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Nesta pesquisa foi avaliado o efeito da aplicacdo de diferentes tensbes mecéanica sobre
a cultura de células osteoblasticas, cultivadas em arcaboucos de poli(3-hidroxibutirato) - PHB
recobertos ou ndo por fibronectina imobilizada covalentemente. Culturas de células
osteoblésticas foram submetidas a fluxo de meio de cultura unidirecional de forma isolada,
gerando tensdo cisalhante unidirecional, ou de forma combinada com tensdo de compressao
intermitente direta, que gerou cisalhamento oscilatorio. As respostas celulares foram
analisadas por microscopia confocal, com marcacdo de nucleo e citoesqueleto de actina, por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e por coloracdo de cortes histologicos. A
compressdo intermitente mostrou ser uma etapa de grande importancia no que diz respeito a
proliferacdo celular, promovendo modificagdes morfoldgicas indicativas de diferenciacdo
celular. Foi observada, ainda, a aceleracdo do processo migratorio e colonizacéo celular das
regibes mais internas dos arcaboucos. A funcionalizacdo prévia com a fibronectina mostrou
ser indispensavel para o cultivo celular em arcabougos poliméricos, utilizando biorreator. Os
arcaboucos funcionalizados também se mostraram propicios a vascularizagdo com células

endoteliais.
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It was evaluated the effect of applied mechanical tensions on osteoblasts cell cultures,
cultivated over poly(3-hydroxybutyrate) - PHB scaffolds recovered or not by covalent
immobilized fibronectin. Osteoblasts cell cultures were exposed to culture medium perfusion
flow on an isolated way, that generate unidirectional shear stress, or combined with
intermittent direct tension compression, that generate oscillatory shear stress. The cellular
response was analyzed by confocal microscopy, staining nucleus and actin cytoskeleton, by
scanning electron microscopy (SEM) and by stained histological sections. The intermittent
compression proved to be a very important step when considered cellular proliferation, which
promote morphological changes that indicate cellular differentiation. Was, too, observed
acceleration on migratory process and cellular colonization on more inner scaffolds areas.
The previous functionalization with fibronectin proved to be a required step for cell culture
on polymeric scaffolds, in bioreactor. Functionalized scaffolds seems to be favorable for

vascularization with endothelial cells.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

A constante busca do homem pelo aumento da qualidade e do tempo de vida tem
gerado uma crescente necessidade de desenvolver alternativas para o reparo e/ou
substituicdo de tecidos avariados por traumas, patologias ou envelhecimento natural.

Neste contexto de recuperagcdo, surge a engenharia tecidual. A base da
engenharia tecidual ¢ a multidisciplinaridade, que integra conceitos de areas como
biologia, medicina e engenharia a fim de produzir novos substitutos bioldgicos
(biomateriais) com a funcdo de restaurar e/ou manter o funcionamento normal do
tecido. Para o sucesso das técnicas de engenharia tecidual, & importante conhecer e
obter o controle dos processos de crescimento, diferenciacdo e comportamento celular
que ocorrem na superficie e no interior do biomaterial (YANG et al., 2003). A
engenharia tecidual, ou bioengenharia, encontra-se em desenvolvimento constante, ja
apresentando bons resultados, como em processos de regeneragdo de pele e de defeitos
em alguns o0ssos curtos (HENCH et al., 2012).

Os biomateriais regenerativos devem ser temporarios, podendo ter origem
natural ou sintética, tal como polimeros (naturais ou sintéticos), ceramicas ou materiais
compositos (O’BRIEN, 2011). Devem ser estruturados na forma de arcaboug¢os porosos
tridimensionais (3D), biodegradaveis, biocompativeis, biorreabsorviveis e com boa
interconexdo dos poros (NADERI et al., 2011). A presenca de poros interconectados
nos arcaboucos é apontada como um fator decisivo na produgdo do biomaterial, uma
vez que as células precisam estar em contato umas com as outras e trocar nutrientes e
gases com 0 meio (HUTMACHER, 2000).

O emprego de materiais poliméricos como biomaterial tem se destacado devido
as suas caracteristicas de biodegradabilidade, atividade fisioldgica (guiando a
reestruturacdo tecidual) e facilidade de conformacdo em varios formatos como fibras,
filamentos, filmes, etc. O poli(3-hidroxibutirato), ou PHB, é um poliéster de origem
natural, produzido por microorganismos como reserva energética e pertencente ao grupo
dos polihidroxialcanoatos (SUDESH et al., 2000). E considerado um material versatil
devido a possibilidade de, a partir dele, serem fabricados materiais em diferentes

modelos e com propriedades mecanicas e tempo de degradacao ajustaveis por processos



de copolimerizacdo ou adicdo de aditivos (ex: plastificantes) (KUNZE et al., 2006). As
estruturas tridimensionais finais produzidas pelo PHB s&o capazes de suportar 0 peso
das células sem colapsar 0s poros e apresentam taxa de degradacao lenta, o que permite
o crescimento celular com remodelacéo do tecido (LENZ e MARCHESSAULT, 2005).
Além de versatilidade, o PHB também apresenta caracteristicas como
biodegradabilidade, bioreabsorcdo e biocompatibilidade com uma série de grupos
celulares (GRIFFITH, 2000), apesar de ndo possuir grupamentos sinalizadores para a
adesdo celular em sua superficie.

Vérios métodos de modificacdo de superficies tém sido propostos na literatura a
fim de otimizar os processos de adesdo, proliferacdo, migracdo e diferenciagéo celulares
nas superficies de arcabougos poliméricos porosos. A imobilizacdo de biomoléculas é o
procedimento mais utilizado atualmente para desenvolver materiais bioativos
(VALLIERES et al., 2007).

A fibronectina (FN) é uma das biomoléculas mais utilizadas em pesquisas de
biomimetizacdo devido a sua participacdo em diversos processos fisiolégicos, como
cicatrizacdo, adesdo celular, migracdo, espraiamento, diferenciacdo e proliferacdo
(MARTINO et al., 2009, VALLIERES et al., 2007). Trata-se de uma proteina adesiva,
que pode se apresentar sob duas diferentes formas no organismo: conformagéo globular,
quando solubilizada no plasma sanguineo, ou estrutura fibrilar insoltvel, quando
presente na matriz extracelular. Ao longo da cadeia polipeptidica, a FN possui
sequéncias adesivas de tripeptideos RGD (arginina-glicina-acido aspartico) e uma série
de outros sitios sinérgicos (que podem ou ndo apresentar dependéncia da sequéncia
adesiva RGD), que interagem com as integrinas celulares, promovendo a adeséo celular
inicial e ativando processos relacionados.

As integrinas sdo o0s principais receptores celulares de ligacdo a matriz
extracelular. Trata-se de proteina transmembrana que atua como ligante entre a proteina
de matriz (FN) e o citoesqueleto de actina. A célula, a partir da contracdo ou
reorganizacdo do seu citoesqueleto, é capaz de alterar a conformacdo da FN da matriz
(MAGNUSSON e MOSHER, 1998). Da mesma forma, a disposi¢do das proteinas de
matriz pode influenciar o comportamento celular de proliferagdo, de sobrevivéncia, de
polarizacdo e de migracdo (ALBERTS et al., 2010).

O uso de biorreatores nas pesquisas de engenharia tecidual ganhou grande
destaque devido a sua capacidade de simular, in vitro, as variaveis presentes nos

experimentos in vivo, de forma isolada e controlada. Com a possibilidade de avaliagéo
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especifica de cada variavel, é possivel adequar, gradativamente, o material testado a fim
de se obter o melhor desempenho.

Para esta pesquisa, foram desenvolvidos arcaboucos de poli(3-
hidroxibutirato) (PHB) de alta porosidade e funcionalizados com fibronectina , criando-
se um ambiente propicio para o cultivo de células de linhagem osteoblastica (MG 63).
Os arcaboucos cultivados foram submetidos a cultura dindmica com compressao
intermitente e fluxo constante de meio de cultura, aplicados de forma combinada ou
isolada, com o objetivo de avaliar, baseado na morfologia e na disposicao celular, o
quanto as variantes mecanicas influenciam no processo de coloniza¢do. A compressdo
intermitente mostrou ser uma etapa de grande importdncia no que diz respeito a
proliferacdo celular, promovendo modificagdes morfoldgicas indicativas de
diferenciacdo celular. Foi observada, ainda, a aceleracdo do processo migratério e a
colonizacdo celular das regides mais internas dos arcaboucos. A funcionalizacao prévia
com a proteina mostrou ser indispensavel para o cultivo celular em arcabougos
poliméricos utilizando biorreator. Os arcabougos funcionalizados também se mostraram

propicios a vascularizacdo com células endoteliais.



CAPITULO I
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados conceitos atuais sobre o tema abordado pela
presente tese, como base em livros de referéncia e pesquisas recentemente

desenvolvidas.
2.1. Engenharia tecidual

A engenharia tecidual, ou bioengenharia, € a ciéncia multidisciplinar que
combina conhecimentos da biologia de sistemas, medicina, ciéncias e engenharia dos
materiais para a producdo de substitutos bioldgicos com objetivo de restaurar, manter ou
melhorar fungbes teciduais degeneradas. Esta baseada no desenvolvimento e na
manipulacdo de moléculas, células, tecidos ou érgéos crescidos em laboratorio sobre um
substrato (biomaterial), que terdo a funcao de substituir ou apoiar a regido a ser tratada
(HENCH et. al., 2012).

Existem pelo menos trés técnicas distintas que podem ser utilizadas, de forma
isolada ou combinada, na criacdo de um novo tecido (LANGER e VACANTI, 1993,
HENCH et al., 2012):

1) Transplante de tecidos humanos cultivados fora do corpo diretamente para a
regido a ser reparada;

2) Utilizacdo de moléculas sinalizadoras apropriadas, como fatores de
crescimento, no auxilio a regeneracao guiada por um biomaterial;

3) Transplantes de arcaboucos porosos tridimensionais, com ou sem celulas.

As células utilizadas para o tratamento de regeneragédo de tecidos ou 6rgdos sao
obtidas pela dissociagdo do tecido de um doador, podendo ser especificas, células-
tronco ou embrionarias. Podem ter origem alogénica (de individuos diferentes, porém
da mesma espécie) ou autdloga (do préprio individuo) (HENCH et al., 2012). A
utilizacdo de células de origem aut6loga para, por exemplo, a regeneracdo de 0Orgéo,
pode representar o fim das longas filas de espera para transplantes e o aumento da
qualidade de vida dos pacientes, uma vez que, nos transplantes de érgdos realizados

hoje, existe a necessidade de utilizacdo vitalicia de medicamentos imunosupressivos, 0



risco de rejeicdo, os altos curtos dos farmacos e a possibilidade de desenvolvimento de
certos tipos de cancer (ATALA, 2007, HENCH et al., 2012).

O elemento chave para o0 sucesso da engenharia tecidual é a obtencdo do
controle dos processos de crescimento, diferenciacdo e comportamento celular quando
em contato com a superficie do biomaterial (YANG et al., 2003). Assim, a escolha do
biomaterial e da técnica ideais para a terapia regenerativa desejada € de grande
importancia, pois o comportamento das células, quando cultivadas in vitro, nem sempre
€ 0 mesmo que in vivo. Por exemplo, células do figado, que in vivo apresentam grande
capacidade regenerativa, quando cultivadas e expandidas in vitro, podem apresentar
comportamento mais complexo de crescimento e proliferagdo (ATALA, 2007).

O cultivo de células in vitro, na engenharia tecidual regenerativa de tecidos
espessos, € realizado sobre um arcabouco tridimensional poroso, o qual deve funcionar
como molde, tendo sua taxa de degradacdo controlada de forma equivalente aos
processos de adesdo, proliferacdo e crescimento celular (O’BRIEN, 2011, HENCH et
al., 2012). Muitos materiais promissores tém sido estudados para a producdo desses
arcaboucos, como ceramicos e polimeros sintéticos ou naturais (HENCH et al., 2012).

Para a confeccdo de um arcabouco com bom desempenho na terapia
regenerativa, devem ser consideradas algumas propriedades importantes:

1) Ser biocompativel e biodegradavel, com taxa de degradacdo compativel com
0 crescimento e estruturacdo tecidual; seus produtos de degradacdo devem ser nao-
toxicos e facilmente excretados pelas vias metabdlicas normais (KIM et al., 2012,
O’BRIEN, 2011, HENCH et al., 2012).

2) Apresentar propriedades mecénicas adequadas e, preferencialmente,
compativeis com o tecido que a ser regenerado. Ser capaz de suportar o crescimento das
células, com manutengdo das propriedades mecéanicas pelo tempo em que forem
requeridas. A estrutura do arcabougo também deve ser capaz de suportar o processo de
esterilizacdo ao qual for submetido (KIM et al., 2012, O’BRIEN, 2011, HENCH et al.,
2012).

3) Apresentar uma rede de poros interconectados que permita, entre outros: a
penetracdo celular, o crescimento interno de tecido e a formagcdo de uma rede de
vascularizagdo que supra o interior dos arcabougos com nutrientes e lixivie 0s excretas
metabolicos (KIM et al., 2012, O’BRIEN, 2011, HENCH et al., 2012).



4) Prover boa area superficial, com microestrutura (em escala nano e
micrométrica) especifica para adesdo de cada determinado tipo celular e de metabdlitos
bioldgicos, como proteinas (KIM et al., 2012, O’BRIEN, 2011).

5) Ser bioativo, com grupamentos quimicos disponiveis para a interacdo celular
primaria e homogénea, guiando e mantendo o funcionamento celular normal (KIM et
al., 2012, O’BRIEN, 2011).

6) Ser produzido por técnica econémica, tornando-o aplicavel aos seguros de
salde, e reproduzido em pequena escala para suprir necessidades imediatistas. O
material final deve poder ser esterilizado e transportado, se mantendo estéril até a sua
utilizagdo (O’BRIEN, 2011).

Para o cultivo sobre arcabougos tridimensionais porosos e aplicagdo destes em
terapias regenerativas, existem, basicamente, duas técnicas. Na primeira, o transplante é
realizado com a formacdo de um tecido prematuro, ou seja, uma estrutura fisica de
arcabouco/célula/tecido, de forma que o material seja capaz de suportar fisica e
mecanicamente as células, desde o0 momento da inoculacdo até o transplante para o
tecido hospedeiro avariado (BARBANTI et al., 2005). Na segunda, o transplante é
realizado ap6s a formacdo do tecido maduro, ou seja, capaz de suportar o proprio peso.
Este procedimento conta com a utilizacdo de biorreatores (BARBANTI et al., 2005),
que sdo equipamentos que proporcionam o controle das condigdes hidrodinamicas e
bioquimicas do ambiente de cultivo in vitro, simulando algumas condi¢es do ambiente
in vivo (DERMENOUDIS e MISSIRLIS, 2010, FREED e VUNJAK-NOVAKOVIC,
1997). Biorreatores influenciam, portanto, a formacdo do novo tecido e a regeneracao
da regido avariada. O grau de remodelacdo alcancado depende da necessidade
anatdmica e da fisiologia do local de implante (HARDIN-YOUNG et al., 1997).

2.2. Biomateriais

A definicdo classica de biomaterial diz que: Biomaterial é qualquer substancia
(exceto drogas) ou combinacdo de substéncias, de origem sintética ou natural, que
pode ser utilizada por qualquer periodo de tempo, como um todo ou parte de um
sistema que trata, aumenta ou substituir qualquer tecido, 6érgdo ou funcdo do corpo
(BORETOS e EDEN, 1984).

Os biomateriais regenerativos devem ser temporarios, podendo ter origem

natural ou sintética, tal como poliméricos (naturais ou sintéticos), ceramicos ou
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materiais compositos (O’BRIEN, 2011). Devem ser estruturados na forma de
arcabougos  porosos tridimensionais  (3D), biodegradaveis, biocompativeis,
biorreabsorviveis e com boa interconexdo dos poros (NADERI et al., 2011). Para ser
biocompativel, 0 material deve apresentar teor de citotoxicidade nulo ou muito baixo,
sem ter acdo imunogénica (a menos que esta seja desejada), ndo deve ser mutagénico,
nem trombogénico (VERT, 2007). Biocompatibilidade é um conceito especifico para
cada sistema, variando de acordo com as caracteristicas intrinsecas do biomaterial, o
ambiente a ser implantado e a tarefa proposta (HENCH et al., 2012). A bioatividade é
entendida como a capacidade de interacdo entre o biomaterial e o tecido receptor, de
forma a promover a aceitacdo do implante por estimulacdo de processos fisico-quimicos
inertes a sistemas bioldgicos. A bioatividade envolve também caracteristicas quimica,
fisica, fisico-quimica, térmica e bioldgica; e considera, ainda, a facilidade de manejo do
biomaterial, a possibilidade de esterilizacdo, a estabilidade ao ser estocado, a taxa de
degradacdo controlada e a biorreabsorgcdo, ou seja, a capacidade de eliminacdo de
produtos de degradacao por rotas metabdlicas do organismo (O’BRIEN, 2011, HENCH
et al., 2012, VERT, 2007). A interconectividade dos poros nos arcaboucos é um fator
decisivo na producdo do biomaterial, uma vez que as células precisam estar em contato
umas com as outras e trocar nutrientes e gases com o meio (HUTMACHER, 2000).

Assim, as caracteristicas fisiolégicas do ambiente onde o biomaterial é
implantado direcionam o seu comportamento fisico, quimico e biolégico ao longo do
tempo. Em outras palavras, caracteristicas como pH, presenca de cations e anions,
temperatura e ainda os polissacarideos (como proteinas presente no plasma sanguineo),
bem como os tecidos ao redor do implante devem ser levados em conta quando sugerida
a aplicacdo de um novo artificio terapéutico, j& que influenciam diretamente a aceitacéo
do biomaterial pelo organismo (VERT, 2007).

Quando transplantados para um organismo vivo, 0s biomateriais desencadeiam
uma série de reacOes similares a cicatrizacdo de uma lesdo (HILBORN e BJURSTEN,
2007), envolvendo dois componentes essenciais: a reparacdo e a regeneragao
(HILDEBRAND et al., 2005).

A reparacdo ocorre pela cicatrizacdo. Nas areas circunvizinhas ao biomaterial, é
formado um tecido fibroso, com posterior fabricacdo de colageno. Assim, toda a
superficie do biomaterial recebe recobrimento por tecido conectivo a base de colageno.

Na regeneracdo, as células diferenciadas se organizam de forma adjacente ao



biomaterial, recompondo a morfologia e a funcionalidade do tecido hospedeiro
(HENCH et al., 2012).

A reparacdo é composta por quatro estagios que estdo interligados, sdo eles:
hemorragia, inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo (HILBORN E BJURSTEN, 2007).

1) Hemorragia - Fase de extravasamento sanguineo para a cavidade lesionada,
causada pelo rompimento de veias. E importante para a formagao do coagulo de fibrina
que inicia o processo de selamento da leséo.

2) Inflamacéo - Fase essencial. Os efeitos de uma inflamacdo aguda sdo muito
benéficos, promovendo o aumento da vascularizacdo local. E caracterizada pela
ativagdo das cascatas vascular e celular, que ocorrem em paralelo e sdo interligadas.

3) Proliferacdo - Inicia com a inflamacdo e envolve a regeneracdo de tecidos
para substituir o que foi perdido.

4) Remodelacdo - Acontece pela acdo de diferentes enzimas proteoliticas
produzidas por células presentes na regido lesionada. Tais enzimas tém como funcéo
remodelar as proteinas da matriz extracelular, de acordo com as necessidades mecanicas
requeridas pelo tecido.

Para que o biomaterial transplantado seja aceito pelo organismo receptor, é
importante que este seja bioativo, aceitando e/ou induzindo a ades&o, o crescimento e a
proliferacdo celular. Em um organismo vivo, o contato célula-matriz extracelular é
especifico, gerando sinais codificados pelo nucleo que irdo assegurar que cada tipo
celular sobreviva e prolifere somente quando em situacdo adequada (ALBERTS et al.,
2010). Para induzir a adesédo celular de forma apropriada em sua superficie, 0 material
pode ser confeccionado juntamente com moléculas de sinalizagdo (O’BRIEN, 2011).
Trata-se de técnica de modificacdo de superficie, que permite o ajuste de caracteristicas
e propriedades, melhorando o reconhecimento celular e possibilitando a aceitagdo do
biomaterial pelo organismo. Nesse processo, deve ser considerada a interacdo de
inimeros e complexos fatores fisicos, bioldgicos, clinicos e tecnoldgicos.

