica apenas em sua

presenca (figura 15).

FIGURA 15 — Coloracao das células com Oil Red-O Solution
indicando a auséncia de significativa marcacdo para este
corante. MO (200X).
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4.4.2 Diferenciacao espontanea para linhagem condrogénica

Apos 16 dias em cultivo, as CTMs na presenca do Selante de Fibrina
foram marcadas pelo corante Alcian Blue visando a marcacdo de
proteoglicanos produzidos pelos condrécitos. Ndo houve marcacdo expressiva
nas células em cultivo, indicando que o biomaterial ndo foi capaz de induzir as
CTMs a diferenciarem-se para linhagem condrogénica apenas em sua
presenca (figura 16).

FIGURA 16 — Regido do biomaterial (estrela amarela). N&o

houve marcacéo para o corante Alcian Blue. MO (200X).
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4.4.3 Diferenciacao espontanea para linhagem osteogénica

Apos 10 dias em cultivo, as CTMs na presenca do Selante de Fibrina
foram marcadas pelo corante Alizarin Red visando a marcac¢do da deposicéo
de minerais no meio extracelular pelos ostedcitos. Foi observado marcacao

com pouca intensidade (figura 17).

FIGURA 17 — Marcacéao relevante pelo corante Alizarin Red na
presenca do Selante de Fibrina. Regido do biomaterial (estrela
amarela). MO (200X).

4.5 Avaliacao in vitro do crescimento e viabilidade celular junto ao

biomaterial

4.5.1 Avaliacao por microscopia 6ptica de luz invertida

Apds a mudanca do cultivo primario para primeira passagem, foi
realizada a unidao do Selante de Fibrina com as CTMs. No segundo dia de
cultivo foi possivel observar a proliferacdo de células com morfologia
fibroblastoide, inclusive ao redor do biomaterial. A confluéncia celular neste
periodo era em torno de 30 a 40% (figuras 18 e 19).
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FIGURA 18 — Selante de Fibrina (estrela vermelha) e presenca
das CTMs apos 2 dias de cultivo com morfologia fibroblastéide
(seta amarela). MO (200X).

FIGURA 19 - Fragmentos de Selante de Fibrina (estrelas
vermelhas) e proliferacdo celular ao redor do biomaterial (setas
amarelas). MO (200X).

Aos quatro dias de cultivo o aumento e proliferagdo celular foram
consideravelmente bons, mantendo sua morfologia caracteristica e definindo
muito bem o que era o Selante e o que eram as CTMs (figura 20). O cultivo

apresentava confluéncia celular em torno de 60 a 70%. Em algumas regides foi
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possivel observar a rede de fibrina formada pelo Selante, evidenciando um
aspecto de “teia de aranha” (figura 21), onde em alguns momentos as células

foram capturadas pela rede de fibrina (figura 22).

FIGURA 20 — Regido do Selante de Fibrina (estrela vermelha)
e proliferacdo das CTMs com confluéncia ao redor de 60%
(seta amarela). MO (200X).

FIGURA 21 — Rede de fibrina com aspecto de “teia de aranha”
(setas amarelas). MO (200X).
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FIGURA 22 — Células capturadas pela rede de fibrina (setas
amarelas). MO (200X).

Depois de oito dias de cultivo a confluéncia celular do cultivo era em
torno de 90% e algumas das CTMs pareciam estar crescendo aderidas as
superficies do Selante (figura 23).

FIGURA 23 — CTMs projetando-se em direcdo a superficie do

biomaterial (setas amarelas). MO (200X).



39

4.5.2 Avaliacado por microscopia de fluorescéncia

As células viaveis apresentaram-se com o nucleo marcado pela solucéo
de Hoescht 33342, que apresentavam coloracdo azul brilhante. Células com a
membrana lesada foram marcadas pela solugcdo de lodeto de Propidium e
possuiam coloracdo vermelha. Foi possivel observar a viabilidade do cultivo
células, acima de 75% de CTMs vivas na presenca do Selante de Fibrina
(figura 24).