Os polimeros tém recebido cada vez mais atencdo quando se trata de aplicacGes
biomeédicas, comumente designados de bipolimeros. Tal condicdo se deve as suas
caracteristicas fisico-quimicas e a sua versatilidade estrutural, que permitem adequa-los,
em termos de propriedades, para cada aplicagdo especifica. Os biopolimeros foram
inicialmente compostos por materiais que provocavam uma rea¢do minima com o tecido
hospedeiro. Atualmente, os biopolimeros devem interagir com o organismo, no sentido

de guiar a interagdo material-tecido, a fim de restabelecer a funcionalidade, a
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morfologia e a saude dos tecidos tratados. A aplicacdo de polimeros como biomateriais
para a engenharia tecidual tem como exemplo o preenchimento de partes alveolares, as
restauracdes dentarias e a confec¢do de dispositivos para a liberacdo controlada de
drogas (HENCH et al., 2012).

Na engenharia tecidual, os biomateriais poliméricos sdo divididos em duas
classes distintas (ATALA, 2007): os materiais de origem natural, por exemplo o
colageno, o alginato e o poli(3-hidroxibutirato) (PHB); os sintéticos, como poli (&cido

lactico) (PLA) e a policaprolactona (PCL).

2.2.1. Poli(3-hidroxibutirato) - PHB

Membro da familia dos polihidroxialcanoatos, o poli(3-hidroxibutirato), ou
PHB, é um poliéster natural produzido em grande escala no citoplasma bacteriano,
como reserva de energia, quando ha baixa concentracdo de nutrientes essenciais a sua
sobrevivéncia (como oxigénio e nitrogénio) e excesso de fontes de carbono (MASAELI
et al., 2012). Devido a sua origem natural, o PHB exibe caracteristicas atrativas para
aplicacdo em terapias de engenharia tecidual, como biodegradabilidade,
bicompatibilidade e ndo-toxicidade (HAZER et al., 2012, MASAELI et al., 2012).
Quando implantado in vivo, provoca resposta inflamatéria branda e degrada em &cido 3-
hidroxibutirico, que, por uma série de reacfes enzimaticas, o0 converte em acido acético
e acetil- CoA (KUNZE et al., 2006, LENZ e MARCHESSAULT, 2005), passiveis de
eliminacgdo pelo organismo, a partir da atividade mitocondrial, como elemento reagente
no Ciclo de Krebs (uma das etapas bioquimicas da respiracao celular).

O mondémero da cadeia do PHB é o (R)-3-hidroxibutirato ((R)-3HB) (Figura
2.1) e sua estrutura isotatica apresenta somente configuracdo do tipo R (LENZ e
MARCHESSAULT, 2005).

O PHB possui grande potencial para aplicacdo na regeneracao de tecidos, por ser
um polimero versatil e biocompativel com grande diversidade de grupos celulares,
como: pele, osso, cartilagem, bexiga e veias sanguineas de pequeno diametro
(MASAELI et al.,, 2012). A sua versatilidade estad relacionada a possibilidade de
fabricacdo de materiais de diferentes designs, com propriedades mecénicas e tempo de
degradacdo ajustaveis por processos simples de copolimerizacdo ou aditivacdo (ex:
plastificantes) (KUNZE et al., 2006). As estruturas tridimensionais finais produzidas

pelo PHB sdo capazes de suportar o peso das células e apresentam taxa de degradacao
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lenta, 0 que permite o crescimento celular com remodelacdo do tecido (LENZ e
MARCHESSAULT, 2005).
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Figura 2.1- Estrutura molecular do mondémero do poli(3-hidroxibutirato), PHB.

Apesar das boas caracteristicas apresentadas para aplicacdo do PHB em terapias
regenerativas, existem algumas limitagdes de utilizagdo, como, por exemplo, néo
fornecer grupamentos funcionais como sitios para a interacdo celular e apresentar
carater hidrofobico. O equilibrio entre hidrofobicidade e hidrofilicidade € um dos
parametros mais importantes quando considerada a interacdo biomaterial-
celulas/biomoléculas. Uma hidrofilicidade moderada é desejavel, uma vez que, quando
as paredes dos biomateriais sdo altamente hidrofébicas, pode haver adsorcao
insuficiente de componentes de meio aquoso (como meio de cultura, sangue e
suspensdes celulares), desnaturacdo de proteinas adsorvidas (perda de bioatividade),
baixa adesdo/crescimento celular e distribuicdo celular desigual sobre as superficies
(MA et al., 2007, OH e LEE, 2013, THIRE et al., 2007). De outra parte, quando as
superficies se apresentam altamente hidrofilicas, pode haver repulsdo ou inibicdo da
adsorcéo de proteinas (MA et al., 2007).

A performance do arcabouco de PHB como biomaterial regenerativo pode ser
aperfeicoada por processos de modificacdes de superficies, como: tratamentos fisico-
quimicos, para exposicdo de grupamentos oxigenados (aumento de hidrofilicidade e
biocompatibilidade), ou imobilizacdo de biomoléculas, principalmente proteinas
(aumento de biocompatibilidade e bioatividade) (HAZER et al., 2012; MOLINA et al.,
2011; THIRE et al., 2007).

A biodegradacdo de um biomaterial de PHB esta relacionada tanto a sua
composi¢cdo quanto as caracteristicas do ambiente que o recebe, a saber: o local do
implante, a solicitacdo mecénica exigida, o pH e a temperatura do ambiente, 0 peso
molecular e a distribuicdo do polimero, a composi¢do quimica do material, o grau de
cristalinidade e caracteristicas morfolégicas (como tamanho do suporte, porosidade,
relevo e carga de superficie) (MIDDLETON e TIPTON, 2000). O efeito provocado pela
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localizagcdo do implante, por exemplo, estd relacionado ao aporte vascular presente no
local e a solicitagdo mecénica, que sdo considerados como aceleradores de degradacéao
(HOLLINGER e BATTISTONE, 1986). O meétodo utilizado para a esterilizagdo
também deve ser considerado como fator de alteracdo da taxa de degradacdo em
polimeros, podendo comprometer a estrutura e as propriedades fisicas do biomaterial
(BIZIOS et al., 2002).

FREIER et al. (2002) estudaram a degradacdo in vitro de filmes de PHB em
solucdo tampdo fosfato com pH 7,4 e temperatura de 37°C. Foi observada continua
diminuicdo do peso molecular com leve aceleracdo ap6s 80 dias. Os autores concluiram
que a meia vida do PHB a 37°C foi de 56 semanas, ou seja, aproximadamente 1 ano.
Quando a degradacdo € avaliada in vivo, deve ser levada em consideracao a participacdo
de enzimas no processo de hidrélise do PHB. Assim, para cada diferente regido no
organismo onde o material sera implantando, ha diferente tempo de degradacdo. No
trabalho de FREIER et al. (2002), o material a base de PHB foi implantado no sistema
gastrointestinal de ratos e degradado completamente ap6s 26 semanas.

2.2.2. PHB na engenharia tecidual

O comportamento de um biomaterial é basicamente controlado pela estrutura e
composicdo da sua interface, que entra em contato com o as células, resultando na
aceitacdo ou rejeicdo por parte do organismo (HENCH et al., 2012).

A organizacdo estrutural das moléculas envolvidas no processo de adesdo
celular, em superficie de PHB, foi estudado por NEBE et al. (2001), utilizando células
0Osseas e epiteliais. Em ambas as células, foram adotadas morfologias arredondadas, com
baixo indice de espraiamento. A organizacdo de integrinas e vinculinas, quando em
processo de adeséo focal, foi comprometida, ndo seguindo o padrdo normal. Assim, a
disposicao dos filamentos de actina, no citoesqueleto, e das fibras de fibronectina, na
matriz extracelular, também foi alterada. Considerando o fato desses componentes
estarem relacionados a fisiologia celular, sendo de grande importancia a sua
manutencdo da sua organizacdo estrutural, a promocdo de modificagdes de superficie
ganha grande importancia no processo de desenvolvimento de biomateriais de PHB.

Modificacbes de superficies de natureza fisico-quimica ou bioldgica,
promovidas em biomateriais de PHB, aumentam a biocompatibilidade quando em

contato com ceélulas, via testes in vitro ou transplantes (in vitro). Dentre os efeitos
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diretos causados por tais modificacGes, estdo: reducdo do tempo de carregamento apds
cirurgia, aceleragdo do crescimento e da maturacdo celular, aumento da estabilidade
primaria, garantia do sucesso dos implantes mesmo quando instalados em regiGes muito
avariadas (menor quantidade de tecido), atracdo de células e proteinas de ligacdo,
obtencdo do crescimento celular diretamente na superficie do implante, com maior area
possivel de integracdo e menor interposicio de camadas proteicas amorfas (BRANDAO
etal., 2010).

THIRE et al. (2006) estudaram o efeito da hidrélise alcalina na
biocompatibilidade de filmes de PHB por dois diferentes tempos: 45 e 90 minutos. Nos
dois tempos, foi detectado o aumento da hidrofilicidade e da rugosidade das superficies
tratadas. Testes in vitro com osteoblastos melhoraram a resposta celular de adeséo e
espraiamento nas amostras hidrolisadas. Considerando os resultados obtidos para
resposta celular e degradacdo do material, o tempo de hidrolise de 45 minutos foi
considerado ideal. Durante o processo de hidrdlise, ha quebra do grupamento éster das
cadeias poliméricas, expondo grupamentos oxigenados (hidroxilicos e carboxilicos). Os
grupamentos oxigenados expostos nas superficies de biomateriais funcionam como
sitios para o ancoramento de células e biomoléculas, aumentando a hidrofilicidade e a
biocompatibilidade das paredes (MOLINA et al., 2011).

Por meio de processos de amindlise, THIRE et al. (2007) conseguiram reagir
grupamentos amino da etilenodiamina com grupamentos ésteres do PHB, expondo
grupos -CONH efou -CONH, nas superficies tratadas. Awvaliacdes da
biocompatibilidade do tratamento por culturas in vitro mostraram maior adeséo e
espraiamento de condrocitos humanos nas superficies dos filmes modificados.
MENDONCA (2008) também realizou amindlise na superficie de arcabougos de PHB,
na sequéncia, a recobriu com quitosana e adsorveu a proteina adesiva fibronectina,
encontrando maior biocompatibilidade no cultivo de ceélulas 6sseas humanas. O
recobrimento prévio das superficies dos biomateriais com proteinas de matriz
extracelular aumenta, significativamente, a resposta celular durante o processo de
cultivo (DANMARK et al., 2012; MENDONCA et al., 2009; WILSON et al., 2005).

A fabricacdo do arcabouco de PHB junto a hidroxiapatita promoveu melhora na
biocompatibilidade do material quando submetido a culturas de osteoblastos,
aumentando os indices de crescimento e proliferacdo celular. Porém, quando
comparadas as propriedades mecanicas (ex: mddulo de elasticidade e resisténcia a

tracdo) do arcabouco de PHB puro e de PHB com hidroxiapatita, apds a cultura celular,
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a presenca de hidroxiapatita mostra maior comprometimento das propriedades em
menor espaco de tempo (MISRA et al., 2006).

A biocompatibilidade de arcaboucos de PHB foi testada in vivo, por 7 dias, em
abdémen de ratos (MISRA et al., 2010). Ap0s esse tempo, 0s arcaboucos se mostraram
capazes de manter a morfologia da estrutura porosa, permitindo a invasdo de
fibroblastos e macréfagos. Também foi observado o inicio da estruturacdo de rede de
capilares, sem nenhum efeito tdxico ou inflamatorio.

RENTSH et al. (2010) testaram arcaboucos de PHB recoberto com colageno
para o cultivo de células-tronco mesenquimais derivadas de medula 6ssea humana. A
estrutura porosa interconectada permitiu a migracao, proliferacéo e diferenciacéo celular
em testes in vitro. Em testes sequenciais in vivo, 0s autores semearam as mesmas célula-
tronco nos arcaboucos de PHB e as implantaram em subcutaneo de ratos, detectando,

apos seis semanas, a presenca de marcadores de linhagem osteogénica.

2.3. Tecido 6sseo

O tecido 0Osseo apresenta alto grau de rigidez e resisténcia a tensdo como
resultado da interagdo entre 0os componentes organicos e minerais da matriz. Participa
de processo constante de remodelacdo, produzindo 0sso novo no lugar do osso velho
que € degradado. Estima-se que 10-15% dos 0ssos em todo o corpo sao substituidos por
0ss0s novos a cada ano (ETHIER e SIMMONS, 2013).

Cada osso individual deve ser considerado como um érgéo, pois € formado por
varios tecidos diferentes que trabalham juntos, como: tecido 6sseo, cartilagem, tecido
conjuntivo denso, epitélio, varios tecidos formadores de sangue, tecido adiposo e tecido
nervoso. O 0sso é responsavel por diversas fungdes, como sustentacdo de tecidos moles,
protecdo dos oOrgédos internos, tracdo dos musculos esqueléticos, homeostasia mineral,
producéo de células sanguineas e armazenamento de triglicerideos.

Nos seres humanos, de acordo com a forma e localizagdo, 0s 0ssos podem ser
classificados em: longos, curtos, planos, irregulares e sesamoides. No tecido 0sseo
existem quatro tipos de células: células osteogénicas, osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos. A matriz extracelular do tecido 6sseo é composta por 90% de proteinas
colagenosas (97% de colageno tipo | e 3% de colageno tipo V) e de 10% de proteinas
ndo-colagenosas (NCP), todas sintetizadas pelos osteoblastos e a maioria envolvida nos
processos de adesdo. Dentre as proteinas ndo-colagenosas, constam: 20% de
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osteocalcina, 20% de osteonectina, 12% de sialoproteinas, 10% de proteoglicanos,
osteopontina, fibronectina, factores de crescimento, proteinas morfogenéticas dsseas etc
(ANSELME, 2000).

A Figura 2.2 ilustra a estrutura externa e interna de um o0sso longo, representado
pelo fémur. A estrutura externa se divide em diafise, metafise e epifise, com um
revestimento de cartilagem nas extremidades epifisarias. A estrutura interna é composta
por 0sso trabecular e 0sso compacto, com a cavidade medular. Revestindo 0 0sso
compacto interna e externamente, estdo o enddsteo e o peridsteo, respectivamente. O
0sso tem ainda uma rede de vasos sanguineos para o aporte de nutrientes, que passam

por dentro da rede de canais de Volkmann e de Havers.

Ossotrabecular
Cartilagem articular

Epifise
//
Metafise Cavidade medular
1
Endésteo
Osso compacto
Diafise

Vasos sanguineos

—— Peridsteo

Figura 2.2 - Esquema representativo de um fémur parcialmente seccionado (adaptado de
http://www.3bscientific.com.br/shop/brasil/posters-grandes/estrutura-do-0sso-
v2050u,p16_61_0_0 2128 image_full.html).

O processo de formacdo do osso se chama ossificacdo. No inicio da vida
embrionaria, o ser humano possui esqueleto formado por tecido conjuntivo fibroso, que
se assemelha ao formato Gsseo e serve como molde para o processo de ossificacdo, que
se inicia durante a sexta ou sétima semana de vida. O processo de ossificagdo
(osteogénese) pode ser de duas formas distintas, intramembranosa (formado diretamente

sobre 0 molde de tecido conjuntivo fibroso) ou endocondral (formado em molde de

14


http://www.3bscientific.com.br/shop/brasil/posters-grandes/estrutura-do-osso-v2050u,p16_61_0_0_2128_image_full.html
http://www.3bscientific.com.br/shop/brasil/posters-grandes/estrutura-do-osso-v2050u,p16_61_0_0_2128_image_full.html

cartilagem hialina). Independentemente do processo de osteogénese seguido, 0 0SSO
maduro néo apresenta diferenca nas suas propriedades estruturais.

Quando o tecido 6sseo sofre pequena lesdo, é capaz de se regenerar sem nenhum
auxilio externo, produzindo novo 0sso tdo forte quando o anterior e sem deixar qualquer
cicatriz. Quando se trata de fratura mais complexa, como desalinhamento das partes
fraturadas, é necessario realinhamento anatémico e imobilizacdo de fragmentos 6sseos
para a recuperacgéo das funcgdes teciduais. Contudo, um defeito ainda maior, causado por
trauma ou doenca, ndo € capaz de ser regenerado pelo organismo sem o auxilio de
implante.

O o0sso é um tecido dindmico, todas as células que o compdem respondem a
estimulos do seu microambiente, regulando o crescimento, a manutengédo e o reparo do
tecido. As células 6sseas respondem a fatores mecanicos locais, como tensdo, pressao e
fluxo, produzindo novo 0sso e reabsorvendo o antigo (ETHIER e SIMMONS, 2013).
De acordo com a Lei de Wolff, o osso é funcionalmente adaptavel, ou seja, o formato e
a estrutura dos 0ssos em crescimento, ou em processo de remodelacdo, dependem das
forcas de tensdo e deformacdo as quais sdo submetidos. No osso trabecular, as tensdes
impostas durante o processo de mineralizacdo sdo responsaveis por determinar sua
estrutura final. A auséncia de carregamento esta relacionada a diminuicdo de formacéo
Ossea e de conteudo mineral e a diminuicdo na producao e sintese de proteinas de matriz
extracelular 6ssea (DUCAN e TURNER, 1995). De todo modo, a maquinaria de
resposta celular aos estimulos externos ainda ndo é bem compreendida (ETHIER e
SIMMONS, 2013).

2.3.1. Osteoblasto

Os osteoblastos se originam da diferenciacdo das células osteoprogenitoras.
Trata-se de células cubicas ou cilindricas, localizadas na superficie do tecido 6sseo, com
prolongamentos citoplasmaticos que se intercomunicam com 0s prolongamentos do
osteoblasto vizinho. Sdo capazes de detectar sinais quimicos e fisicos oriundos de
tensbes mecanicas aplicadas a superficies 0sseas, traduzindo-os em formacdo dssea
especifica (MATSUGAKI et al., 20013).

A matriz secretada pelos osteoblastos que ainda ndo foi calcificada é
denominada ostedide e é observada em imagens de microscopia Gtica como uma regido

mais clara localizada entre o tecido 6sseo e 0s osteoblastos.
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Os osteoblastos expressam receptores para diversos hormonios que estdo
envolvidos na sua regulacdo e diferenciacdo, como os horménios da paratiredide, o
estrogénio e os glucocorticdides (MEYER e WIESMANN, 2006). Sua atividade é
estimulada pela presenca de alguns fatores de formacdo Ossea, como a fosfatase
alcalina, e pode ser determinada pela sintese osteoblastica de proteinas colagenosas e
ndo-colagenosas de matriz 6ssea (ANSELME, 2000, MEYER e WIESMANN, 2006,
VIEIRA, 1999).

A acdo dos osteoblastos estd diretamente ligada a acdo dos osteoclastos. A
atividade coordenada dessas células promove o processo de remodelacdo Ossea e de
controle dos niveis de Ca®** no sangue. O horménio mais importante nesse processo é o
paratirdideo, que ativa e recruta os osteoclastos, promovendo a reabsor¢do dssea e a
liberacdo de fons Ca®* na corrente sanguinea. Em contraposicdo, quando os niveis de
Ca®* no sangue atingem niveis muito altos, é secretado o horménio calcitonina. A
calcitonina inibe a acdo dos osteoclastos pela ativagdo dos osteoblastos, promovendo
formacdo Ossea e consequente diminuicdo de fons Ca®* na corrente sanguinea
(TORTORA E GRABOWSKI, 2000).

2.3.2. Osseointegracao

O processo de osseointegracdo foi definido por BRANEMARK et al. (1977)
como “uma ligacdo direta, estrutural e funcional entre osso vital organizado e a
superficie de um implante sujeito a cargas funcionais”. A partir de estudos utilizando
microscopia eletrénica de varredura, foi possivel observar a formacdo de uma camada
de lipoproteinas entre o implante e o tecido 6sseo. ZARB et al. (1991) desenvolveram,
entdo, o conceito bioquimico a respeito do processo de osseointegracdo que o define
como “o processo onde uma fixagdo rigida e assintomadtica de materiais aloplasticos no
0sso € obtida e mantida durante o carregamento funcional”.

A osseointegracdo ndo deve ser entendida como um fenémeno que ocorre de
forma isolada, mas sim como dependente de outros processos, como a osteoinducdo e a
osteoconducdo (ALBREKTSSON e JOHANSSON, 2001). A osteoindugdo é a
capacidade do material de induzir células mesenquimais indiferenciadas a se
diferenciarem em osteoblasto. A osteoconducéo é a caracteristica atribuida aos materiais

capazes de orientar a proliferacdo de células osteoprogenitoras ja existentes, permitindo
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a aposicdo de tecido 6sseo no entorno do material (ALBREKTSSON e JOHANSSON,
2001).