FIGURA 24 - Coloracdo de Hoescht 33342 e lodeto de
Propidium para analise da viabilidade celular de CTMs

cultivadas na presenca do Selante de Fibrina. MF (200X).

4.5.3 Avaliagdo por microscopia eletrénica de varredura

Em relacdo a analise tridimensional apenas do Selante de Fibrina pela
microscopia eletrdnica de varredura, revelou uma superficie uniforme,
formando um “tapete” constituido basicamente por uma intensa rede de fibrina
(figuras 25 e 26).



FIGURA 25 — Ultra-estrutura de amostra do Selante de Fibrina
a microscopia eletrdnica de varredura. Presenca de alguns
granulos de calcio referente a solucao de cloreto de célcio onde
0 material é reconstituido (setas amarelas). Superficie do
“tapete” formado pela intensa rede de fibrina (estrela vermelha).

MEV (2000X).

FIGURA 26 — Em maior aumento pode-se observar a intensa
rede de fibrina formada (estrela vermelha) pelo Selante de

Fibrina. MEV (4000X).
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A microscopia eletronica de varredura realizada no biomaterial cultivado
por 8 dias na presenca de células tronco mesenquimais, revelaram a
capacidade do Selante de Fibrina em capturar e promover a adeséao celular em
sua superficie (figura 27). Em maior aumento, foi possivel observar a interacédo
celular com células adjacentes e prolongamentos celulares em direcdo ao

interior do biomaterial (figuras 28 e 29).

FIGURA 27 — “Tapete” formado pelo Selante de Fibrina (estrela
vermelha) e a presenga de grande quantidade de CTMs
aderidas a superficie do biomaterial (setas amarelas). MEV
(400X).
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FIGURA 28 - Intensa rede de fibrina formada (estrela
vermelha). Interagdo e crescimento celular na superficie do
biomaterial (seta amarela). CTMs capturadas e recobertas pela
rede de fibrina (estrela amarela). MEV (1000X).

FIGURA 29 — Prolongamentos celulares em direcdo ao interior

do biomaterial apos 8 dias de cultivo celular. MEV (4000X).

4.5.4 Avaliagédo por microscopia eletronica de transmissao

Analisando as imagens realizadas do Selante de Fibrina cultivado
durante 8 dias na presenca das CTMs foi possivel notar a presenca de

projecdes celulares onde houve a formacao de inUmeras camadas. Também se



43

pode notar a presenca do nucleo celular, da matriz depositada, possivelmente
a matriz de fibrina original, e de estruturas circulares eletrodensas
caracterizadas como sendo mitocondrias (figuras 30 e 31). Dessa maneira, as
imagens mostraram a intima ligacdo que ocorreu entre as CTMs e o
arcabouco, onde foi possivel evidenciar o contato entre as interfaces do

biomaterial com as células tronco mesenquimais.

FIGURA 30 — Projecdes celulares (estrelas vermelhas) e a
matriz depositada, possivelmente formada pelo Selante de
Fibrina (setas amarelas). MET (Manila + Citrato de Chumbo)
(3000X).



FIGURA 31 — Presenca do nucleo celular (N), camadas
formadas por projecdes celulares (estrelas vermelhas) e matriz
depositada (seta amarela). MET (Manila + Citrato de Chumbo)
(6000X).
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5. DISCUSSAO

5.1 CTMs - Isolamento e caracterizacao

Derivadas da medula 6ssea de ratos (Rattus norvegicus), as celulas
tronco mesenquimais foram estudadas, isoladas, caracterizadas e utilizadas
em conjunto com o biomaterial, Selante de Fibrina, com a finalidade de
promover alternativas terapéuticas mais promissoras e eficientes, visando o

poder de regeneracao e diferenciacao deste tipo celular.

Segundo BYDLOWSKI et al. (2009)*, as CTMs, como as utilizadas neste
estudo, estdo presentes no estroma da medula déssea, e possuem a
capacidade de se diferenciarem em linhagens de células do tipo mesodérmico
e possivelmente do tipo ndo mesodérmico, que seriam as células neurais e 0s
hepatocitos. Também podem ser encontradas ndo s6 na medula 6ssea, mas

em tecido adiposo, peridsteo, tecido muscular e 6rgédos parenquimatosos?%23,

Optou-se pelo uso das CTMs provenientes da medula éssea dos ratos
devido seu féacil isolamento e cultivo. Os animais utilizados como doadores
possuiam no maximo 30 dias de vida, o que esta de acordo com FIBBE
(2002)%"; ABDI et al. (2008)%, onde os autores relatam que com o avanco da

idade, ocorre um declinio de CTMs na medula 6ssea.

N&o existem apenas células tronco mesenquimais na medula éssea,
visto isso, foi feito o isolamento e caracterizagdo celular para se obter um
cultivo purificado. FRIEDENSTEIN et al. (1970)°, foram os primeiros
pesquisadores a identificar CTMs ha mais de 40 anos e descreveram a

capacidade que tais células possuiam de aderirem-se ao plastico.

O método de isolamento das CTMs deste estudo foi realizado através da
separacdo da fracdo de células mononucleares por meio de gradiente de
densidade conforme relatado por BYDLOWSKI et al. (2009)* como sendo a
maneira mais frequentemente utilizada para obtencdo das células

mononucleares, e a partir disto, isola-se a fracdo desejada que no presente
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estudo sdo as CTMs. Ainda de acordo com BYDLOWSKI et al. (2009)!, as
CTMs formam colbnias e possuem a capacidade de manter sua multipoténcia e
seu potencial de crescimento por longos periodos, onde neste estudo, a
confluéncia média atingida em um periodo de 12 dias de cultivo eram em torno
de 80 a 90%, tanto para o cultivo associado com o Selante de Fibrina como
para o cultivo sem o biomaterial. Sendo assim, as metodologias empregadas
para a coleta, isolamento e cultivo das CTMs provenientes da medula 0ssea de
ratos foram eficientes. Isto esta de acordo com resultados obtidos por OSHIMA
et al. (2005)%°, que demonstraram em seus estudos que o tempo médio de
isolamento de células provenientes de medula 6ssea dos fémures e tibias de
ratos variou de 10 a 14 dias para atingirem a confluéncia média de 80% e

apresentarem morfologia fibroblastéide de origem mesenquimal.

Cada célula presente no organismo apresenta marcadores de superficie
que as caracterizam'®. Porém, as CTMs possuem uma variedade muito
grande de marcadores ndo especificos™, sendo que para caracteriza-las deve
haver positividade para alguns marcadores e serem negativo para outros.
Atento a isto, as populacdes celulares utilizadas neste estudo foram marcadas
e analisadas pela citometria de fluxo apresentando altos niveis de marcacgéo
para os marcadores CD44 e CD90 (células tronco mesenquimais) e baixos
niveis de marcacao para o marcador CD34 (células tronco hematopoiéticas).

101 " células tronco

De acordo com os dados obtidos por FU et al. (2008)
neurais derivadas de células tronco mesenquimais coletadas a partir da medula
O0ssea expressaram antigenos caracteristicos de células tronco mesenquimais
para os marcadores CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 e proliferaram
e diferenciaram em multiplas linhagens mesodérmicas, incluindo adipécitos,
condrocitos e osteoblastos, o que também esta de acordo com os resultados
obtido neste estudo, cujo as CTMs provenientes dos ratos foram capazes de se
diferenciarem para linhagens osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas,

evidenciando a sua multipoténcia.

Outras caracteristicas importantes, que foram observadas e constatadas
através da microscopia Optica de luz invertida, é o fenétipo fibroblastoide das
células cultivadas sendo tipicamente fusiforme, que corrobora com o trabalho

de UCCELLI et al. (2008)'? no qual apresentam que o fenétipo da populacdo
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celular deve ser fibroblastéide e apresentar caracteristicas morfolégicas

fusiformes e cuboidais.