O primeiro contato entre o material implantado e o organismo promove resposta
inflamatdria com formacdo do coagulo sanguineo, que servira como suporte para 0
crescimento do tecido de reparacdo. E promovido o aporte sanguineo pela presenca de
capilares e, por estes, sdo liberados fatores de crescimento que estimulardo o
recrutamento de células mesenquimais e células de defesa, como neutréfilos e
macrofagos. As células de defesa desfazem o codgulo, enquanto as células
mesenquimais, diferenciadas em osteoblastos, formam a matriz ostedide com
subsequente mineralizagdo. O equilibrio entre a formac&o de tecidos moles e a formacéo
do novo 0sso é o que dita 0 sucesso ou ndo da reparacdo (MENDONCA et al., 2008).

A osseointegracdo bem sucedida esta relacionada a diversos fatores, desde o
material a ser implantado até a regido que receberd o implante, como os apresentados a
seguir (MENDONCA et al., 2008):

1) Biocompatibilidade do material;

2) Desenho do material;

3) Caracteristicas de superficie (topografia, quimica, etc.);

4) Saude do local de regeneracao (quantidade éssea disponivel);

5) Técnica cirargica utilizada;

6) Influéncias externas (aplicacdo de carregamento antes do tempo, alteracbes de
pH, saturacéo de O,, etc.).

Dados como o quanto da superficie do material entra em contato direto com o
0sso, a velocidade de aposicdo dssea bem como a natureza mecanica da ligacdo
existente entre osso-implante sdo influenciados pela natureza da superficie do implante
(MENDONCA et al., 2008). As propriedades fisicas e quimicas das superficies tém
influéncia direta na osseointegragdo, uma vez que a resposta celular depende da
topografia (necessario um minimo de rugosidade), da energia de superficie e das cargas
presentes (MOLINA et al., 2011). Em testes de cultivo celular, osteoblastos humanos ja
mostraram aderir melhor em superficies de biomateriais com recobrimento de
fibronectina e, em menor intensidade, com recobrimento de laminina ou colageno tipo
V (ANSELME, 2000). Assim, os tratamentos de superficie objetivando a
osseointegracdo devem, dentre outros: obter o crescimento Gsseo diretamente na
superficie do implante, elevar ao maximo a area possivel de osseointegracdo, promover

contato osso-implante sem a interposicdo de camadas protéicas amorfas, atrair células
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osteoprogenitoras e proteinas de ligacdo especificas para células osteogénicas
(BRANDAO et.al., 2010).

Para 0 sucesso da terapia regenerativa, também é importante considerar a carga
mecanica que o arcabouc¢o deve suportar, pois quando a transferéncia é muito alta ou
muito baixa pode haver reabsorcdo Ossea (MULLENDER e HUISKES, 1995),
remodelagdo de matriz extracelular ou ineficiéncia de transporte de nutrientes para
dentro dos tecidos (CHUNQIU et al.,2008). Em ossos que recebem baixa intensidade de
cargas, como no caso dos 0ssos curtos, a terapia regenerativa tende a utilizacdo de
polimeros bioreabsorviveis (biopolimeros) com propriedades fisico-quimicas adequadas
para cada situacdo. Na bioengenharia 6ssea, é importante que o biomaterial seja capaz
de permitir o rapido acesso e a migracao das células osteoprogenitoras para a regidao do
tecido lesionado, recrutando fatores de bioativacdo (SHIN et al., 2003). Diversas
proteinas de matriz extracelular, como osteopontina, trombospondina e sialoproteinas
Osseas, atuam de forma fundamental, induzindo a migracéo e a proliferacdo das células,

a deposigéo de matriz extracelular e a mineralizagdo (SHIN et al., 2003).

2.4. Vascularizacdo na engenharia tecidual

Ainda que com superficies ativadas por conjugacao de biomoléculas para adesao
e recrutamento celular, os arcaboucos utilizados na engenharia tecidual enfrentam outro
problema: o limite de difusdo de meio de cultura para dentro da rede de poros a uma
profundidade maxima de 200 a 300 um (FOLKMAN e HOCHBERG, 1973, LASCHKE
et al., 2006, NAING e WILLIAMS, 2011). Esse limite tem sido indicado como a
principal restricdo para a aplicacdo de biomateriais em processos regenerativos, uma vez
que compromete 0 processo de crescimento de 6rgaos e tecidos complexos (estrutura
espessa) pela auséncia do aporte de nutrientes/oxigénio e lixiviagcdo de excretas, ambos
indispensaveis para a manutencdo celular (LASCHKE et al., 2006). Quando um
biomaterial com células é transplantados para o organismo hospedeiro, ha ativacéo da
cascata inflamatdria, resultando em invasdo por vasos sanguineos. Porém essa
inflamacdo nédo invade a rede de poros mais do que alguns poucos micrdmetros por dia.
Ou seja, para a total vascularizacdo de um biomaterial da ordem de milimetros, sdo
necessarias algumas semanas. Tal condicdo leva a morte de muitas celulas e,

consequentemente, ao insucesso do implante (ROUWKEMA et al., 2008).
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No caso de arcaboucgos para regeneracdo éssea, a formacdo da nova rede de
capilares esta diretamente relacionada ao processo de osteogénese (intramembranosa ou
endocondral). Na osteogénese endocondral, o molde de cartilagem (avascular) €
substituido por tecido 6sseo altamente vascularizado, enquanto na intramembranosa a
diferenciacéo de células osteoprogenitoras para osteoblastos é realizada durante extensa
vascularizagdo. Deve-se considerar, ainda, uma alta atividade angiogénica durante a
formagé&o de calos fibrosos para o reparo de fraturas (CARANO e FILVAROFF, 2003).
PERYN (2011) relatou que, em terapias de regeneracdo 0ssea, quando ndo é possivel
estruturar uma rede de capilares para dentro dos arcaboucos, 0 crescimento 0sseo
restringe-se somente as areas externas. Por conta dessa limitacdo, € extremamente
importante que o arcaboucgo seja capaz de suportar a estruturagdo de uma rede de
capilares por dentro da sua matriz de poros, permitindo o aporte de nutrientes para todas
as regides por onde passar, possibilitando invasdo celular (LASCHKE et al., 2006,
SILVESTRE et al., 2008).

Angiogénese € o processo de formagdo de novos capilares sanguineos, por
brotamento, utilizando-se 0s vasos sanguineos pré-existentes como base. Dentro do
organismo, o inicio da angiogénese se da pela ativacdo das células endoteliais. Essas,
por sua vez, degradam a membrana basal local, pela expressdo e liberacdo de
metaloproteinases de matriz extracelular, num processo semelhante ao que ocorre na
vasodilatacdo. Em seguida, as células endoteliais migram para a regido aberta pelo
processo de degradacdo, comecando um tipo de “brotamento capilar”. Novas células
endoteliais sdo recrutadas para a nova regido, alongado o novo capilar formado. Para a
estabilizacdo das paredes do novo capilar, sdo recrutados diferentes tipos celulares
(incluindo as musculares lisas e os fibroblastos), bem como a produgéo de compostos da
matriz extracelular. Todas as etapas descritas referentes ao processo de angiogénese sao
diretamente reguladas pela interacdo de fatores solUveis distintos, como citocinas, e
fatores de crescimento (LASCHKE et al., 2006, MOON e WEST, 2008, NADERI et
al., 2011, SILVESTRE et al., 2008).

As células endoteliais se encontram intimamente envolvidas nos processos de
vascularizagdo, revestindo a parede interior de todos os vasos sanguineos (LASCHKE
et al., 2006, LEE e MOONEY, 2001, NADERI et al., 2011, SUMPIO et al., 2002).
Vaérias abordagens tém sido propostas para se obter a estruturacéo de rede de capilares

dentro de arcabougo regenerativo, tais como: moldagem da microestrutura, utilizagdo de
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fatores pré-angiogénicos, pré-vascularizagdo in vivo e pré-vascularizacdo in vitro
(NADERI et al., 2011, ROUWKEMA et al., 2008).

2.4.1. Tecido endotelial

As células endoteliais sdo as responsaveis por revestir internamente as paredes
de todos os vasos sanguineos (artérias, veias e capilares), formando uma barreira
anticoagulante e semipermeavel entre o sangue e os vasos (CARDOSO et al., 1994,
NADERI et al., 2011, SUMPIO et al., 2002). O endotélio estd presente em todos 0s
tecidos e 6rgdos do corpo, sendo considerado o maior de todos os sistemas. Num
individuo adulto, consiste em aproximadamente 1 x 10* células que, juntas, formam
quase 1 Kg de "6rgdo" (SUMPIO et al., 2002).

As referidas células estdo envolvidas em atividades metabdlicas,
neuroenddcrinas, proliferativas e imunoldgicas. Reagem a partir de estimulacao fisica e
quimica, proveniente do fluxo sanguineo, e apresentam funcdes vasomotora (regula o
calibre do vaso), homeostatica (equilibra coagulacéo e fibrindlise), de reparo tecidual e
de regulacdo de respostas imunitarias e inflamatorias. Essas células produzem e
secretam (localmente) um grande nimero de componentes metabdlicos ativos, com acéo
direta nos tecidos vizinhos (CARDOSO et al., 1994, SUMPIO et al., 2002).

A técnica de pré-vascularizacdo in vitro combina, em mesmo arcabouco, células
endoteliais, com outra linhagem celular, para a formacdo de novo tecido com rede
vascular pré-estabelecida. Tal estratégia ganha cada vez mais interesse a partir do fato
de que células endoteliais, quando cultivadas em arcabougos porosos, in vitro, sob
condicBes apropriadas, sdo capazes de formar estrutura vasculares. Assim, as células
endoteliais podem ser incluidas em culturas em andamento, in vitro, resultando na
estruturacdo de uma rede de capilares para dentro da rede de poros. Essa nova estrutura
de arcabouco + células, apos transplantada para o tecido a ser tratado, reduz o tempo
total para a vascularizacdo, uma vez que os vasos adjacentes locais somente necessitam
se unir aos vasos ja estruturados (ROUWKEMA et al., 2008). Para que essa técnica seja
bem sucedida, € muito importante combinar a origem das células endoteliais (pele,
corddo umbilical, capilares), com a origem das células que ja estdo em cultura.

Na pré-vascularizacdo in vitro, € possivel estimular e guiar as células endoteliais
para sua estruturagcdo em forma de tubos, posteriormente estabilizados, para dentro dos
arcaboucos regenerativos. Esse estimulo as células pode ser dado pela utilizacdo de
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fatores pro-angiogénicos ou de sequéncias peptidicas, como, por exemplo, os sitios
PHSRN (LASCHKE et al., 2006, SAGNELLA et al., 2005) e WQPPRARI (MARTINO
et al., 2009), presentes na cadeia da fibronectina, glicoproteina de matriz extracelular
(melhor discutida no item 2.5.1).

Todas as etapas envolvidas no processo de interacdo célula endotelial-
arcabouco, da adesdo celular até a organizacao de capilares, estdo sob investigacdo com
0 objetivo de determinar o nivel 6timo, de cada etapa, para a promogao de angiogénese.

2.5. Matriz extracelular

A matriz extracelular é componente de grande parte da regido extracelular do
tecido. Desempenha papel ndo sé passivo, de sustentacdo das células, mas também
ativo, na regulacdo do comportamento celular e na influéncia ao desenvolvimento, a
migracdo, a proliferagdo, a forma bem como a funcéo celular (ALBERTS et al., 2010).
A matriz extracelular é constituida por macromoléculas produzidas localmente por suas
préprias células. As células responsaveis pela producdo da matriz sdo os fibroblastos ou
células da familia (no caso dos 0sso0s, sdo o0s osteoblastos). Tais células atuam ainda na
determinacéo da orientacdo da matriz, a partir da orientag@o do seu citoesqueleto.

As duas principais classes de macromoléculas presentes na matriz sdo 0s
polissacarideos de glicosaminoglicanos (quase sempre ligados covalentemente as
proteinas, na forma de proteoglicanos) e as proteinas fibrosas (como colagenos,
fibronectinas, elastina e lamininas). Os proteoglicanos formam uma massa gelatinosa
resistente a compressdo, permitindo a rapida difusdo de nutrientes (metabdlitos e
horménios do sangue para as células); sdo também encontrados na superficie das
células, atuando como correceptores celulares a proteinas-sinal secretadas. As proteinas
fibrosas fortalecem e auxiliam a organizacdo da matriz (ALBERTS et al., 2010). A
quantidade relativa de cada componente e a sua disposi¢cdo na matriz € determinada de
acordo com as necessidades funcionais de cada tecido formado.

As diferentes proteinas fibrosas formadoras da matriz apresentam fungoes
especificas: as diferentes familias de colagenos encontradas sdo responsaveis por
fornecer suporte e resisténcia mecanica e por fendmenos de adesdo e diferenciacdo
celular. A elastina forma rede de fibras e camadas que pode ser estendida e retraida,
conferindo elasticidade a matriz (seu movimento € restringido pelo entrelagamento com

fibras colagenosas). As lamininas funcionam como filtros reguladores da passagem de
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proteinas, como barreiras de contato para muitos tipos celulares (exceto macrofagos,
linfocitos e células nervosas) e exercem, também, papel crucial na adeséo, proliferacéo,
migracdo e diferenciacdo celular. A fibronectina, também presente no plasma sanguineo
de mamiferos, € a proteina mais abundante na matriz e estd relacionada tanto aos
processos da adesdo celular, por ter dominios de adesdo celular, quanto aos de
potencializagdo da adesdo e de estruturacdo da matriz, uma vez que possui sitios de
ligagdo para diversas proteinas de matriz (ALBERTS et al., 2010, LASCHKE et al.,
2006, MARTINO et al., 2009; SAGNELLA et al., 2005, VALLIERES et al., 2007).

2.5.1. Fibronectina (FN)

Trata-se de uma proteina adesiva e nao-colagenosa que pode ser encontrada na
forma insolavel e fibrilar, compondo a matriz extracelular, ou na forma soltvel e
globular, quando presente no plasma e outros fluidos corporais (BAUJARD-
LAMOTTE et al., 2008). Sua caracterizagcdo como proteina de matriz extracelular e de
superficie celular, junto a capacidade de se ligar a diversas outras proteinas (em
destaque colageno, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e fibrinogénio), destacou-a
como agente constituinte de matriz capaz de promover adeséo celular. Por conter tantos
sitios de interacdes com variadas moléculas, a FN participa de muitos processos
fisioldgicos, guiando a adesdo, a migracdo, a diferenciacdo e o crescimento
celular/tecidual, em grande variedade de tipos celulares (MARTINO et al., 2009,
VALLIERES et al., 2007).

A FN é uma proteina flexivel, com ponto isoelétrico acido (pl= 5,5 — 6,0)
(BAUJARD-LAMOTTE et al., 2008) e estruturada na forma de dimero protéico, em
que as subunidades, cada uma com massa molar de aproximadamente 220 KDa, estdo
vinculadas por duas pontes disulfeto proximas a terminagfes carboxilicas (BIZIOS et
al., 2002). Cada cadeia polipeptidica é composta por trés diferentes tipos de FN, tipos I,
Il e 111, determinados pelas sequéncias de aminoacidos que os compdem (Figura 2.3(a)).
A FN tipo | possui cerca de 45 aminoacidos e esté situada nas terminagGes aminicas e
carboxilicas do polipeptideo, repetindo-se 12 vezes ao longo da molécula. A do tipo Il é
formada por 60 aminoacidos e sO aparece duas vezes na cadeia, interrompendo a
sequéncia de nove repeticdes do tipo I, na terminacdo aminica. Os segmentos do tipo

I11, com aproximadamente 90 aminodcidos cada, estdo localizadas na porcao central da

22



cadeia, em grupos de 15 a 17 repeticbes (RUOSLAHTI, 1988). Assim, no somatorio
geral, a cadeia polipeptidica registra cerca de 2500 amino&cidos.

A estrutura polipeptidica pode variar de acordo com ambiente em que se
encontra. A fibronectina isolada do plasma, por exemplo, pode apresentar polipeptideos
que diferem entre si quanto aos pesos moleculares e que sdo menores do que 0s
produzidos por diferentes linhagens celulares mantidas em cultura (RUOSLAHTI,
1988). Estudos comparativos utilizando dicroismo circular (para proteina em solucéo
salina, pH 7) e microscopias de forca atbmica e eletronica (para proteina adsorvida em
silica) relataram raios de 15 nm e 30 nm para proteina em solucdo na forma nativa e
desenovelada, respectivamente, e comprimento de 120 nm com didmetro de 2 nm para
proteina adsorvida (BAUJARD-LAMOTTE et al., 2008).

A conformacdo da FN € baseada principalmente em estruturas secundérias de
folhas p—pregueadas antiparalelas (BAUJARD-LAMOTTE et al., 2008). A FN do tipo
I11, quando em solugdo, possui conformagao B-sanduiche, composta por sete filamentos
em que grupos de 4 filamentos e de 3 filamentos estdo dispostos sob orientacéo
antiparalela entre si, formando as folhas p-pregueadas G-F-C-C’ e A-B-E,
respectivamente (Figura 2.3(b)) (LEAHY, 1997). A conformacéo geral atribuida a FN
presente no plasma sanguineo e na superficie celular é de estrutura compacta
quaternéria de cadeias polipeptidicas dobradas e enroladas; ja na proteina da matriz
extracelular, a cadeias adquirem conformacdo estendida, mantendo os dominios
especificos dobrados (ULMER et al., 2008).

Alteracdes na conformacdo da FN que a levam a sua extensdo (Figura 2.3(b-¢))
sdo causadas por tensdes mecéanicas, oriundas da ligacdo entre a integrina celular
(proteina transmembrana de ligacdo) e as proteinas na matriz extracelular. Essa ligagdo
ocorre, inicialmente, pela sequéncia tripeptidica RGD (R=Arginina, G=Glicina e
D=Acido aspartico), localizada na décima repeticio do segmento peptidico do tipo IlI,
na regido central da molécula de FN (MA et al., 2007, MARTINO et al., 20009,
MORRA, 2006).
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Figura 2.3- (a) Estrutura linear da FN, (b) desenho esquematico da conformacéo do segmento
tipo 11l e (b-e) sequéncia de desdobramento da estrutura terciaria do segmento tipo Il1 que
contém o grupamento RGD (adaptado de KRAMMER et al., 1999, LEAHY, 1997).

A ligagdo da maioria das proteinas da matriz extracelular com a membrana
celular, no processo de adesdo, é dada principalmente pela integrina. A integrina € uma
proteina transmembrana, formada por heterodimeros e responsavel pela mediacdo de
grande variedade de interacGes célula-célula e célula-matriz (ALBERTS et al., 2010).
As cadeias polipeptidicas o (massa molar 150-180 KDa) e f (massa molar 90-110
KDa), que compdem a integrina, estdo ligadas de forma ndo covalente e dispostas em
sua maior porcao no lado externo na membrana citoplasmatica (ALBERTS et al., 2010).
Em mamiferos, ja foram descritos 24 genes que codificam a subunidade o, 9 que
codificam B e, por combinacdo dessas subunidades, 25 diferentes integrinas (BAUER
EeJECKEL-NETO, 2002).
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A integrina apresenta duas diferentes conformacdes: uma para o estado ativo e
outra para o estado inativo (Figura 2.4). Quando inativa, as cadeias a e 3 se aproximam
e aderem uma a outra, resultando em conformacao dobrada do dominio externo a célula.
Quando entra em contato com o ligante (estado ativo), as cadeias se afastam,
desdobrando suas porgdes externas. Desse afastamento, resulta a exposicdo do sitio de
ligagdo para a proteina talina, na cauda da cadeia B. A ligagdo da talina recruta uma
série de outras proteinas de ancoramento intracelular para a ligacdo final aos filamentos
da actina (ALBERTS et al., 2010). Assim, a interacdo da integrina com o ligante de
matriz extracelular desencadeia a polimerizacdo de feixes fibrosos de actina, que levam
a orientacdo consistente das demais organelas intracelulares (INGBER e FOLKMAN,
1989). A interacdo dos filamentos de actina com as proteinas de ancoramento resulta na
morfologia celular final, que sofre influéncia direta de estresses mecanicos externos,
sentidos e transmitidos pelas integrinas (mecanotransmissdo) (INGBER e FOLKMAN,
1989). Associada a actina polimerizada, também é possivel encontrar filamentos de
miosina e, dessa associacdo, resultam o espraiamento e a migracdo celular (INGBER e
FOLKMAN, 1989).