Em relacdo ao potencial de diferenciacdo das células tronco, estas
podem ser classificadas como: pluripotentes — gerando todos os tipos
celulares, multipotentes — originam diversos tipos celulares dentro da mesma
linhagem, oligopotentes — a partir de um mesmo tecido, originam células de

diversas linhagens e unipotentes — originam um tipo celular'®?,

PITTENGER et al. (1999)° induziram uma colénia de células tronco
mesenquimais para se diferenciar em linhagem adipogénica. A inducao ocorreu
aparentemente pelo acumulo de gotas ricas em lipideos no interior das células,
corados com Oil Red-O Solution, cujo mais de 95% da colbnia seguiu esta
linhagem e as gotas de lipideos continuaram a se desenvolver ao longo do
tempo. Os adipécitos permaneceram saudaveis na cultura por pelo menos trés

meses.

No presente experimento, caracteristicas semelhantes foram observadas
nas culturas de CTMs induzidas com o kit de diferenciacdo para linhagem
adipogénica - StemPro Adipogenesis Differentiation — Invitrogen. Analisando os
cultivos, houve a mudanca morfolégica normalmente encontrada nas CTMs
indiferenciadas de fusiformes para um aspecto ovoide com deposi¢cao de gotas
de lipideos no interior das células, tipico de células da linhagem adipogénica. O
processo de diferenciacdo pode ser confirmado com o procedimento de

marcagao pela solugao Oil Red-O.

LIMA-NETO (2010)'%* utilizou como um dos métodos de caracterizagao,
das CTMs provenientes de equinos, a capacidade que tais células tinham em
se diferenciar para linhagem condrogénica. A partir de cultivos de segunda
passagem foi possivel induzir as CTMs a diferenciarem-se em condrécitos
obtendo altos indices de marcacdo dos proteoglicanos produzidos a partir das

células diferenciadas pelo corante Alcian Blue.

Foi possivel observar dados semelhantes neste experimento, no qual
culturas de CTMs foram induzidas com o kit de diferenciagdo para linhagem
condrogénica — StemPro Chondrogenesis Differentiation — Invitrogen.

Analisando os presentes cultivos, houve o aparecimento de lacunas
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intercelulares como mudanca morfologica mais evidente em relacdo ao cultivo
controle de CTMs. A marcacéo realizada pelo corante Alcian Blue esteve
presente, caracterizando a sintese de proteoglicanos pelos condrocitos

confirmando a diferenciagao para a linhagem condrogénica.

LIMA et al. (2009)'® avaliaram a capacidade de células tronco
mesenquimais provenientes da medula 0ssea de cdes em diferenciar-se em
linhagem osteogénica. Apos 7 dias de cultivo em um dos grupos testados, as
caracteristicas morfologicas das CTMs resultaram de fusiformes para cubdides,
0 que se trata de um indicativo de diferenciacdo para a linhagem osteogénica.
A marcagao com solucéo de Alizarin Red demonstrou a ocorréncia de acumulo

de calcio confirmando a diferenciacao.

Caracteristicas semelhantes foram observadas neste estudo, no qual as
culturas de CTMs provenientes de medula 6ssea de ratos foram induzidas com
o kit de diferenciacdo para linhagem osteogénica — StemPro Osteogenesis
Differentiation — Invitrogen. Nao houve mudancas morfolégicas aparentes como
as encontradas em um dos grupos citados por LIMA et al. (2009)'%°. Porém, a
analise da marcacao com a solucédo de Alizarin Red foi evidente, demonstrando
o acumulo de célcio no meio extracelular pelos ostedcitos, desta maneira
indicando que as células diferenciaram-se em osteoblastos funcionais. Isto
indica que a diferenciacdo ndo deve ser levada em consideracdo apenas por
caracteristicas ou mudancas morfolégicas nas células, mas sim pelo acumulo
de depositos de célcio, uma vez que implica a mudanca do metabolismo

celular.

De acordo com BYDLOWSKI et al. (2009)' as células tronco
mesenqguimais possuem a capacidade de formarem osteoblastos, condrécitos e
adipdcitos, tanto in vivo como in vitro. Isso esta de acordo com os resultados
apresentados neste estudo, cujo CTMs provenientes da medula 6ssea de ratos

diferenciaram-se em linhagem osteogénica, condrogénica e adipogénica.
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5.2 Biomaterial — Selante de Fibrina

O biomaterial, Selante de Fibrina, foi utilizado como arcabouco e
mostrou ter 6tima plasticidade e capacidade de interagir com as CTMs. Vale
salientar que devido os experimentos serem realizados in vitro descarta-se a
acao de reabsorcao do biomaterial pelo organismo, promovendo periodos mais

longos de contato entre o biomaterial e as CTMs.

Na analise pela microscopia 6ptica de luz invertida foi possivel confirmar
esta interacao entre os dois componentes, onde as CTMs coletadas da medula
O0ssea dos ratos cresceram e proliferaram em direcdo ao biomaterial e até
mesmo em sua superficie, interagindo com o arcabouco biolégico da maneira

esperada.

Isso indicou que a associacdo do Selante de Fibrina, produzido pelo
Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos — CEVAP, com as
células tronco mesenquimais provenientes da medula 6ssea de ratos foi
possivel. Isso corroborou com resultados obtidos por YAMADA et al. (2003)%°
gque demonstraram que ceélulas tronco migraram e interagiram de maneira

eficaz em associagbes com o Selante de Fibrina utilizado em seu estudo.

Entretanto, para que ocorra a captura das CTMs pelo Selante de Fibrina,
vale salientar que o material deve ser preparado em conjunto com as células
tronco previamente suspensas e diluidas em um dos componentes, para que
no momento da formacdo e estabilizagdo do biomaterial essas células sejam

capturadas e figuem aderidas a ele.

Nas avaliacBes realizadas pela microscopia Optica e microscopia
eletrdnica de varredura, que teve como objetivo avaliar a interacdo das células
com a superficie do biomaterial, foi possivel observar grande quantidade de
CTMs aderidas a intensa rede de fibrina formada pelo Selante, o que se
assemelhou ao descrito por GARDIN et al. (2011)°” promoveram a interacao
de células tronco provenientes de tecido adiposo em arcaboucos baseados em
Selante de Fibrina e acido hialurbnico e obteve crescimento celular em suas

superficies.
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Em relacdo aos resultados obtidos pela microscopia eletronica de
transmissdo, a presenca de nucleos com caracteristicas eucromaticas
evidenciaram alta atividade metabdlica e sintese ativa de proteinas. A matriz
depositada ficou evidente, com essas caracteristicas pode-se dizer que a
interacdo de células tronco mesenquimais viaveis e ativamente funcionais com
0 Selante de Fibrina ocorreu. Isso condiz com resultados obtidos por TRUBIANI
et al. (2008)!°®® que mostraram um crescimento extensivo da biomassa de
células tronco mesenquimais sobre os arcaboucos utilizados em seus

experimentos, sendo um deles a esponja de fibrina.

Além disso, foi realizado o teste de viabilidade celular através de
marcadores de células vivas (Hoescht 33342) e células mortas (lodeto de
Propidium). As marcacfes das colénias de CTMs na presenca do Selante de
Fibrina demonstraram viabilidade acima de 75% das células em contato com o
biomaterial, garantindo que a interacdo entre o arcabouco e as células fosse
possivel, mantendo a funcionalidade e viabilidade celular.

Nas andlises dos experimentos onde foi testada a capacidade do
Selante de Fibrina em induzir espontaneamente as CTMs em contato com o
biomaterial a diferenciarem-se para linhagem adipogénica e condrogénica, nao
houve marcagcdo relevante pelos corantes especificos para formagédo de
depositos ou gotas de lipideos intracelulares (Oil Red-O Solution) ou producéo
de proteoglicanos pelos condrocitos (Alcian Blue) respectivamente.
Demonstrando desta maneira, a incapacidade ou mesmo a neutralidade do
Selante de Fibrina frente as CTMs coletadas da medula 6ssea de ratos em

induzir algum tipo de diferenciacdo para essas linhagens citadas.