A organizacdo do citoesqueleto é capaz de promover a aplicacdo de forgcas nos
pontos de ligacdo da integrina. Desta forma, a célula, a partir da contragdo ou
reorganizacdo do citoesqueleto, altera a conformacdo da FN, expondo sitios antes
escondidos e organizando, assim, a fibrilogénese na matriz extracelular (MAGNUSSON
e MOSHER, 1998). Na matriz extracelular, a fibrilogénese ocorre pelo
desenovelamento da FN e exposicdo de dois segmentos do tipo 111, localizados proximo
a regido aminica da cadeia (KARURI et al., 2009, ULMER et al., 2008). Esses
segmentos reconhecem outras molécula de FN e estimulam a exposicdo de seus sitios,
numa reagdo em cadeia (Figura 2.3(a)) (KARURI et al., 2009). ZHANG et al. (2007)
descreveram o processo de fibrilogénese sobre superficies de biomateriais, iniciado
como ligacdo covalente entre o0 grupamento amino (positivo) da FN e o sitio ativo do
biomaterial. Tal ligacdo forgou o desenovelamento da FN que, na conformagdo
estendida, expde grupamentos negativos, em orientacdo oposta a superficie do
biomaterial, e também exp0e sitios de reconhecimento de FN. A formagdo de uma nova
superficie negativamente concentrada promoveu a atracdo de novas moléculas de FN,
imobilizando-as e desenovelando-as, umas sobre as outras, como no processo de
estruturacdo da matriz extracelular. Em contrapartida, o estimulo de fora para dentro, a

partir da ligacdo de diferentes receptores externos as respectivas subunidades das

25



cadeias o e P, influenciam aspectos do comportamento celular, que vao desde a
proliferacdo e a sobrevivéncia, até a polaridade celular e a orientagdo para a migracao
(ALBERTS et al., 2010).

Fibronectina

Integrina Integrina

Ativacio da integrina

inativa ativa

) Exterior
Bicamada
lipidica

_ » Interior
Talina ativa

Vinculina

Filamento de actina
Figura 2.4- Representacdo da mudanca de conformacéo de uma molécula de integrina
(adaptado de ALBERTS et al., 2010)

Além do sitio RGD, a FN apresenta outros sitios sinérgicos envolvidos nos
processos de interacdo celular com a matriz. S&o mais de 20 sitios que podem, ou ndo,

apresentar dependéncia do sitio RGD para reagir com as integrinas celulares, como:

e PHSRN - Sitios de ligagdo para a integrina osP; - Intensifica a adesdo em
diferentes tipos celulares (MAGNUSSON E MOSHER, 1998, MARTINO et al., 2009,
SAGNELLA et al., 2005), estimula a diferenciacdo de células precursoras de 0SS0
(MARTINO et al., 2009) e estimula agdes pr6-angiogénicas em células endoteliais
(LASCHKE et al., 2006).

¢ WQPPRARI - Sitio de ligacéo para heparina (polissacarideo transmembrana)
(Figura 2.3(a)) - Sequéncia presente nos sitios de interacdo com heparina, que
intensifica pontos de adesdo focal em diferentes tipos celulares, principalmente pelo
dominio PRARI, agindo diretamente em atividades pro-angiogénicas (MARTINO et al.,
2009, WOODS et al., 1993).

e EILDVPST - Sitios de ligac¢ao para integrina o43; - Trata-se de uma sequéncia
adesiva e de especificidade celular, com capacidade de promover duplicacdo e
reorganizacdo dos microfilamentos citoplasméaticos (MAEDA et al., 1993). A regido
EILDV ¢ preferencialmente reconhecida por linfocitos (células sanguineas de defesa) e

algumas células tumorais (ex: melanoma) (MAEDA et al., 1993).
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e KLDAPT - Sitios de ligagdo para integrina asf1 € asfP7 - Sequéncia adesiva que
desencadeia uma série de sinalizacGes celulares. Compete com a sequéncia EILDVPST

e também apresenta alta especificidade por linfécitos (MOYANO et al., 1997).

Além os sitios referidos, a capacidade fisiol6gica molecular de se enovelar e se
desenovelar, nas mais de 15 sequéncias de repeticdo de FN tipo IlI, tem sido proposta
como parte do mecanismo de controle para a ligacdo especifica com integrinas
(MARTINO et al., 2009).

2.6. Biorreatores para cultura dinamica

Ao tratamos de regeneracdo tecidual, é importante a avaliacdo do material
regenerativo sob condi¢des semelhantes as da regido a ser tratada. Quando in vivo, as
células sdo submetidas a diferentes tensdes, de acordo com a regido do corpo em que se
encontram. Assim, para a aceitacdo de biomaterial regenerativo, € importante simular,
in vitro, esses estimulos mecanicos e avaliar o comportamento celular apos determinada
quantidade de horas e/ou ciclos. Em tal contexto, entram em evidéncia os biorreatores,
que sdo equipamentos para cultivo sob imersdo temporéria ou permanente de células,
com objetivo de simular as funcdes bioldgicas. A imposicdo de diferentes fluxos e
pressdes, de forma isolada ou combinada, interfere diretamente nas etapas de adesdo,
espraiamento e crescimento celular (DERMENOUDIS e MISSIRLIS, 2010),
influenciando, portanto, a formagéo de novo tecido e regeneracao da regido avariada.

Quando em culturas estaticas sobre arcaboucos porosos, as células Osseas ja
demonstraram que sua capacidade de mineralizacdo de matriz ndo ultrapassa o limite de
200 a 240 pm de profundidade, a partir das superficies externas. O mesmo vale quando
sobre arcabougos pouco espessos (2 a 3 mm de espessura) (CHUNQIU et al., 2008). A
utilizacdo de tensdes mecanicas em culturas 6sseas tridimensionais vem demonstrando
capacidade de promover o estimulo adequado para o cultivo celular, o transporte
eficiente de nutrientes e excretas, bem como o desenvolvimento de matriz extracelular
funcional (CHUNQIU et al., 2006).

O tecido dsseo é dindmico e capaz de responder a estimulos mecanicos externos
sem romper ou sofrer danos. Sua microestrutura apresenta anisotropia caracteristica, que
se acredita estar fortemente associada a natureza de distribuicdo de tensdes in vivo e a
funcdo mecanica (DUCAN e TURNER, 1995, MATSUGAKI et al., 2013). Uma das

27



consequéncias da aplicacéo de cargas a tecidos 6sseos é a deformacdo da sua matriz, e é
tal estimulo/reacdo que vem sendo reproduzido in vitro, na tentativa de se entender as
respostas das células ésseas (ETHIER e SIMMONS, 2013). Quando um 0sso trabecular
¢ comprimido uniaxialmente, de modo automatico ocorre expansdo de volume na
direcdo perpendicular, fazendo com que as células presentes nessa regido sofram tensédo
biaxial, com maior concentracdo de pressdo no centro do que na periferia do substrato
deformado (Figura 2.5) (BASSO e HEERSCHE, 2002, DUNCAN e TURNER, 1995).

Ja é conhecido que a deformacdo sofrida pelo o0sso, in vivo, varia de 0,1% a
0,7% do comprimento total (THOMPSON et al., 2012). De outra parte, experimentos de
compressdo de matrizes porosas, in vitro, normalmente utilizam tensdo de deformagéo
maior, a fim de que se obtenha alguma resposta celular. J& se sabe que, quando é
imposta tensdo de deformacdo de substrato da ordem de 1 - 10%, sdo promovidas
diversas variacOes nas fungdes das células dsseas, incluindo: sintese de DNA, producéo
de enzimas, sintese de proteinas colagenosas e ndo-colagenosas, regulacdo dos
filamentos de actina e mineralizagdo (ANSELME, 2000, ETHIER e SIMMONS, 2013,
SCHWARTZ et al., 2007).

Compressio

Figura 2.5 - Representacéo do efeito secundario de expanséo do volume na dire¢éo
perpendicular a forca aplicada gerado apds compresséo uniaxial (adaptado de BASSO e
HEERSCHE, 2002).

Em um estudo dos efeitos da aplicagdo de forca de compressdo hidrostética,
intermitente ou continua, em processo de calcificacdo de placa de cartilagem de rato,
por 5 dias, se concluiu que ambas as compressdes foram capazes de promover
calcificacdo da placa. Porém a compressao intermitente foi duas vezes mais efetiva do
gue a continua e apresentou efeito celular anabolico, em contraste com o efeito primario
catabdlico, manifestado pela compressdo continua (KLEIN-NULEND et al., 1986). Os

mesmos autores testaram a compressdo hidrostatica intermitente, em cultura de células
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murinas precursoras de 0sso, e observaram: aumento na atividade e expressdo de
fosfatase alcalina, aumento na expressdo de marcadores tipicos de células dsseas (ex:
coldgeno e osteopontina) e maior producdo de prostaglandinas e outras moléculas
Osseas sinalizadoras. Os autores concluiram que os efeitos associados a compressdo
intermitente, em termos de estimulo e resposta celular, foram similares aos provocados
pelo fluido oscilatdrio intracorporal.

ROELOFSEN et al. (1995) também testaram a compressdo hidrostética
intermitente em cultura monocamada de células osteoprogenitoras e de linhagem de
osteoblastica (MC3T3). Os autores constataram que, em diferentes niveis para cada tipo
celular, houve aumento nas enzimas envolvidas no processo de mineralizagdo, aumento
na sintese de colageno tipo | e aumento na expressao de actina. O aumento na expressao
de actina, gerado pelo estresse mecanico aplicado as células, levou a rigidez do
citoesqueleto. INGBER e FOLKMAN (1989) ja haviam descrito o processo de rigidez
do citoesqueleto, como resposta a forte interacdo entre a membrana celular e a matriz
extracelular, que polimeriza feixes contrateis de actina, resultando na orientagdo
consistente de organelas intracelulares.

A aplicacdo de compressdo intermitente em cultura celular sobre arcabouco
pOroso, assim como no 0sso trabecular, promove o direcionamento do fluxo de meio de
cultura das regides de aplicagcdo de compressdo para as de expansao, gerando fluxo
oscilatério nas cavidades macro e microscopicas, bem como aceleracdo na regido
central da rede de poros (Figura 2.6) (CHUNQIU et al., 2006, DUNCAN e TURNER,
1995, RUMNEY et al., 2012). Quando em organismo vivo, esse fluxo aumenta o
transporte de massa no 0sso, gerando aumento das fungdes metabdlicas essenciais para
o0 crescimento e manutencéo celular. O estimulo mecénico aplicado é reconhecido pelas
células, tanto como interferéncia mecénica, com deformagdo direta da matriz
extracelular (pela compresséo) e tensdo de cisalhamento (pelo fluxo oscilatério), quanto
como interferéncia elétrica, com geracdo de potencial elétrico nos canais i0nicos
(promovido pela deformagdo da membrana) (CHUNQIU et al., 2006, DUNCAN e
TURNER, 1995). Os experimentos de compressdo intermitente realizados in vitro com
células dsseas, normalmente, utilizam tens6es associadas a 0,5 - 10% de deformacéo no

arcabouco (alta deformacdo) e frequéncia de 0,1 - 1 Hz (baixa frequéncia).
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Carregamento Descarregamento

Meio de cultura

Figura 2.6 - Representacdo do fluxo de meio de cultura (setas amarelas) gerado no interior de
arcaboucgos porosos apds compressao e descompressao (adaptado de CHUNQIU et al.,2008).

O fluxo cisalhante oscilatério, gerado por compressao intermitente, parece ser o
estimulo mecénico mais importante na ativacdo de sinais mecanotransdutores e
mediadores de adaptacdo em culturas 3D (CHUNQIU et al., 2007, TANAKA et al.,
2005, THOMPSON et al., 2012). Esse sinal mecéanico dinamico € essencial para a
adaptacdo 6ssea, atuando na diferenciacdo de osteoblastos e na elevacdo das taxas de
proliferacdo celular (NAING e WILLIAMS, 2011), aumentando a atividade celular e a
sintese de fosfatase alcalina (DA SILVA et al., 2010) e intensificando a deposicéo
mineral (NAING e WILLIAMS, 2011, SIKAVITSAS et al., 2003). Est4 relacionado,
ainda, a migracéo celular, promovendo melhor distribuicdo dessas células na rede de
poros dos arcaboucos (KOCH et al, 2010, NAING e WILLIAMS, 2011,
SITTICHOCKECHAIWUT et al., 2009).

Um biorreator que promova compressdo intermitente direta sobre arcabouco
polimérico com células é capaz de simular o ambiente do osso trabecular, com
deformacdo em direcdo perpendicular e gradiente de pressdo (CHUNQIU et al., 2008).
DAVID et al. (2008) testaram tal efeito pela combinacéo de baixo fluxo de perfuséo (3
mL/h) e compressdo intermitente diaria (3 ciclos de compressdo com variacdo de
forcas), diretamente sobre amostras de 0sso trabecular bovino jovem, obtendo aumento
nos niveis de diferenciagdo osteobléstica, sem afetar, porém, as atividades dos
osteoclastos.

TANAKA et al. (2005) estudaram a aceleracdo do fluxo oscilatério gerado
durante compressdao intermitente de arcabouco poroso de colageno, encontrando

intensidade 5 vezes maior, nas areas de borda, do que no centro das amostras
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(dimensdes da amostra retangular: 20 x 16 x 2 mm). Em segunda etapa, 0s autores
revestiram os arcaboucos cultivados com linhagem celular MC3T3-E1 com gel de
coldgeno, a fim de estudar o efeito da compressdo intermitente, na auséncia de fluxo
oscilatério. Ao final do experimento, encontraram diminuicdo na expressdo de genes
ligados a0 RNAm e envolvidos tanto no processo de proliferacdo celular, quanto nos
processos de producdo, deposi¢do e mineralizacdo de matriz extracelular.

SITTICHOCKECHAIWUT et al. (2009) identificaram aumento na proliferacédo
celular e na deposicdo de matriz extracelular em arcaboucos porosos de poliuretano
cultivados com linhagem osteoblastica (MLO-A5) e ensaiados por compressdo
intermitente (1 Hz, 5% deformag&o). De outra parte, RUMNEY et al. (2012), em estudo
baseado na liberacdo de marcadores de proliferacdo celular, atestaram que, para 0s
mesmos parametros de compressdo aplicados em cultura tridimensional de linhagem
osteoblasticas SaOS-2, no mesmo arcabouco poroso de poliuretano, os niveis de
liberacdo de ATP ndo foram alterados (ATP atua como molécula de energia para uma
série de reacdes celulares). Quando a cultura 3D foi submetida somente ao fluxo
oscilatério, houve aumento de 5 vezes nos niveis de liberacdo de ATP e de
aproximadamente 4 vezes na expressdo c-fos mMRNA (principal gene autoregulador de
proliferacdo/diferenciacdo celular em tecido 6sseo (Angel e Karin, 1990). Os autores
relacionam como possiveis causas da ndo alteracdo nos niveis de ATP nos arcabougos
de compressdo intermitente: a porosidade insuficiente (que ndo permitiria o fluxo
apropriado internamente), a baixa interacdo celular com a superficie polimérica ou a
rigidez inadequada do arcabouco (que ndo teria propagado da deformacdo para estimulo
a formagdo 0ssea).

A aplicacdo de compressdo direta por placas rigidas, promovida sobre
arcaboucos cultivados com células dsseas in vitro, traz a vantagem da grande variedade
de deformagdes possiveis, 0 que aumenta a possibilidade de mimetizacdo do ambiente
in vivo. Porém a friccdo entre a placa e o arcabouco pode causar deformacédo
heterogénea local e diminui¢do, ou bloqueio, do acesso de nutrientes a interface
arcabouco/placa de compressdo (BROWN, 2000). Assim, considera-se de extrema
importancia o correto desenvolvimento de uma superficie de placa de compressdo que
ndo s estabilize o contato com o arcabougo, mantendo a compressdo local, como
também permita o acesso do meio de cultura a regido de interface, promovendo o aporte

de nutrientes e oxigénio.
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A aplicacdo de cargas mecanicas gera novo equilibrio do sistema. A resposta
celular produzida varia de acordo com a intensidade de forga, o nimero de ciclos e a
frequéncia aplicada no cultivo dindmico, o tempo de aplicacdo da carga mecanica, a
microestrutura do biomaterial utilizado como substrato e a linhagem celular cultivada.
Células precursoras de o0sso, osteoblastos humanos e osteoblastos murinos, por
exemplo, podem apresentar respostas muito diferentes a aplicacdo das mesmas cargas
mecanicas (ANSELME, 2000).
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CAPITULO 11l

OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da imposicdo de tensdes mecanicas, por compressdo
intermitente e fluxo de perfusdo, na morfologia de células osteoblasticas cultivadas in

vitro, em arcabouco poroso de PHB.

3.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e caracterizar morfologicamente arcabougos porosos de poli(3-
hidroxibutirato) (PHB) funcionalizados.

e Avaliar o comportamento de proliferacdo, colonizacdo e organizacdo das
células endoteliais sobre os arcaboucos, em ambiente estatico, como possibilidade de
estruturagéo futura de uma rede de capilares.

e Realizar os ajustes finais ao biorreator LAB-DC3A, desenvolvido para a
aplicacdo de fluxo-compressao em culturas 3D.

e Auvaliar a proliferacdo, a colonizacdo e a orientacdo citoplasmatica de células
osteoblasticas associadas a arcaboucos de PHB (funcionalizados ou ndo) em ambiente
estatico ou em ambiente dinamico, sob diferentes aplicacdes de tensdes.

e Avaliar a influéncia da funcionalizacdo prévia das superficies do arcabouco

na morfologia das células submetidas a ensaios dindmicos.
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

Neste capitulo, sdo apresentadas as metodologias, 0s materiais, 0s reagentes, 0s

equipamentos e as técnicas de caracterizacdo utilizadas ao longo desta pesquisa.
4.1. Producéo dos arcabougos porosos de PHB

O PHB, em po, foi fornecido pela PHB Industrial S/A (Biocycle®100, lote: 150,
Sdo Paulo, Brasil). O material foi peneirado (em peneiras para analise granulométrica)
para retirada de contaminantes solidos, utilizando-se a faixa granulométrica de 250 -
500 um. As solugdes foram preparados segundo técnicas de evaporacdo de solvente
seguida pela lixiviacdo do agente porogénico (Mendonga, 2008). A solucdo de PHB em
cloroformio 15% (p/p) (pureza P.A.; Vetec Quimica Fina Ltda) foi preparada em
sistema de refluxo a 65°C, segundo procedimento adotado no Laboratério de
Biopolimeros (MEIGA, 2010).

Para a producdo dos arcaboucos, foi utilizada solucdo de PHB a 15% (p/v). A
esta solucdo foram adicionados 10% (p/p) do plastificante citrato de trietila (pureza >
98%; Sigma-Aldrich) (CHOI e PARK, 2004) e 70% (p/p) de sacarose comercial
peneirada (faixa granulométrica de < 250 pum) (MESSIAS et al., 2011).
Aproximadamente 5 mL dessa mistura final foi vertida em moldes de vidros, 0s quais
foram mantidos em dessecador, sem imposicao de vacuo, por 96 horas até a completa
evaporagdo do solvente. Apds secas, as amostras foram imersas em &gua destilada e
mantidas sob agitacdo magnética constante, por 48 horas, com troca de agua a cada 12
horas, a fim de se evitar a saturacdo do meio. A remocdo das particulas do agente
porogénico (sacarose) leva a formacdo dos poros do arcabouco. Apds a lixiviagdo, 0s
arcaboucos foram cortados com molde metalico cilindrico de 4 mm de diametro, a fim
de adapta-los ao tamanho do porta amostra do biorreator utilizado, e lixiviados por mais
48 h, com trocas de &gua a cada 12 h. O tamanho final do arcabouco foi de 4 mm de
didmetro e 5 mm de altura.

Ap0s cortados e lixiviados, os arcabougos de PHB foram, entdo, submetidos ao
processo de hidrolise. Foram incubados em recipiente contendo solucdo de NaOH em
agua destilada a 1 M (pureza P.A.; Vetec Quimica Fina Ltda) (THIRE et.al., 2006). O
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recipiente foi aquecido a 65°C por 45 minutos. Apds aquecimento, os arcaboucos foram
submetidos a dois banhos de imersdo em &gua destilada, a temperatura ambiente, com
duracéo de 20 minutos cada um, com o objetivo de cessar a reagéo.

4.2. Imobilizacdo da fibronectina

A incorporacéo da proteina a superficie dos arcabougo foi realizada via ligagdo
covalente, seguindo o método bioldgico de modificacdo cruzada estudado em MEIGA
(2010). Para tal, foi necessaria etapa prévia de ativacao, pela incorporagdo de agente de
acoplamento.

A incorporagdo do agente de acoplamento foi realizada pela incubacgdo dos
arcaboucos porosos hidrolisados em solucdo aquosa 0,1 M de tampédo acido 2-N-
morfolinoetanossulfonico (MES) (pureza > 99%; Sigma-Aldrich), ajustado com NaOH
1 M a fim de obter pH 4,75, contendo 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(EDC) (pureza P.A.; Sigma-Aldrich) e N-hidroxissuccinimida (NHS) (pureza 98%;
Sigma-Aldrich). A determinacdo da concentracdio de EDC em solucdo seguiu
procedimento descrito por MEIGA (2010), fixando-se em 0,1% (p/v, em relacdo ao
tamp@o MES). O NHS foi adicionado & solu¢do tamp&o mantendo o mesmo numero de
moles da EDC. Assim, para 30 mL de tampao MES foram utilizados 0,03 g de EDC e
0,0223 g de NHS. A reacdo foi mantida por 4 horas a temperatura ambiente, seguida de
lavagem com agua destilada corrente.

Apos a ativacdo da superficie, foi realizado o processo de incorporacdo da
proteina. A solucdo estoque de fibronectina (obtida de plasma humano, liofilizado,
pureza > 95%, Sigma-Aldrich) foi diluida até a concentracdo final de 10 pg/mL, em
tampéo fosfato salino (PBS) pH 7,2 (0,145 M NaCl em 0,01 M NA;HPO4.H,0). O
arcaboucos de PHB ativados foram imersos na solucdo proteica e mantidos a
temperatura ambiente por 4 horas. Apds a modificagdo, os arcaboucos foram lavados
com &gua destilada corrente, a fim de retirar a FN que se mantivesse apenas adsorvida
fracamente nas superficies.

Assim, ao final do procedimento (Figura 4.1), foram produzidos dois diferentes
arcaboucos. O arcabouco hidrolisado PHBy, € o arcabougo hidrolisado com FN
imobilizada: PHBg.
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Figura 4.1- Esquema de ativacdo de superficies poliméricas por EDC/NHS (MEIGA, 2010)
4.3. Caracterizacdo morfoldgica dos arcaboucos de PHB

A caracterizacdo morfologica ultraestrutural do arcabouco PHBy foi realizada
por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para a caracterizacdo da ultraestrutura
interna, os arcaboucos foram previamente fraturados em nitrogénio liquido. Todas as
amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro obtida por pulverizacdo a
vacuo (20 mA por 2 min), de forma a ndo alterar a topografia de superficie do
arcabouco, e observadas a 15 kV em microscépio JEOL JSM, modelo 6460 LV.

A fim de quantificar o efeito causado pela etapa de hidrélise a microestrutura do
arcabouco, amostras de PHBy e PHB pré-hidrolise (n = 3), com maior didmetro (8 mm),
foram submetidas a microtomografia computadorizada (UCT). A uCT é uma técnica
ndo destrutiva de analise morfométrica, em duas ou trés dimensdes, capaz de medir
variantes importantes na caracterizagdo microestrutural de um biomaterial, como, por
exemplo: porosidade, distribuicdo do tamanho de poros, interconectividade de poros,
area de superficie exposta e espessura de paredes. A analise das amostras em
microtomografo Bruker-Skyscan, modelo 1173, ocorreu a 40 kV sob corrente de 200
MA, operando com tubos de raios-X microfocus de tamanho focal < 5m e um detector
de 2240 x 2240 pixels. Um filtro de aluminio de 0,5 mm foi utilizado a fim de melhorar
a qualidade da imagem. A obtencdo da imagem se deu por rotacdo de 360° da amostra
ao longo do seu eixo Z, com escaneamento a cada 0,5°. As imagens foram reconstruidas
com base no algoritmo de Feldkamp (FELDKAMP et al., 1984), com tamanho de pixel

de 7,4 um e utilizando, aproximadamente, 400 fatias escaneadas por amostra. Os
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parametros morfoldgicos foram calculados diretamente nos modelos 3D processados
digitalmente (LORENSEN e CLINE, 1987), considerando um volume de interesse de
152,3 mm?®. Para tal, foi necessaria etapa prévia de binarizacdo das imagens, em que
foram utilizados os softwares NRecon® (NRecon 2011- versdo 1.6.8.0) e InstaRecon
(InstaRecon 2011- versédo 1.3.9.2).

4.4. Crescimento e manutencgéo da cultura celular

Neste trabalho foram utilizadas duas células de linhagens distintas: endotelial
BCE-HT", células de capilar bovino imortalizadas com telomerase humana
(VEITONMAKI et al., 2003), e osteoblastica MG-63, celulas de osteosarcoma humano,
(European Collection of Cell Cultures - ECACC). As células das duas linhagens foram
crescidas em garrafas de cultura de 75 cm? em meio Alpha-MEM (Minimum Essential
Medium Eagle — Alpha Modification), para células BCE-HT", e DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium), para células MG 63, ambos enriquecidos com 10% de soro
fetal bovino inativado (SFB) e 1% de antibidtico (penicilina-estreptomicina) (todos da
Biochrom AG), em estufa a 37°C e 5% CO,, com trocas de meio de cultura a cada 2
dias.

Quando as células atingiam estado de semiconfluéncia, equivalente a 60-70% de
sua confluéncia, eram tripsinizadas (tripsina-etilenodiamina tetra-acido acético (EDTA),
Biochrom AG), centrifugadas e ressuspendidas em meio para utilizacdo nos testes de
cultivo celular. Dependendo do volume de experimentos a serem realizados, a cultura

celular era expandida para novas garrafas ou congelada para posterior utilizag&o.

4.5, Cultivo celular

Para o cultivo celular, todos os arcaboucos foram previamente esterilizados com
oOxido de etileno. Antes da inoculacdo celular, para a retirada de ar de dentro da malha
de poros, os arcaboucos estéreis passaram por etapa de imposicao de vacuo (esquema na
Figura 4.4). Para tal, em seringa descartavel com a ponta hermeticamente vedada, foram
introduzidos o meio de cultura estéril e os arcaboucos (2 mL de meio por arcabouco). A
vedacdo da ponta foi substituida pela agulha (com tampa) e 0 émbolo empurrado para
cima, a fim de se retiradar de todo o ar de dentro da seringa. A vedacdo foi refeita entre
a tampa da agulha e a ponta da seringa e, por tragdo do embolo, foi imposto vacuo,
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forcando a entrada do meio de cultura na rede de poros (e consequente saida do ar).
Apo0s sucessivos ciclos de imposicdo de vacuo, quando os arcaboucos ja ndo podiam
mais flutuar no meio cultura, 0 processo cessava e 0s arcabougos estavam prontos para
receber as células.

Os testes de cultivo celular nos arcaboucos PHBy e PHBgy foram conduzidos
sob duas condi¢es gerais diferentes: cultivo estatico e cultivo dindmico (em biorreator).
As distintas linhagens celulares foram expostas a distintas condi¢fes de cultivo. Tais

ensaios foram conduzidos no Laboratorio de Engenharia Mecénica e Aeroespacial, da

Universidade de Patras — Grécia.

Figura 4.2 - Esquema dos sistemas de retirada de ar de dentro dos arcabougo de PHB por

imposic¢do de vacuo.
4.5.1. Cultivo celular estatico

O cultivo estatico foi utilizado como etapa Unica de cultivo celular ou como
etapa prévia do cultivo dindmico. Assim, as duas linhagens celulares (BCE-HT" e MG
63) tiveram seus tempos de cultivo estatico, variando de acordo com o objetivo do
experimento, como detalhado nos itens a seguir (itens 4.6.1.1 € 4.6.1.2).

Independentemente da linhagem celular utilizada, quando as células atingiram
estado de semiconfluéncia, foram tripsinizadas, centrifugadas, ressuspendidas em meio
de cultura especifico, contadas em camara de Neubauer e semeadas, na area central da
superficie circular dos arcaboucos, a uma concentracdo de 8 x 10* células/arcabouco
(aproximadamente 6,5 x 10* células/cm?). Os arcaboucos cultivados foram mantidos em
placa de 96 pocos, em estufa a 37°C e 5% CO,, com troca de meio de cultura a cada 2
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dias. Ap6s os 45 minutos iniciais de cultura, os arcaboucos foram trocados de pocos

para garantir que as células do fundo do poco ndo afetassem os resultados finais.

4.5.1.1. Linhagem endotelial - BCE-HT"

A linhagem celular endotelial foi utilizada somente para testes prévios, estaticos,
por até 7 dias. Por serem células envolvidas nos processos de reparo tecidual e na
formacéo de vasos sanguineos, sua utilizacdo prévia forneceu respostas mais imediatas a
respeito da interacdo célula-superficie polimérica, considerando-se a influéncia da
quimica de superficie (cargas expostas e sitios de ligacdo celular) bem como a
morfologia de poros e paredes (microrrugosidade).

Assim, os testes conduzidos com BCE-HT" tiveram por finalidade:

1. Avaliar a resposta celular a superficie do arcabouco em curto prazo.

2. Avaliar a possibilidade de geracdo de rede de capilares, capaz de abastecer
(com nutrientes e oxigénio) o interior da malha de poros e lixiviar 0s excretas
metabdlicos celulares.

Para a cultura de células BCE-HT" sobre arcabougo PHBy e PHBgy, foi utilizado
meio de cultura Alfa-MEM (10% SFB e 1% antibi6tico), com troca a cada 2 dias e
avaliacdo do processo de colonizagdo apds 1, 4 e 7 dias. A avaliacdo foi realizada por
marcacdo de células vivas e mortas, com as células ndo-fixadas, em microscépio

confocal (descrito no item 4.7.1).

4.5.1.2. Linhagem osteoblastica — MG 63

Os testes estatico com a linhagem osteoblastica foram realizados com meio de
cultura DMEM (10% SFB e 1% antibidtico) e tiveram duas finalidades:

1. Avaliar a etapa inicial de adesdo celular, para posterior imposicdo de tensdes
no cultivo em biorreator (processo que garante a densidade celular planejada) - tempo: 4
h.

2. Analise comparativa do efeito das tensdes impostas durante o cultivo em
biorreator - tempos: 4 e 19 h.

Para a definicdo das 4 h de ades&o inicial, foram testados diferentes intervalos de
tempos, a fim de se encontrar o menor intervalo possivel em que as células

apresentassem adesdo suficiente (inicio do processo de espraiamento) para suportar as
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tensdes impostas pelos testes dinamicos, sem serem lixiviadas. Apds estas 4 h de adeséo
celular, os arcaboucos semeados poderiam seguir em cultura estatica ou serem passados
a cultura dindmica (descrito no item 4.6.2), ambas por mais 15 h. Ao final dos
experimentos estaticos, foram obtidas amostras com 4 e 19 h de cultivo.

A avaliacdo da interacdo celular aos arcabougos PHBy ou PHBgy foi realizada
com base nas andlises de microscopia confocal, microscopia eletrdnica de varredura e
cortes histolégicos. Todas as amostras pos-cultura foram fixadas para posterior anélise,

seguindo protocolo descrito no item 4.7.

4.5.2. Cultivo celular dindmico em biorreator - MG 63

O cultivo dindmico foi realizado no biorreator LAB-DC3A modificado. Esse
biorreator foi projetado e construido pelo grupo Steeldot LTDS para o Laboratério de
Engenharia Mecénica e Aeroespacial, da Universidade de Patras — Grécia. Para a sua
utilizacdo, porém, foram necessarias algumas alteracdes estruturais a fim de viabilizar o
cultivo celular estéril (ver item 5.3).

O biorreator (Figura 4.3) possui um porta-amostra com capacidade para até 5
amostras, em paralelo, um sistema de manutencdo de temperatura constante a 37°C,
permitindo a imposi¢do de forca cisalhante (controlada por fluxo imposto por uma
bomba peristaltica) e compressédo intermitente (controlada pelo software LabDot DC3A
V1.00, desenvolvido especificamente para este biorreator pelo grupo Steeldot LTDS). A
manutencdo da atmosfera de 5% de CO, era mantida pela ligacdo entre a estufa e o
biorreator, passando por uma segunda bomba peristéltica e sendo intermediada por
filtros descartaveis para seringa com membrana de poro 0,22 um (Millipore), que

funcionavam como bloqueios a contaminantes.
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Figura 4.3 - Fotografia do biorreator LAB-DC3A modificado

Antes de iniciar qualquer experimento no biorreator, todas as suas areas internas
eram esterilizadas em fluxo continuo de alcool 70%, sob luz ultravioleta, por periodo de
30 minutos, seguido por 4 lavagens sequenciais, com agua destilada e esterilizada,
viabilizando o biorreator para a cultura celular. Apos a esterilizacdo, 0 meio de cultura
DMEM (10% SFB e 1% antibidtico) era inserido e estocado, em concentracdo de 2,5
pg/mL do antifungico Anfotericina B (Biochrom AG).

Ap0s assepsia do biorreator, os arcaboucos com células, passadas 4 h de cultura
estatica, foram alocadas dentro do compartimento porta-amostras, manuseado dentro da
camara de fluxo. Para cada rodada de experimento, foram utilizados 3 arcaboucos,
alocados nas aberturas centrais do porta-amostras. Os testes em biorreator seguiram dois
padrdes diferentes de aplicacdo de tensdo: tensdo cisalhante isolada por perfusdo ou
tensdo cisalhante + compressao intermitente. A tensao cisalhante foi imposta a partir do
ajuste de fluxo da bomba peristaltica, enquanto a compressdo intermitente, pelo ajuste
do software acoplado ao biorreator, em que a tensdo era aplicada em fungdo da
deformacdo final pré-estabelecida (Figura 4.4). Os dados experimentais foram

estabelecidos da seguinte maneira:

» Tensao cisalhante (F) - fluxo: 15 mL/minuto; tempo: 15 h.
» Compresséo intermitente (C,s) - frequéncia: 1 Hz; deformacéo final: 2,5% da

altura do arcabouco; tempo: 15h.
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Sistema mecanico do biorreator
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Figura 4.4 - Esquema de imposicdo de fluxo de perfuséo (seta azul) e de compressao
intermitente (seta vermelha) em arcaboucgos de PHB cultivados com células, no biorreator LAB-
DC3A

Para o calculo da tensdo cisalhante estimada de menos de 1 dyn/cm?, sofrida
pelo arcabougo durante a imposicdo do fluxo de perfusdo, foi aplicada a equagdo: T =
6uQ/A; em que M é viscosidade do fluido (o meio de cultura DMEM suplementado, a
37°C, possui viscosidade dinamica igual a 0,0078 Poise), Q é o fluxo imposto na cultura
(em cm’/s) e A é a éarea do arcabouco (BACABAC et al., 2005; SCHWARTZ et al.,
2007). Deve-se considerar que, quando aplicada a superficies rugosas ou porosas, a
tensdo cisalhante inicial sofre alteragbes, como, por exemplo, formagdo de pequenos
vortices, que podem gerar diferentes respostas celulares num mesmo material
(BANNISTER et al., 2002), ou ainda intensificacdo do efeito cisalhante pela passagem
por poros de baixo diametro (TANAKA et al., 2005).

Para chegar ao padrao final de experimento descrito (experimentos dindmico 5 e
6 a seguir), foram necessarios diversos experimentos prévios, a fim de avaliar, entre
outros aspectos, 0 menor tempo de cultura estatica associado & combinag&o de fatores de
cultura dindmica. Foram realizados, no total, os 7 experimentos descritos abaixo.
Quando a cultura estatica era mantida por 24 h antes do experimento de compresséo,
observava-se ao final do experimento baixa densidade celular total, com alta incidéncia
de celulas mortas nas areas mais internas da rede de poros do arcaboucos. O tempo de
cultura estatica foi, entdo, reduzido para o0 minimo possivel capaz de permitir boa
adesdo celular (considerando-se, por base de avaliagdo, o arcabouco bioativado

(PHBEy)). Os tempos de experimentos dindmicos foram aumentados a fim de acelerar a
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resposta celular. Dessa forma, chegou-se ao padrdo experimental (experimentos 5 e 6)

discutido nesta tese, e ao experimento de limite de tensdo (7), que também é

apresentado (F = fluxo constante, C = compresséo, X (Cx) = % de deformacéo final):
Estéatico: 4 horas, 6 horas, 10 horas, 19 horas, 24 horas, 28 horas e 48 horas.
Dinémico:

1. 24 horas em cultura estatica + 1 hora de F/C, 5 + 23 horas de F/Cy.

[~

. 24 horas em cultura estatica + 1 hora de F/C;, 5 + 4 horas de F/C,.

3. 6 horas em cultura estatica + 2 horas de F/C, s + 2 horas de F/C,.
4. 6 horas em cultura estatica + 4 horas de F/Co.
i 5. 4 horas em cultura estatica + 15 horas de F/C,.
Padréo { 6. 4 horas em cultura estatica + 15 horas de F/C;s.
Litg]ni;g:e — 7. 4 horas em cultura estatica + 15 horas de F/Cs.

A avaliacdo do efeito das forcas impostas as culturas celulares nos arcaboucos
PHBy ou PHBgy foi realizada com base nas andlises de microscopia confocal,
microscopia eletronica de varredura e cortes histoldgicos. Todas as amostras pds-ensaio
dindmico foram fixadas para posterior analise, seguindo-se protocolo descrito no item
4.7.

Ao fim das pesquisas, uma complementacdo experimental foi realizada com o
objetivo de avaliar resultados ap6s o carregamento dinamico e abrir portas para novos
guestionamentos acerca do tema abordado. Um arcabouco PHBgn, ap6s 4 horas em
cultura estética + 15 horas de F/C, 5 (experimento 6), foi mantido em cultura estatica,
em estufa (37°C e 5% CO,), por mais 9 horas. Esse arcabouco foi analisado por

microscopia confocal, segundo protocolo do item 4.7.

4.6. Avaliago do cultivo celular

Para os arcaboucos cultivados com a linhagem celular BCE-HT", a analise do
efeito da microestrutura e do recobrimento proteico sobre a cultura foi realizada por
microscopia confocal.

Para os arcaboucgos cultivados com a linhagem celular MG 63, foram
empregadas 3 técnicas de andlise (microscopia confocal, microscopia eletronica de

varredura e analise de cortes histoldgicos), a fim de serem avaliados os efeitos do

43



recobrimento com FN e das forcas mecéanicas impostas pelo biorreator sobre a cultura

celular.

4.6.1. Microscopia confocal

Para essas andlises, foram utilizados dois diferentes microscopios:

1. Invertido Nikon D-eclipse C1 (modelo ECLIPSE TE-2000U). Esse
microscopio é equipado com canhdes de lases de Ar* (50 mW / 458, 477, 488, 514 nm),
excitando com comprimento de onda 488 nm, Diodo Azul (36 mW / 405 nm) e He-Ne
(2mW / 543nm). As imagens foram obtidas e tratadas pelo software EZ-C1, versdo
3.90;

2. Zeiss, modelo LSM 510 META. Esse microscopio € equipado com canhdes
de lasers de Ar* (50 mW / 458, 477, 488, 514 nm), excitando com comprimento de onda
488 nm, e Mai Tai HP (>2.5 W / 690 a 1040 nm), excitando com comprimento de onda
800 nm. As imagens foram obtidas e tratadas pelo software ZEN 2009 Light Edition.

Para os experimentos prévios realizados com células da linhagem BCE-HT", a
microscopia confocal foi realizada logo apds terminado o tempo de ensaio (1, 4 e 7
dias), com as células vivas (ndo-fixadas). Para tal, os arcabougos com células foram
imersos, por 5 min, em 4 pg/mL de Diacetato de fluoresceina (FDA) em tampéo PBS,
que emite cor verde para marcacdo das células vivas e, por outros 5 min, em 4 pg/mL de
lodeto de propidio (PI) em tampdo PBS, que emite em vermelho para destaque das
células mortas (ambos da Sigma-Aldrich). Ao término da marcacdo, 0s arcabougos
foram levados, imediatamente, para 0 microscépio confocal Nikon e observados com
objetiva de 10x. A observacao foi realizada em duas areas: na superficie onde as células
foram gotejadas e na secdo transversal, gerada por corte longitudinal na regido central
da amostra.