Em relacdo ao estudo realizado para a diferenciagcdo espontanea para
linhagem osteogénica na presenca do biomaterial, houve marcacédo relevante
pelo corante Alizarin Red. As células foram levadas a um inicio de
diferenciacdo para osteoblastos. Uma das hipbéteses é que apds o tapete
celular na superficie da placa de cultivo atingir confluéncia méaxima, mantendo-
se assim por um periodo prolongado de aproximadamente dez dias, induziu a
ocorréncia da diferenciacdo espontdanea para a linhagem 6&ssea. Outra
possibilidade seria a presenca de um dos componentes do biomaterial, o

cloreto de célcio, diluido no meio de manutencdo das células que poderia ter
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levado a inducdo das CTMs para esta linhagem. Descarta-se esta possibilidade
do cloreto de calcio presente no Selante de Fibrina ter sido marcado pelo
corante Alizarin Red, pois além da quantidade ser infima, 2uL na concentracao
de 0,025 mMol/L em 5mL de meio de manutengédo celular, o mesmo foi
marcado separadamente com a solucdo especifica para diferenciacao

osteogénica sem a presenca das CTMs e ndo houve marcacao.

Experimentos complementares foram realizados com a finalidade de
descobrir os motivos de tais resultados obtidos referentes a diferenciagédo

espontanea para a linhagem osteogénica.

Cultivos celulares de primeira passagem, sem a presenca do Selante,
cultivados com meio completo de alta glicose e com 0 meio completo de baixa
glicose, ap6s atingir a confluéncia maxima durante um periodo prolongado de
tempo, 20 dias, foram capazes de induzir as colénias de CTMs a diferenciar-se

para a linhagem osteogénica.

Isto esta de acordo com a primeira hipétese citada acima, onde diz que
as células foram levadas ao processo de diferenciacdo ndo pela presenca do
biomaterial, mas sim pelo longo periodo mantido em confluéncia maxima dos
cultivos celulares. Talvez as células indiferenciadas tenham sido estimuladas a
diferenciacdo para linhagem osteogénica devido ao sitio de coleta e a origem

das CTMs serem a partir da medula 0ssea.

Também foram testados cultivos de CTMs na presenca do biomaterial
mantidos sem atingir a confluéncia méxima, onde ndo houve diferenciacéo para
nenhuma linhagem celular, mantendo as células indiferenciadas para o caso de

uma necessidade de se diferenciarem em novas populacdes celulares.
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6. CONCLUSOES

Através da andlise dos resultados obtidos nas condi¢cfes experimentais

apresentadas, pode-se concluir:

e A metodologia utilizada para coleta e cultivo das CTMs proveniente da
medula 6ssea de ratos demonstrou-se eficiente.

e As CTMs e suas caracteristicas morfolégicas foram observadas e
analisadas pela microscopia Optica de luz invertida e microscopia
eletronica no qual foi confirmada e caracterizada pela citometria de fluxo
e diferenciacdo para linhagens osteogénica, adipogénica e
condrogénica.

e As CTMs foram capazes de se diferenciarem para linhagem
osteogénica, adipogénica e condrogénica e a presenca do Selante de
Fibrina ndo interferiu na diferenciacéao.

e O Selante de Fibrina mostrou-se neutro em relacdo a inducdo de
diferenciacdo espontanea para a linhagem osteogénica, adipogénica e
condrogénica.

e O biomaterial utilizado, Selante de Fibrina, realizou a captura e permitiu
o crescimento das CTMs que se aderiram em sua superficie, no qual foi
confirmado através das técnicas microscopicas realizadas.

e A viabilidade das CTMs na superficie e em contato com o biomaterial foi
comprovada pelas marcagdes com Hoescht 33342 e lodeto de

Propidium onde o biomaterial sustentou a sobrevivéncias das mesmas.

Estudos futuros deverdo ser realizados com a finalidade de implantar
arcaboucos biologicos enriquecidos com células tronco em modelos
experimentais in vivo a fim de investigar o tempo necesséario de suporte
mecanico para as células tronco mesenquimais se manterem no local alvo e

atingirem a diferenciagéo esperada.
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