Para os ensaios realizados com a linhagem MG 63, ap0s os tempos das culturas
estaticas (4 e 19 h) e dos experimentos 5, 6, 7 e "6 + complemento” (item 4.6.2), as
células foram fixadas por imersdo das amostras em solucdo aquosa de 4% de
paraformaldeido. Apos fixacdo, as amostras foram imersas em solucdo tampéo 1 pg/ml
de 4'.6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldrich), que emite em azul a
marcacgdo dos nucleos celulares, seguida por imersdo em solugdo tampéo de 50 pg/ml de

Faloidina Alexa Fluor-488 (Invitrogen), que emite em verde par marcar os filamentos
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de actina polimerizada presentes no citoesqueleto celular. Parte dos experimentos
preparados por tal protocolo foram analisados no microscopio confocal Nikon e outra
parte no confocal Zeiss, com objetivas de 10x, 60x (Nikon) e 63x (Zeiss).

As analises de microscopia confocal foram realizadas em triplicata, sendo
possivel, a partir dos resultados obtidos, avaliar: a disposicao celular na rede de poros
dos arcaboucos, o nivel e espraiamento de cada célula, a orientagdo proteica do
citoesqueleto celular de actina e, de forma qualitativa, a proliferacdo celular.

4.6.2. Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi empregada na caracterizagéo
de células MG 63 cultivadas em arcaboucos PHBgy (n= 1), ap0s 0s tempos de ensaio
estatico e experimentos 5 e 6 (item 4.6.2), a fim de avaliar o comportamento e a
morfologia celulares e de comparar os diferentes estagios de adesdo em que cada grupo
se encontrava.

Para a observacdo em MEV (JEOL JSM, modelo 6460 LV), foi utilizada
amostra de cada experimento, fixada em solucdo tampdo de glutaraldeido 2,5%. Na
preparacdo, as amostras passaram por 3 lavagens (10 min cada), em tampéo cacodilato
de sddio 2 M, visando a total retirada do fixador. Foi realizada etapa de p6s-fixacdo com
solucdo aquosa de tetroxido de 6smio 1%, seguida por mais 3 lavagens com tampéo
cacodilato de s6dio 2 M.

O processo de desidratacdo foi realizado por banhos alcodlicos em escala
crescente de concentracdo. Foi utilizado alcool etilico P.A. (Merck) nas concentracdes
de 50, 70, 80, 90, 95 e 100%. A etapa posterior de secagem foi realizada por banho de
10 min em solucdo 1:1 (v/v) de hexametildisiliazano (HMDS) (Sigma-Aldrich) e alcool
100%, seguida por outro banho em solugédo pura de HMDS e exposicdo das amostras ao
ar (dentro da capela com o sistema de exaustdo ligado), por 48 h, para a total remogéo
do liquido. Ao final do processo, todas as amostras foram recobertas com ouro e
observadas a 15 kV.

4.6.3. Cortes histoldgicos

A andlise por cortes histoldgicos foi realizada pela marcacao das células MG 63
cultivadas nos arcabougos PHBgy (n= 1), ap6s o tempo de ensaio estatico e
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experimentos 5 e 6 (item 4.6.2). Essa analise teve objetivo de avaliar a capacidade de
migracdo celular para dentro da rede de poros, considerando-se as forcas mecéanicas
impostas, a microestrutura do material e o recobrimento com FN.

A fixacdo das células apés ensaio foi realizada por imersdo dos arcaboucos
cultivados em solucdo aquosa a 3,7% (v/v) de formol. As amostras fixadas foram
levadas a Empresa Junior APC Biotecnologia (Rio de Janeiro, RJ), de onde seguiram
para a etapa histotécnica. Antes de serem submetidos ao processamento, os arcabougos
foram seccionados na direcdo do comprimento, de forma a se obterem duas metades de
volumes iguais. A empresa utilizou o seguinte protocolo:

1. Processamento e corte: o material fixado foi submetido ao processador
automatico Lupetec, seguindo as etapas de desidratacdo em banhos de alcool etilico (em
concentracdes alcoolicas crescentes), clarificacdo em banhos de xilol, impregnacao e
emblocagem em parafina. Ap6s o endurecimento da parafina e formacdo do bloco,
foram feitos os cortes, em micr6tomo manual, com espessura de 10 pm cada um.

2. Coloragéo: cada corte foi disposto em lamina de vidro, seco em estufa, 60°C
por 30 min, e levado para a bateria de banhos de coloracdo. A sequéncia de lavagens
seguiu a ordem de imersdo em xilol, desidratacdo em alcool etilico e coloracdo por
hematoxilina de Harris por 15 min. Apds a coloracdo, os cortes foram lavados em agua
corrente e desidratados. As laminas finais foram montadas com Entellan (Merck).

Em cada metade do arcabouco, foram obtidos 5 cortes para analise histoldgica,
somando-se 10 cortes por amostra. Estabeleceu-se que, para analisar uma maior area de
colonizacao celular, a cada corte montado em lamina o corte seguinte seria desprezado
(Figura 4.5). Assim, foi analisado um total de 180 pm de espessura da regido central da
amostra.

A anélise dos cortes histologicos foi realizada em Microscopio Invertido Leica
(modelo DM IL LED, com camera Leica DFC310 FX acoplada) por contraste de fase.
As imagens obtidas foram analisadas e tratadas pelo software LAS, versao 4.2.

46



Cortes: 1 -X-3-X-5-X.7-X-9

Cortes: 1 -X-3-X-5-X.7-X-9

Figura 4.5 - Esquema de obteng&o dos cortes histologicos para analise de migracéo celular

invasiva a rede de poros.
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultado obtidos ao longo da presente
pesquisa, com suas respectivas discussdes, baseadas nos conceitos mais recentemente

descritos na literatura.

5.1. Analise morfolégica dos arcaboucos de PHB

Na Figura 5.1 estdo apresentadas eletron micrografias da superficie externa dos
arcaboucos apds hidrélise (PHBy), regido onde foram semeadas as células. Nessas
eletron micrografias, é possivel observar grande quantidade de poros interconectados
(interconexdo indicada por setas na Figura 5.1(b)), com tamanhos que variam de
micrdmetros a milimetros. A morfologia dos poros segue o padrdo poligonal dos cristais
de sacarose, que foram utilizados como agente porogénico. Na Figura 5.2 estdo
apresentadas as micrografias da regido interna (se¢do transversal) do arcabouco,
mostrando a manuten¢do da morfologia da superficie externa e a distribuicdo
homogénea dos poros ao longo da estrutura, uma evidéncia da boa dispersao do agente
porogénico na solucéo de PHB.

As caracteristicas morfologicas apresentadas pelo arcabougo estdo de acordo
com os resultados encontrados por MASAELI et al. (2012) para arcabougos produzidos
por lixiviacdo de particulados. Segundo os autores, a tecnica de lixiviacdo de
particulados apresenta a vantagem de produzir poros com morfologia irregular,
adequados para adesdo celular, elevando o volume de células inicialmente aderidas,
bem como a melhora da taxa de permeabilidade da rede de poros, o que otimiza a
infiltrag&o celular, o suprimento de nutrientes/gases e a lixiviagdo de excretas do interior

da rede de poros.
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Figura 5.1 — Imagens de MEV da superficie externa dos arcabougos, mostrando a estrutura de

poros (a) e, em detalhe, a interconectividade entre os poros (b).

Figura 5.2 — Imagens de MEV da secdo transversal dos arcaboucos, mostrando a manutencao

da morfologia de superficie no interior da rede de poros (a) e, em detalhe, a interconex&o dos

poros no interior da estrutura (b).

Os arcaboucos PHBy e PHB pré-hidrolise foram submetidos a analises por
microtomografia computadorizada (LCT), a fim de quantificar, de forma ndo destrutiva,
suas caracteristicas estruturais. Os resultados encontrados estdo sintetizados na Tabela
5.1. A partir dos valores encontrados por UCT, pode-se supor que a quebra das cadeias
de PHB causada pela hidrélise da origem a novos pequenos poros, provavelmente onde
a espessura da parede polimérica apresenta-se mais fina, uma vez que a espessura média
geral das paredes ndo € alterada. Sendo assim, possivelmente as propriedades mecanicas
do arcabouco também ndo sdo afetadas. Esses pequenos poros nao apresentam
importéncia significativa no calculo final de porosidade média, j& que os arcabougos
tém grandes poros (>100 um), porém revelam grande importancia no aumento da
conectividade entre os poros. O aumento da area polimérica superficial pode ser
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relacionado ndo s6 aos novos poros formados, mas também a nova microrrugosidade,
formada como resultado da quebra das cadeias poliméricas durante a hidrélise
(MOLINA et al., 2012). A microrrugosidade da superficie apresenta influéncia direta no
aumento da adesdo e espraiamento celular, com efeito refletido na morfologia,
proliferacdo e diferenciacdo, quando considerados osteoblastos e células endoteliais
(KIM et al., 2012, MOLINA et al., 2011).

Tabela 5.1 - Caracteristicas estruturais dos arcaboucos de PHB, antes e depois da hidrélise,

medidas por UCT.

PHB pré-
Caracteristicas estruturais hidrolise PHBH
Porosidade média (%) (66 = 4.5)
Porosidade fechada (%) (0.017 £0.01)
Espessura de paredes poliméricas (um) (80 £ 10)
Intervalo de tamanho de poros predominante (um) 90-165 60-140
Conectividade entre os poros (mm) (322 £ 87) (627 £7)
Area superficial polimérica exposta (mm?) (2628 + 137) (2930 + 4)

Em estudo complementar realizado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Biopolimeros (TEIXEIRA, 2013), foram utilizados os mesmos protocolos de fabricacdo
e de modificacdo de arcabougos de PHB apresentados nesta tese e analisadas as cargas
de superficie, com base na concentracdo de grupamentos negativos presentes. Para tal, o
corante cristal violeta (de carga positiva) foi adsorvido as superficies dos arcaboucos e,
posteriormente, eluido com metanol. Apos eluicdo, as solucbes de corante foram lidas
em espectrofotdmetro, encontrando valor de absorbancia significativamente maior nos
arcabougos PHBgn, e as amostras que permaneceram coradas foram analisadas em
software de tratamento de imagem, encontrando quase o dobro de intensidade de
coloragéo nas superficies dos arcabougco PHBgn. A alta concentragdo de grupamentos
negativos nos arcaboucos PHBgy, quando comparada aos arcabougos PHBy, foi
atribuida a possivel exposicdo de aminodcidos de carga negativa que compdem as
cadeiras da FN.
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5.2. Linhagem endotelial - BCE-HT" - Andlise de proliferacdo e organizacgio

estrutural

Uma analise qualitativa da adesdo, distribuicdo e organizacdo celular nas
superficies dos arcaboucos, imobilizados ou ndo com fibronectina, foi realizada com
base em imagens de microscopia confocal, obtidas apds 1, 4 e 7 dias de cultivo (Figura
5.3). Nessas imagens as células aparecem coradas em verde, quando vivas, e em
vermelho, quando mortas.

Ambos os arcaboucos, PHBy e PHBgN, permitiram a adesdo e a colonizagéao
celular, apresentando, porém, diferentes taxas e tempos de proliferacdo (Figura 5.3).
Nos arcabougos PHBy, as células ndo apresentaram boa adesdo inicial, o que é possivel
ser comprovado pelo pequeno grupo de células aderidas apds um dia de cultura (Figura
5.3(a)). Devido a presenca de grupamento oxigenados gerados pela quebra das cadeias
poliméricas pds hidrolise, as células que conseguiram aderir as superficies mais externas
dos arcaboucos PHBy foram as que ficaram inicialmente presas na rede de poros,
ganhando tempo para iniciar os processos de adesdo e espraiamento, produzindo e
secretando proteinas de matriz extracelular e bioativando as superficies poliméricas (OH
e LEE, 2013, WOODARD et al., 2007).

Provavelmente, devido a essa producdo local de proteinas de matriz, ndo houve
estimulo para a migragdo celular, o que acabou promovendo o crescimento de grupos
celulares na forma de aglomerados (Figura 5.3(c)). Durante o processo de proliferacéo,
os aglomerados celulares podem ter entrado em contato por emissdo de filopddios,
passando a se concentrar em torno dos poros com crescimento direcionado para dentro
da rede (Figura 5.3(e)). O reconhecimento célula-célula por proteinas transmembrana
dispara cascata interna de reacdo, que estimula a proliferacdo e a estruturacdo tecidual
(ALBERTS et al., 2010). Contudo, ap0os 7 dias de cultura, as células endoteliais ndo
foram capazes de cobrir as superficie externas dos arcaboucos PHBy (Figura 5.3(e)).
Assim, é possivel apontar a microarquitetura dos arcaboucos (tamanho dos poros,
microrrugosidades e grupamentos quimicos) como satisfatéria para o crescimento de
células endoteliais, ainda que com taxa lenta de proliferacdo e espraiamento.

Nos arcaboucos PHBgy, 0s niveis de adesdo celular apresentaram-se muito mais

altos do que nos arcabouco PHBy, desde o primeiro dia de experimento (Figura 5.3(b)).
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Figura 5.3 - Imagens de microscopia confocal de arcaboucos PHBY (a, ¢, €) e PHBgy (b, d, f)

apos cultura de BCE-HT", por 1 (a, b), 4 (c, d) e 7 (e, f) dias, e marcacéo pelos corante Pl e

FDA. Todas as barras de escala medem 100 pum.
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A técnica empregada para a imobilizacdo prévia de FN foi capaz de promover o
reconhecimento celular as superficies poliméricas. BUSER et al. (2006) estudaram o
comportamento de células endoteliais microvasculares bovinas, imortalizadas com
telomerase humana (hTERT) (semelhantes & linhagem BCE-HT" utilizada nesta tese), e
afirmam que tal processo de imortalizacdo ndo afeta as caracteristicas celulares,
mantendo-se, praticamente, a mesma densidade de crescimento apresentada por células
endoteliais primérias e o controle de proliferacdo por inibigdo por contato. Outra
caracteristica observada nas células imortalizadas com hTERT é sua capacidade de
organizacdo em estruturas tubulares, mesmo na auséncia de fatores pré-angiogénicos
(BUSER et al., 2006). Nas Figuras 5.3(f), apds 7 dias de cultivo, é possivel observar o
crescimento da camada de células para dentro dos poros, em forma de estruturas
circulares sobrepostas, que lembram o inicio da estruturacdo de um capilar sanguineo.
Esse crescimento esta apresentado de forma mais detalhada na Figura 5.4.

Na Figura 5.4, se demonstra a evolugdo do eixo Z da Figura 5.3(f), com
profundidade de 155 um, partindo-se da area mais interna (Figura 5.13(a)) do arcabouco
PHBEn, até a mais externa (Figura 5.4(c)). Por essa sequéncia de imagens, é possivel
acompanhar a invasdo celular a rede de poros. Aparentemente as células estdo
organizado-se em camadas de formato circular, o que pode ser o indicio do inicio de
crescimento de estruturas tubulares. Nas trés imagens de profundidade apresentadas
(Figura 5.4 (a), (b) e (c)), as setas indicam uma linha bem definida de células, dispostas
em formato circular e rodeando um limen central.

Devido a boa conectividade de poros obtida apds a hidrélise (ver Tabela 5.1,
item 5.1), é possivel que, durante o processo de imobilizacdo de FN, as moléculas
proteicas tenham conseguido alcancar &reas mais internas da rede de poros, ligando-se
as superficies poliméricas desta regido. Tal presenca de FN dentro da rede de poros
pode ter estimulado a incursdo celular, acelerando o gradiente de migragdo. Esse
resultado coincide com o descrito por LIU et al. (2007), que mostram o estimulo a
migracdo exercido pela FN nas células endoteliais, e por BUSER et al. (2006), que
afirmam que células endoteliais imortalizadas por hTERT mantém a caracteristica de
invasdo. Na Figura 5.4(d) é apresentada a ampliagdo de uma zonas de interesse da
Figura 5.3(f), onde estdo destacadas (por setas) as estruturas de crescimento em formado

circular, formadas apos 7 dias de cultura.
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Figura 5.4 - Imagens de microscopia confocal de arcabougos PHBy, ap6s 7 dias de cultivo de

BCE-HT". Nas imagens (a), (b) e (c) esta apresentada a evolugdo do eixo Z, sequindo esta
ordem, da regido mais interna para a mais externa. Em (d) esta a magnificacdo de uma area de

interesse. Todas as barras de escala medem 100 pum.

Em algumas imagens, é possivel obervar a presenca de células mortas (marcadas
por emissdo de cor vermelha), fato que pode ser atribuido ao limite de difusdo de gases
e nutrientes. Essas células estdo presentes em regifes mais internas da rede de poros ou
em areas de alta densidade celular, sendo mais facilmente visualizaveis nas Figuras
5.3(d) e (f), devido a alta densidade celular, e nas Figuras 5.5(a) e (b).

A capacidade de invasdo celular a rede de poros dos arcaboucos de PHBy e
PHBEn, ap6s 7 dias de cultivo, foi avaliada por imagens de microscopia confocal das

suas secOes transversais (Figura 5.5). Dentro da rede de poros do arcabougco PHBy,
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poucas células vivas foram observadas, alcancando profundidade de até 200 um (Figura
5.5(a)). ZELTINGER et al. (2001) descrevem que, em arcaboucos poliméricos porosos
ndo bioativos, com tamanho médio de poros de 90 um, células endoteliais
microvasculares caninas foram capazes de crescer, formando fino revestimento celular
sobre as superficies poliméricas e migrando lentamente para dentro da rede de poros.
Para arcaboucos PHBgy a imagem da segéo transversal mostrou alta densidade
de células vivas, com migracdo para dentro da rede de poros a profundidade de até 400
um (Figura 5.5(b)). Por esses resultados, & possivel confirmar a influéncia da
imobilizacdo covalente de FN, ndo s6 para a adesdo celular inicial e para o processo
proliferativo, mas também para a migracdo de células endoteliais, permitindo a
colonizacdo das areas mais internas dos arcabougos, caracteristica de extrema

importancia nos processos de vascularizacao.

Figura 5.5 - Imagens de microscopia confocal da secdo transversal de arcaboucos PHBy (2) e

PHB:gy (b), apds 7 dias de cultivo de BCE-HT". As duas barras de escala possuem 100 pm.

5.3. Descrigao do biorreator

Testes preliminares mostraram que o biorreator LAB-DC3A, na primeira versdo
(Figura 5.6), ndo funcionava bem. Sendo assim, foram necessarias modificagdes no
sistema de fluxo e no modelo final da maquina (Figura 5.7), adaptando-o ao trabalho de
maneira asséptica e permitindo melhor desempenho do experimento. O modelo final,
com as modificagdes realizadas, detalhadas e discutidas, € apresentado no decorrer da

discussao.
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Figura 5.6 — Primeira versdo do biorreator LAB-DC3A. Em (a), o biorreator montado e
fechado, com o sistema de fluxo acoplado a bomba de vacuo (mais detalhes em (b)). E, em (c),

0 sistema de compressao.

Figura 5.7 — Versdo modificada do biorreator LAB-DC3A. Em (a), o sistema de fluxo acoplado
a bomba de vacuo. Em (b), o sistema de manutencdo de gas CO, durante a cultura dindmica. E,

em (c), 0 novo sistema de compressao.
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Figura 5.8 - Esquema do biorreator e seu sistema de alimentagdo antes (a) e apos (b)

modificagdes.

Para melhor compreensdo das muitas mudancas sofridas pelo biorreator e por
seu sistema de alimentagdo, apresentadas na sequéncia dessa discussdo, foi
esquematizado, na Figura 5.8, como era o sistema inicial (Figura 5.8(a)) e como este
sistema ficou, apds todas as modificacdes sofridas (Figura 5.8(b)). Na Figura 5.8(b)
estdo esquematizados todos os tubos que passaram a fazer parte do sistema, a saber:
tubos alimentadores, em azul; tubos coletores, em vermelho; tubo de eliminagdo, em
roxo e tubo de gases, em amarelo. O biorreator passou a contar também com valvulas
para abrir ou fechar a passagem de fluxo pelos tubos (em rosa) e garrafas de ajuste de
pressdo, tanque e coletora.

O sistema de tubos que supria o biorreator, apds modifica¢fes, passou a contar
com sistema de injecdo de liquido de forma estéril, manipulado dentro da camara de
fluxo (Figura 5.9(a)). Apds os processos de esterilizacdo e limpeza (descritos no item
4.5.2) e de inclusdo de meio de cultura, o dispositivo que liga os tubos alimentador e
coletor era aberto (Figura 5.9(c)) e tais tubos se tornavam continuos. Com tal
procedimento, eram retirados do sistema o inicio do tubo alimentador e o tubo de
eliminacédo (Figura 5.8(b) e Figura 5.9(a) e (b)).
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Figura 5.9 — Novo sistema de tubos. Em (a) esté o sistema de injecdo de liquido e, em (b), o de
eliminagdo. Em (c) esté o dispositivo que liga o tubo alimentador ao coletor e que acopla o
sistema de injecdo de liquido e de eliminacdo. Em (d) e (e), esta o sistema de imposicéo de

pressao positiva e negativa.

58



Tanto o tubo alimentador quanto o coletor passavam entdo pela bomba de vacuo.
O tubo alimentador sofria presséo positiva, levando o liquido para dentro do sistema de
compresséo, passando, previamente, pela garrafa de ajuste de presséo (Figura 5.9(d) e
(e)), inibindo o efeito pulsatil provocado pelo bomba de vacuo. No tubo coletor, a
pressdo era negativa, retirando-se o liquido de dentro do sistema de compressédo
(Figuras 5.9(d) e (e)). A imposicdo de vacuo nos dois sentidos do sistema de
compresséo se fez importante, uma vez que, por apresentar longo percurso de tubos e
uma grande variacdo de caminhos a serem percorridos pelo meio de cultura, algumas
bolhas de ar ainda permaneciam retidas dentro do biorreator LAB-DC3A. Caso essas
bolhas ndo sofressem saida forcada pelo sistema de pressdo positiva e negativa,
poderiam impedir a passagem de liquido por dentro do porta-amostras, provocando o
esvaziamento de alguns dos cinco segmentos ou ainda o extravasamento de liquido
pelos segmentos periféricos.

Ainda considerando a reformulacéo do sistema de tubos, foi inserido no sistema
0 tubo de gases (Figura 5.10). Esse tubo conectava a estufa (37°C e 5% CO,) a garrafa
tanque, por intermédio de bomba peristaltica. A garrafa tanque tinha, além de duas
aberturas para entrada e saida de liquidos, outras duas para o balango de gases. Nas
aberturas de saida para gases, apOs esterilizacdo, foram conectados dois filtros
descartéaveis para seringas (esquema da Figura 5.8(b)), que evitavam a contaminacdo do
interior da garrafa (ver item 4.5.2). Apds a conexdo dos filtros, as pequenas presilhas
plasticas foram abertas, permitindo, em uma das aberturas, a conexdo com o tubo de
gases e a entrada da atmosfera de 5% de CO,/ 95% O, para dentro da garrafa, enquanto,

na outra abertura, havia manutencdo do equilibrio gasoso com 0 meio externo.

Figura 5.10 - Sistema de troca de gases desenvolvido para o biorreator.
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No sistema de compressdo, foram realizadas as seguintes mudancas:

1. O primeiro conjunto de tubos do sistema de compresséo (Figura 5.11) foi
modificado, objetivando bloquear totalmente a passagem de fluxo pelos
compartimentos que ndo eram utilizados durante os experimentos. Para tanto, foram
adaptados novos tubos nas regies centrais dos ja existentes. Esses novos tubos, por
apresentarem paredes maledveis, permitiam sua compressdo por pequenas presilhas
plasticas. A referida compresséo era forte o suficiente para bloquear a passagem de
liquido sem romper as paredes do tubo.

A total troca dos tubos iniciais ndo foi possivel, uma vez que os adaptadores que
0S conectavam aos segmentos metalicos ndo aceitavam novos tubos de parede maleével
ou diametro diferente. O novo segmento de tubo maleavel era trocado ao final de cada
experimento, para garantir 0 maximo de assepsia, uma vez que ndo tinha paredes
antibacterianas.

2. O porta-amostras continha 5 compartimentos separados, um para cada
amostra, por onde passava o fluxo de meio de cultura (Figura 5.12). Para evitar
extravazamento de liquido por auséncia de um sistema de isolamento hidrico, a nova
configuracdo do porta-amostras contou com: uma placa de acrilico (no lugar da anterior
de vidro), duas placas metalicas extras (totalizando 4 placas) e uma camada extra de
borracha de silicone esterilizavel entre a placa de acrilico e a estrutura de metal.

A placa de acrilico foi capaz de suportar a compressao necessaria para 0
isolamento dos compartimentos sem sofrer danos, como rachaduras ou quebras. As duas
placas de metal antigas foram recobertas com fitas teflon para evitar sua oxidagdo. Essas
fitas de teflon eram trocadas ao final de cada experimento. Foram incluidas, ainda, mais
duas novas placas de aco inoxidavel. Esse total de 4 placas metélicas de compresséo

promoveu melhor estabilidade da placa de acrilico.

3. Mesmo com a imposicdo de pressdao negativa (Figura 5.9(d) e (e)), que
forcava a saida de meio de cultura de dentro do sistema de compressdo do biorreator,
ainda se fez necessario um sistema de isolamento no segundo médulo de tubos do
sistema de compressédo. Para tanto, foi adotada a mesma medida descrita para o primeiro
conjunto de tubos: tubos maleaveis foram acoplados a regido central dos tubos iniciais e
presilhas plasticas foram utilizadas no bloqueio da passagem de meio de cultura (Figura
5.13). Esses pedacos de tubos maleaveis também eram trocados ao final de cada

experimento.
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Figura 5.11 — Primeiro conjunto de tubos do sistema de compressdo modificado.

Figura 5.13 - Segundo conjunto de tubos do sistema de compressdo modificado.
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5.4. Linhagem osteoblastica - MG 63

Arcaboucos cultivados com a linhagem celular MG 63 foram analisados quanto
a adesdo, a proliferacdo, a migracdo e a morfologia celular, antes e depois dos
experimentos dinamicos de aplicacdo de tensdes, tracando um comparativo com
arcaboucos mantidos em culturas estaticas. As analises foram realizadas com base em
imagens de microscopia confocal, microscopia eletronica de varredura (MEV) e cortes

histoldgicos longitudinais.

5.4.1. Analise de proliferacdo e organizacao estrutural citoesquelética (Microscopia
confocal)

A andlise inicial das culturas estaticas, realizada por 4 e 19 h, permitiu avaliar
ndo sé o efeito da técnica de imobilizacdo da FN para a cultura de osteoblastos, como
também as futuras modificagdes promovidas, na cultura celular, pela imposi¢do de
tensoes.

Na Figura 5.14, estdo expostas as micrografias confocais dos arcabougos PHB
e PHBgy realizadas apds experimentos estaticos de 4 h. Apds as 4 h iniciais (tempo
comum padronizado para 0s experimentos estatico e dinamicos), foi possivel observar
células aderidas nos dois arcaboucgos. Porém, nos arcabougos PHBy, a quantidade de
células foi consideravelmente menor do que nos arcaboucos PHBgy. O nivel de
espraiamento celular também variou, estando as células do arcabougo PHBgy mais
espraiadas e com conexdes células-célula e célula-substrato (adesdo focal) mais
estabelecidas (Figura 5.14 (b) e (d)), demonstrando a importancia da presenca de FN
nos arcaboucos.

A boa densidade celular e o estagio de inicio de espraiamento encontrados nos
arcaboucos sem recobrimento proteico (Figura 5.14(a) e (c)) podem ser atribuidos a
microestrutura do arcabouco que apresenta: diferentes tamanhos de poros, boa
interconexao entre tais poros, microrrugosidade e polaridade de superficie (KIM et al.,
2012, MASAELI et al., 2012, MOLINA et al., 2011, OH e LEE, 2013). WOODRAD et
al. (2007) mostraram que células Osseas aderem, preferencialmente, na regido mais
interna dos macroporos dos arcaboucos, ao redor dos microporos (poros < 20 um), onde
ha maior area de adesdo, maior microrrugosidade e maior solubilidade i6nica (mais

"canais" de conexdo que trocam e armazenam sinais quimicos secretados pelas células).
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Figura 5.14 - Imagens de microscopia confocal de arcabougos PHBy, (a, c) e PHBgy (b, d) apds

4 h de adesdo estatica, de células MG 63, em proje¢éo 2D (a, b) e, a mesma imagem, em Vviséo

3D (c, d). O citoesqueleto de actina esta corado em verde e os ndcleos celulares, em azul.

O osso é um tecido sensivel a carregamentos mecanicos e responde a estes
carregamentos produzindo sinais quimicos (mecanotransducdo). Tais sinais atuam
diretamente na taxa de remodelacdo déssea, controlando osteoblastos e osteoclastos e,
por vezes, podem promover aumento da massa éssea final (SCHWARTZ et al., 2007).
Os experimentos de aplicacdo de tensGes sdo avaliados, de forma qualitativa e
comparativa, entre si mesmos e entre experimentos estaticos que seguem em paralelo.

A partir da analise do experimento estatico apds 19 h (Figura 5.15(a) e (b)) tem-
se que, nos arcaboucos PHBy (Figura 5.15(a)), além de haver menor quantidade de
células, quando comparado aos arcabougos PHBgy na mesma condicdo de cultivo

(Figura 5.15(b)), h& maior irregularidade na disposicdo dos pontos de adesdo, com
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acumulos de actina em regibes aleatdrias do citoesqueleto celular (indicados por setas
Figura 5.15(a)). Essa aleatoriedade € caracteristica de adesdo celular sobre superficies
ndo-bioativas porém biocompativeis. Nessas superficies, as células aderem em &reas
estruturalmente favoraveis (ex: area de borda de poroso ou de alta microrrugosidade) e
iniciam o processo de producdo e secrecdo da sua propria matriz extracelular,
otimizando o reconhecimento a superficie e a colonizando.

Ainda no arcabou¢o PHBy ap6s 19 h de cultura estética, é possivel observar o
movimento migratorio celular, por emissdo de lamelipddios (indicados por setas
vermelhas na Figura 5.15(b)) e de alguns filopodios (indicados por setas amarelas na
Figura 5.15(b)) pelo citoplasma celular. O mecanismo de movimentagdo celular sobre
um substrato sélido envolve: impulsdo de estruturas ricas em actina para fora da face
anterior da célula, ligacdo destas estruturas com o substrato através das integrinas e
tracdo da parte traseira da célula (ALBERTS et al., 2010). Tais estruturas impulsionadas
sdo denominadas lamelipddios e caracterizadas pela desordem local dos feixes de
actina. No processo de tracdo, podem ser formados filopddios, que sdo estruturas
caracterizadas pelo alinhamento paralelo das fibras de actina, originando finos feixes de
alta tensdo de interacdo célula-substrato (ALBERTS et al., 2010). Filopddios também
podem ser formados para impulsionar o citoplasma a migracdo, quando sobre
superficies com alto reconhecimento celular. A migracéo celular € um processo normal
e de grande importancia para a estruturacdo tecidual. De outra parte, nos arcaboucos
PHBy, possivelmente devido a auséncia de substrato bioativo e a necessidade das
células de sintetizar as suas proprias proteinas de matriz, reestruturando quimicamente
as superficies para a colonizacdo/migracdo, ha efeito migratorio em direcoes aleatorias,

dificultando a organizacéo tecidual (Figura 5.15(c)).
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Figura 5.15 - Imagens em projecéo 2D de microscopia confocal de arcaboucos PHBy (a, ¢) e

PHB:gy (b, d), em diferentes ampliacdes, apds 19 h de cultura estatica de MG 63. O

citoesqueleto de actina esta corado em verde e os nlcleos celulares, em azul.

No arcabouco PHBgn, por haver recobrimento proteico prévio, as células
apresentaram melhor organizacdo do citoesqueleto de actina, com alinhamento interno
de fibras contrateis (indicado por setas vermelhas na Figura 5.15(d)), o que lhes confere,
individualmente (ja que cada celula segue propria direcdo de alinhamento), melhor
estabilidade de ligagdo a superficie polimérica e maior rigidez (GANDINIER et al.,
2009). A melhor organizacdo citoplasmatica e a bioativacdo do substrato proporciona a

essas células maior emissdo de filopodios, aumentando os pontos de adesdo focal e
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permitindo conexdo mais estavel entre células mais distantes (indicada por circulos
amarelos na Figura 5.15(d)). O indice de espraiamento dos osteoblastos tem efeito
direto na capacidade de reconhecimento e resposta a sinais quimicos, como fatores de
crescimento e prostaglandinas (também conhecidas como "hormonios locais™)
(SCHWARTZ et al., 2007). Por outro lado, a orientacdo das fibras do citoesqueleto,
promove maior resisténcia quando sob aplicacdo de cargas mecéanicas (MATSUGAKI et
al., 2013).

A passagem de fluxo de baixa tensdo promoveu cisalhamento (< 1 dyn/cm?) nas
paredes dos arcaboucos, exercendo efeito direto sobre as células em cultura (Figura
5.16(a) e (b)). Analisando as Figuras 5.16(a) e (c), que apresentam arcabouco PHBy,
apo6s 15 h de imposicdo de fluxo continuo, observa-se que o espraiamento celular
retrocedeu, levando as células a uma morfologia arredondada. Por essas imagens, €é
possivel observar ndo s a compactacdo do nucleo, como também a diminuicdo na
quantidade inicial de células utilizadas no experimento, o0 que pode ser demonstrado
pela comparagdo com o arcabouco inicial, ap6s 4 h de cultura esttica. Considerando a
diminuicdo expressiva da area de adesdo celular a superficie polimérica, provocada pela
retracdo do citoesqueleto e, ainda, que esta superficie ndo apresenta pontos fortes de
ancoramento celular (ndo é bioativa), é possivel considerar que a passagem continua de
fluxo de perfusdo, nas condi¢gdes impostas, promoveu morte e/ou lixiviacdo de parte das
células presentes (Figura 5.17(a) e (c)). Resultado parecido foi obtido por SCHWARTZ
et al. (2007), pela aplicacdo de fluxo continuo unidirecional com tensdo abaixo de 1
dyn/cm? em superficies rugosas de titanio, em que encontraram reduc&o no ndmero de
células MG 63, nas primeiras 6 a 12 h, e reestabelecimento da densidade celular inicial,
apos 24 h.

As imagens do arcabouco PHBgy, ap0s 15 h exposto a fluxo de baixa tenséo,
estdo apresentadas nas Figuras 5.16(b) e (d). Observam-se celulas morfologicamente
menores (quando comparadas aos experimentos estaticos de 19 h), porém néo
arredondadas, como visto nos arcabougos PHBy expostos a mesma condicdo de cultivo
(Figura 5.16(c)). Tal distincdo na resposta celular apos cisalhamento pode estar
relacionada ao maior indice de espraiamento ou & presenca de conexdes célula-célula e
celulas-substrato ja estabelecidas no inicio do experimento (Figura 5.14(b)). BJERRE et
al. (2008) afirmam que as primeiras interacdes celulares serdo determinantes para

processos posteriores de proliferacdo e diferenciagdo. J& MATSUGAKI et al. (2013)
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relacionam essas mesmas interacbes a orientacdo intracelular das fibras de actina e

geragdo de maior resisténcia mecénica a imposicao de cargas

Figura 5.16 - Imagens em plano 2D de microscopia confocal de arcabougos PHBy (a, c) e

PHB:gy (b, d), em diferentes ampliacdes de cultura de MG 63, apds 15 h F/C,. O citoesqueleto

de actina esta corado em verde e os nucleos celulares, em azul.

A quantidade de células presentes no arcabouco PHBgy ap0s a imposicdo de
fluxo ndo parece ter variado muito, quando comparada a quantidade celular inicialmente
utilizada apds 4 h de cultura estatica (Figura 5.17(b) e (d)). A bioativacao por FN parece
ter atenuado o efeito de diminuicdo inicial da densidade celular, por consequéncia de
imposicdo de fluxo constante, conforme foi demonstrado por SCHWARTZ et al. (2007)

e visto, nesta pesquisa, a partir dos arcaboucos PHBy (Figura 5.16(c)). KIM et al.

67



(2011) relacionam a bioativacdo, que otimiza a adesdo de células osteoblasticas em
ambientes tridimensionais, com o aumento na resposta celular de ades&o, na expresséo
de marcadores de diferenciacdo e na regeneracdo tecidual em até 8 dias. Todavia, 0
porqué da diminuicdo da densidade celular final apds imposicdo de cisalhamento
unidirecional, quando comparado a densidade celular inicial (cultura estatica por 4 h),

ndo pode ser claramente explicado.

=
100 pm
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Figura 5.17 - Imagens em projecéo 2D de microscopia confocal, mostrando os nlcleos
celulares de células MG 63, em arcabougos PHB, (a, ¢) e PHBgy (b, d), ap6s 4 h de cultura
estéticas (a, b) e 15 h F/Cy (c, d).

Apesar de ndo promover a proliferacdo celular nas culturas tridimensionais de

curto prazo, a tensdo cisalhante unidirecional parece ter atuado no direcionamento da
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migracao e no inicio do processo de orientacdo das fibras de actina do citoesqueleto
celular para dentro da rede de poros (sentido de passagem do fluxo).

A Figura 5.18 apresenta alguns angulos de rotagcdo dos blocos tridimensionais
das culturas de MG 63 apds cisalhamento unidirecional por 15 h (apresentados, em
projecdo 2D, nas Figuras 5.16(c) e (d)), com setas amarelas indicando o sentido
preferencial de migracéo ou de orientacdo do citoesqueleto celular.

A célula indicada na Figura 5.18(a), adsorvida em regido de fronteira de poro,
aparece com o citoplasma bem compactado e com densa emisséo de filopodios curtos
para frente (direcdo de passagem de fluxo) e longos para tras. Esse padrdo de emissao
de filopodio foi descrito por RAJARAMAN et al. (1974) como o segundo estagio de
adesdo celular. Considerando-se que células osteobléstica apresentam boa interagdo com
superficies rugosas e regides de borda (MASAELI et al., 2012, MOLINA et al., 2011,
WOORDRAD et al., 2007), essa grande emissao de filopddios pode ser interpretada
como positiva, do ponto de vista da microestrutura do material, que, mesmo sem
recobrimento proteico prévio, foi capaz de estimular, em algumas regides de sua
superficie, a estruturacdo desses fortes pontos de adesdo. De todo modo, ndo é possivel
afirmar se a referida célula estd em processo migratério (considerando-se a variagdo de
comprimento dos filopddios) ou em processo de resisténcia a dessorcao.

Rotacdes ao redor do eixo y da Figura 5.18(a) geram as Figuras 5.18(c) e (e).
Nessas estdo indicadas (por setas amarelas) células que também ndo deixam claro se
estdo em processo de dessorcdo ou de migracdo, com emissao de estruturas semelhantes
a lamelipddios e aparente orientacdo na direcdo de passagem de fluxo.

Na rotacdo apresentada nas Figuras 5.18(b), (d) e (f), é possivel observar células
que foram cultivas em arcabougos PHBgy. A tensdo cisalhante unidirecional imposta
sobre tais células promoveu o redirecionamento das fibras de actina do citoplasma
celular no sentido de passagem do fluxo (Figura 5.16(d)). A reorganizacéo das fibras do
citoplasma celular promoveu a retracdo no estiramento celular inicial, o que provocou
leve diminuicdo do tamanho da células aderidas, mantendo-se, porém, o formato

poligonal (como observado no experimento estatico de 19 h (Figura 5.15(d)).
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Figura 5.18 - Imagens 3D de microscopia confocal de arcabougos PHBy (a, ¢, d) e PHBgy (b, d,

3), com cultura de MG 63, ap6s 15 h F/C,. O citoesqueleto de actina esta corado em verde e 0s
nucleos celulares, em azul. As setas amarelas indicam a direcdo de migracao da célula ao seu

lado.

Nas imagens sequenciais refrentes a cultura em arcabouco PHBgy, estdo

apresentadas células que aderiram dentro de cavidade de poro que apresenta, pelo
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menos, dois pontos de interconexdo com outros poros. Essas interconexdes estdo
indicadas pelos ndmeros 1 e 2 no angulo de rotacdo visto na Figura 5.18(d).
Conhecendo tais pontos, é possivel acompanhar, nas Figuras 5.18(d) e (e), o
direcionamento das fibras de actina para seu interior. Esse resultado estd de acordo com
0 descrito no trabalho de THOMPSON et al. (2012), que defende que a imposicdo de
cisalhamento por fluxo de perfusdo estimula a polimerizagdo de fibras contrateis de
actina, alinhadas em sua diregéo de passagem.

THOMPSON et al. (2012) afirmam que, para resistir a tensfes, as células
necessitam de bom nivel de contato com o substrato e entre si. Conhecendo esse
pressuposto e o associando aos resultados obtidos nesta pesquisa ap06s cultura dinamica
de cisalhamento unidirecional, pode-se considerar que, para imposicdo se fluxo de
perfusdo em cultura sobre arcabouco néo-bioativado, o tempo inicial de adesdo estatica
deve ser aumentando. Assim, as células ganhariam mais tempo para secretar proteinas
de matriz e estabelecer fortes pontos de ades&o, aumentando sua capacidade de resposta.

A imposicdo de tensdo de compressdo foi realizada pela movimentagédo
controlada, e pré-estabelecida, do bragco mecénico do sistema de compressdo do
biorreator (indicado pela seta amarela na Figura 5.19(a)). Hastes de metal com
extremidades irregulares (destacadas pelo circulo amarelo na Figura 5.19(b) e fixadas
no referido bragco mecénico) promoviam a compressdao pelo fundo dos arcabougos
(direcdo contraria a passagem do fluxo) (Esquema da Figura 4.4). No outro lado, dentro
do porta-amostras, havia mais hastes de metal (fixas), também com extremidades
irregulares, comprimindo o topo do arcabouco. Como consequéncia, ao final do
experimento, os arcaboucos de PHB apresentaram pequenas deformacdes plasticas nas

superficies externas, como esquematizado na Figura 5.19(c).
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Compressao

Figura 5.19 - Fotografia das extremidades onduladas das hastes metalicas que promoviam
compressdo sobre os arcaboucos de PHB (b) e representagdo do arcabougo de PHB apds

compressao intermitente (c).

As irregularidades das hastes de metal foram importantes para promover nao so
a maior estabilidade das amostras durante o ensaio dindmico, evitando-se a friccdo haste
- amostra, como também para gerar pequenos vincos entre a haste e a superficie do
arcabouco, que permitiram acesso do meio de cultura para aporte de nutrientes as
celulas locais.

A imposi¢do de compressdo intermitente, com tensdo associada a deformacgéo de
2,5% da altura do arcabougo, aplicada junto ao fluxo de perfuséo, promoveu respostas
celulares bem diferentes quando os dois arcaboucos (PHBy e PHBgy) sdo comparados,
tanto entre si, quanto com os demais experimentos.

Na Figura 5.20, estdo mostradas as projecdes bidimensionais das microscopias
confocais realizadas apds ensaio de compresséo. De inicio, observa-se densidade celular
elevada nos arcaboucos PHBgy, com células bastante conectadas entre si e alta
concentracdo ao redor das fronteiras dos poros (Figura 5.20(b) e (d)). Ja nos arcabougos
PHBu, também houve aumento na densidade celular ap6s compressdo intermitente,
porém o efeito migratério, com preferéncia para areas de bordas de poros, ndo foi tdo
evidente (Figura 5.20(a)).
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Figura 5.20 - Imagens em projecéo 2D de microscopia confocal de arcaboucos PHBy (a, ) e

PHB:gy (b, d), em diferentes ampliagcdes de cultura de MG 63, apds 15 h F/C, . O citoesqueleto

de actina esta corado em verde e os nucleos celulares, em azul.

SITTICHOCKECHAIWUT et al. (2009) estudaram a colonizacéo de células de
linhagem osteoblastica em arcaboucos de poliuretano, com compressao intermitente
direta, por 2 h diarias (1 Hz, 5% de deformacgéo), aplicadas nos dias 5, 10 e 20 da
cultura. Os autores acompanharam 0 processo de migracdo celular para as regides de
bordas de poros, iniciado no 1° dia de carregamento e desenvolvido em outros 5 para
formar aglomerados ao redor dos poros.

Na pesquisa desta tese, quando analisados arcaboucos sem recobrimento

proteico (PHBy), os efeito migratério também ndo foi observado logo apds o tempo
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experimental. Porém, nos arcabouco bioativados por FN, o processo de migracao celular
e de aglomeracdo nas regides de borda de poros apareceu como efeito direto da
aplicacdo de compressao intermitente, sendo visto logo ap6s o carregamento de 15 h.
Assim, pode-se supor gque o grau de reconhecimento entre as células e a superficie de
adesdo influenciou diretamente na resposta migratoria ao carregamento.

Alguns estudos de cultivo celular em ambiente dindmico atribuem & proteina
transmembrana integrina o papel de agente de transducéo de sinais mecanicos em sinais
bioquimicos, por intermediar diretamente a ligacdo entre proteinas adesivas da matriz
extracelular e proteinas do citoesqueleto celular (PEAKE et al., 2000, THOMPSON et
al., 2012). Estudos com grupos variados de celulas (ex: células endoteliais, fibroblastos,
condrdcitos e células désseas) que impuseram carga mecanica diretamente sobre as
proteinas integrinas (ou sobre suas subunidades) obtiveram resultados morfoldgicos e
bioquimicos relevantes, tais como:

e Aumento de tensdo no citoesqueleto celular - O aumento na concentracdo de
proteinas transmembrana nos pontos de adesdo focal estimula a polimerizacdo de actina
(PEAKE et al., 2000, THOMPSON et al., 2012).

e Aumento na concentracio de fons Ca* livres no citoplasma celular - Esses
fons atuam no estimulo & liberagdo de ATP (GANDINIER et al. (2009)) e na
superexpressdo do genes de proliferacdo e diferenciacdo celular (PEAKE et al., 2000,
RUMNEY et al., 2012).

e Estimulacdo de proteinas cinases ativadas por mitdgeno - Tais proteinas
transmitem sinais extracelulares ao nicleo, para a transcricdo de genes especificos,
regulando a proliferacdo e diferenciacdo celular (ALBERTS et al., 2010).

e Inducdo de fosforilagdo de proteinas tirosina-cinase - Grupo de proteinas que
agem em cascata de reagdo, promovendo a regeneracdo de filamentos de actina
(ALBERTS et al., 2010).

Diferentes pesquisas ja descreveram algumas repostas de natureza fisica e
bioquimica relacionadas a compressdo intermitente, quando imposta a arcaboucos
porosos cultivados com células dsseas, e ao fluxo oscilatério gerado durante o
carregamento mecanico, tal como: transporte de massa efetivo ao longo da estrutura do
arcabouco (CHUNQIU et al., 2007), aumento da expressdo de genes relacionados a
proliferacdo celular (CHUNQIU et al., 2007, KLEIN-NUELND et al., 1986, RUMNEY
et al., 2012), aumento da expressdo de genes relacionados a producédo e a deposicao de
matriz extracelular (SITTICHOCKECHAIWUT et al.,, 2009; Tanaka et al., 2005),
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aceleracio no  processo de  mineralizacdo de  matriz  extracelular
(SITTICHOCKECHAIWUT et al., 2009), maior liberacdo de ATP (RUMNEY et al.,
2012) e elevacdo na atividade da fosfatase alcalina e de outros marcadores tipicos de
diferenciacéo de celulas osteoblasticas (ex: osteopontina, osteocalcina e colageno tipo I)
(KLEIN-NUELND et al., 1986, SITTICHOCKECHAIWUT et al., 2009).

O efeito proliferativo, que aparece como consequéncia do ensaio de compressao
intermitente, nos arcabougos PHBy e PHBgy, pode ser visto na Figura 5.21. Na Figura
5.21(a) e (b) estdo corados, em azul, os nucleos celulares apds cultura estatica por 19 h,
enquanto, na Figura 5.21(c) e (d), estdo corados os nucleos ap6s ensaio dinamico
compressivo.

TANAKA et al. (2005) aplicaram compressdo intermitente em arcabouco de
colageno-hidroxiapatita (com volume total = 640 mm®), imerso em meio de cultura,
promovendo tensdo de cisalhamento, de natureza oscilatéria, de 3 dyn/cm? (valor
estimado) e elevando os niveis de producdo, sintese e mineralizacdo de matriz
extracelular. Os autores mostraram a diminuig¢éo do cisalhamento provocado pelo fluxo
em 1,8 vezes quando um arcabouco puro de colageno apresentava tamanho de poros
igual a 22 + 7 um, e em 8 vezes, quando um arcabouco puro de colageno apresentava
tamanho de poros igual a 89 + 28 um. A pesquisa mediu, ainda, aceleracdo de até 5
vezes da velocidade do fluxo nas bordas do arcabouco. Considerando-se que 0s
arcaboucos de PHB utilizados na pesquisa desta tese apresentam volume 10 vezes
menor e que a compressdo intermitente foi aplicada juntamente a um fluxo de perfusao
(com cisalhamento estimado em 1 dyn/cm?), pode-se supor que a tensdo de
cisalhamento final encontrou-se dentro do intervalo de tensdes cisalhantes atribuido ao
tecido 6sseo in vivo (1 - 10 dyn/cm? (WEINBAUM et al., 1994)).
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Figura 5.21 - Imagens em projec¢do 2D de microscopia confocal, mostrando os nucleos
celulares de células MG 63, em arcabougos PHBy (a, c) e PHBgy (b, d), ap6s 19 h de cultura
estatica (a, b) e 15 h F/C,5(c, d).

O efeito proliferativo, observado nos arcabougos de PHBy, apenas nos
experimentos de compressdo intermitente pode ser explicado, com base na literatura,
pelo efeito da tensdo cisalhante de natureza oscilatoria que estimula a producéo e sintese
de componentes de matriz extracelular (TANAKA et al., 2005). Esse estimulo,
provavelmente, acelerou a estruturacdo de revestimento bioativo, elevando o nivel de
reconhecimento celular e aumentando os pontos de interagéo integrina-arcabouco. Esse
maior reconhecimento célula-substrato refletiria um maior volume de informacdes que

chegam ao citoplasma celular na forma de sinais bioquimicos (transduzidos pela

76



integrina), acelerando respostas metabdlicas (RUMNEY et al., 2012). Na pesquisa de
SITTICHOCKECHAIWUT et al. (2009), foi demostrado que, mesmo com baixa
interacdo celular a superficie de arcabouco de poliuretano ndo-bioativado, células de
linhagem osteoblastica foram capazes de sintetizar a prépria matriz extracelular e
acelerar sua producao quando sob carregamento mecanico.

Assim, para o arcabouco PHBy, 0 efeito da propagacdo da deformacdo imposta e
da promocdo de fluxo oscilatorio pode ter gerado o ciclo de "sintese de proteinas de
matriz / maior reconhecimento célula-superficie / aceleracdo de metabolismo celular /
producdo de proteinas de matriz", que explicaria 0 aumento da densidade celular final
observado apds o experimento F/C;s.

Nos arcaboucos PHBgy, por haver maior densidade de pontos de interacdo
célula-superficie no inicio do carregamento mecanico (Figura 5.14(b)), os efeitos da
deformacdo estrutural da matriz polimérica foram sentidos em maior escala pelas
celulas.

A imagem da Figura 5.21(d) apresenta maior densidade celular, quando
comparada as demais imagens mostradas na mesma Figura, e formacdo de aglomerados
celulares ao redor das areas de borda de poro. Nessa imagem também € possivel
visualizar o alongamento dos nucleos celulares, indicando alteracdo na morfologia
celular final (tal efeito de alongamento, em menor intensidade, também pode ser
visualizado nas células de borda de poros, cultivadas sobre o arcabouco PHBy (Figura
5.21(c)).

GANDINIER et al. (2009) apontaram, como resposta a compressao intermitente
de cultura de células de linhagem osteobléstica, a elevacdo de inos Ca** no citoplasma
celular. Esses ions em excesso levariam, por uma série de reagdes citoplasmaticas, a
polimerizagéo de fibras de actina no citoesqueleto. Outras pesquisas (GANDINIER et
al. 2009; PEAKE et al., 2000, RUMNEY et al., 2012) também apontaram aumento na
concentracdo de fons Ca?* livres no citoplasma celular, com superexpressdo de genes
atuantes na regulagdo da proliferacdo e da diferenciagéo celular (ANGEL e KARIN,
1990). No experimento de imposi¢do de compressdo intermitente (5% de deformacao e
1 Hz) de SITTICHOCKECHAIWUT et al. (2009), foi mostrado que, apds 2 h de
carregamento e 10 h em cultura estatica, células de linhagem osteoblastica aumentaram
muito a expressdo de osteopontina, osteocalcina e colageno tipo | (todos marcadores

tipicos de diferenciacdo celular).
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A tensdo de cisalhamento imposta a culturas in vitro de osteoblastos, que
promove a deformagdo das membranas celulares (com ativagdo de canais 10nicos
(DUNCAN e TURNER, 1995)), é considerada como primeiro estimulo fisico sentido
pelas células dsseas, no sentido de adaptacdo (GANDINIER et al., 2009).
JAGODZINSKI et al. (2008) afirmaram que a tensao cisalhante atua nos processos de
proliferacdo celular, enquanto a tensdo de deformacdo atua nos processo de
diferenciagéo.

Na pesquisa realizada nesta tese, as células osteoblasticas, cultivadas em
diferentes superficies de arcabougos porosos de PHB, apresentaram respostas bastante
diferentes quanto a morfologia ap6s compressdo intermitente. Nos arcabougos PHBy,
apesar do aumento na densidade celular (Figura 5.20(a)) e da leve alteracdo na
morfologia do nucleo que pode ser visto de algumas células (Figura 5.21(c)), outras
ainda apresentaram alta desordem das fibras de actina do citoesqueleto e morfologia ndo
espraiada, indicando taxa de adesdo lenta (Figura 5.20(c)). Tal efeito heterogéneo esta
relacionado ao fato de as superficies poliméricas desse arcabouco ndo apresentarem
recobrimento bioativo, o que leva a distribuicdo celular aleatéria, com variacOes
estruturais e diferentes graus de interacdo & superficie. Areas de maior concentracéo de
bordas de poros ou de maior rugosidade apresentam mais pontos fisicos de interacdo
celular, resultando em células mais estiradas e com organelas organizadas de acordo
com a direcdo de espraiamento celular. Por ser um evento condicionado a regides
especificas da superficie polimérica, ndo pode ser notado em todas as células aderidas,
como ilustrado nas Figura 5.20(a) e 5.21(c).

Deve-se considerar ainda que a compressao intermitente e o fluxo cisalhante néo
exercem a mesma tensdo mecénica em toda a estrutura do arcabouco. A presenca de
poros de variados tamanhos e com distribuigdo aleatéria (condi¢do similar a encontrada
no 0sso trabecular) provoca diferentes niveis de resisténcia a passagem de fluxo
(cisalhamento) e a propagacdo da tensdo de deformacédo. A tensdo de cisalhamento é
aumentada com a diminuicdo do tamanho dos poros (TANAKA et al., 2005), enquanto
a intensidade de propagacgdo da deformacdo esta relacionada as propriedades mecanicas
do material, o qual deve permitir sua deformacao estrutural em niveis suficientes para
ativar a resposta celular (Figura 2.5) (ETHIER e SIMMONS, 2013) e para gerar fluxo
oscilatdrio interno (Figura 2.6) (CHUNQIU et al., 2006, DUNCAN e TURNER, 1995).

Nos arcaboucos PHBgy, a intensificagdo do efeito de migragdo celular para a
regido de borda de poros permitiu o revestimento das cavidades internas destes poros,
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com elevado contato célula-célula pelos pontos de interconexdo (Figura 5.20(d)). Na
Figura 5.22, estdo apresentadas rotagdes tridimensionais do arcabouco apos ensaio de
compressdo intermitente (referente a Figura 5.20(d)).

Figura 5.22 - Imagens 3D de microscopia confocal de arcabougos PHBgy, com cultura de MG

63, apds 15 h F/C, 5. O citoesqueleto de actina esta corado em verde e 0s nlcleos celulares, em

azul. As setas amarelas indicam pontos de interconex&o de poros.

Pelas imagens em rotacdo apresentadas na Figura 5.22, é possivel observar o
alongamento celular que segue a morfologia dos poros, recobrindo concavidades e

promovendo grande rede de conexdes com as células vizinhas. Também & possivel
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perceber o direcionamento do alongamento celular, preferencialmente em sentido
perpendicular ao de aplicacéo de tensdo de deformacdo. Ou seja, 0 alongamento celular
segue o sentido de expansdo (efeito secundario resultante da deformagdo por
compressdo - Figura 2.5).

Ainda sobre a cultura nos arcaboucos PHBgy, a alteragdo da morfologia celular
de poligonal para alongada, com aumento da area de interacdo da integrina com a
superficie do arcabouco, e a intensificacdo dos contatos intercelulares (Figura 5.20(d))
sdo efeitos relacionados ao processo de diferenciacdo celular. No trabalho de PEAK et
al. (2000), o efeito da compressdo na modulacdo da adesdo mediada por integrinas
também mostrou ter acdo direta no processo de diferenciacdo de células osteoblasticas,
que foi representado pela diminuicdo ou inibicdo da sintese de DNA e alteracdo do
potencial de membrana.

A polimerizacdo e a orientacdo das fibras de actina no citoesqueleto de células
submetidas a compressdo foi associado pela literatura tanto aos estimulos transduzidos
pela integrina aderida ao substrato (INGBER e FOLKMAN, 1989) como a sinalizagdo
oriunda de adesfes intercelulares (THOMPSON et al., 2012). GANDINIER et al.
(2009) afirmaram que a polimerizacdo e a organizacao das fibras de actina estimuladas
por deformacdo intermitente podem resultar na elevacdo de 4 a 6 vezes do indice de
rigidez do citoesqueleto de osteoblastos cultivados em monocamadas. Ainda segundo a
literatura, a rigidez celular e a alta densidade de fibras de actina orientadas
paralelamente conduzem a reorientacdo e a organizacdo consistente de organelas
citoplasmaticas (INGBER e FOLKMAN, 1989).

A transducdo realizada pelas integrinas, quando sob carregamento mecénico, e a
sinalizacdo pelas adesfes intercelulares podem estar relacionadas as alteracdes
morfol6égicas mostradas nas Figura 5.20(d) ou 5.21(d), em que os ndcleos celulares
estdo estendidos, seguindo sentido de alongamento celular.

Em areas de menor densidade celular, nas superficies do arcabougo PHBgy,
muitas células ainda apresentavam morfologia poligonal (caracteristica de células da
linhagem osteoblastica MG 63 ndo diferenciada), parecendo estar no meio de processo
de alinhamento de citoesqueleto ou em fase migratdria. Na Figura 5.23, esta apresentada
uma dessas areas de menor densidade celular, em que aparecem diferentes estagios de

resposta celular sobre um mesmo arcabouco PHBgy, apos experimento F/C; s.
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A Figura 5.23(a) ilustra a projecdo 2D, com setas indicando as diferentes
orientacbes de alinhamento do citoesqueleto de celulas, ou grupo de células,
identificadas por nimeros.

Nas Figuras 5.23(a) e (b), a célula de nimero 3 aparece com citoesqueleto
formado por alta densidade de fibras contrateis de actina, dispostas paralelamente umas
as outras. Por se apresentar em estégio inicial de formacdo de conexdes célula-célula, o
direcionamento do citoesqueleto ainda ndo segue o padrdo das células vizinhas. Pelo
fato de a alta polimerizacdo de actina enrijecer as células, provavelmente estas ndo se
encontram mais em processo migratorio. Ja no grupo de células identificado pelo
namero 4, existe direcionamento do citoesqueleto, de forma perpendicular ao sentido de
aplicacdo de forcas, revestindo uma concavidade de poros (também visivel na Figura
5.23(d)).

Na Figura 5.23(c), as células identificas pelos nUmero 1 apresentam morfologia
arredondada, diferentemente do padrdo espraiado encontrado ao final do experimento.
De outro modo, as células de nimero 2 aparecem estiradas, com orientacdo para dentro
da conexdo de poro, que passa por baixo da regido onde esta estruturado o grupo de
namero 4. Por haver baixa densidade celular nesta regido (grupo celular nimero 2), a
orientagdo do citoesqueleto segue o sentido de aplicacdo de tensdo de compressdo para
dentro do poro, similar ao processo migratério de colonizacao.

O angulo de rotacdo que mostra o fundo da imagem tridimensional ¢é
apresentado na Figura 5.23(d), em que estdo destacados os grupos de alta densidade
celular, respectivamente 4 e 5. Nesses grupos a morfologia celular final segue a
morfologia da concavidade dos poros, com alongamento em direcdo perpendicular ao de

aplicacdo de tensdo compressiva, como mostrado nas Figura 5.20(d) e 5.22.
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Figura 5.23 - Imagens em projecédo 2D (a) e 3D (b, ¢, d) de microscopia confocal de arcaboucos

PHBgy, com cultura de MG 63, ap6s 15 h F/C,s. O citoesqueleto de actina esta corado em
verde e os nucleos celulares, em azul. Nameros (1, 2, 3, 4) destacam as células a serem
observadas, setas indicam a orientacdo do seu citoesqueleto e (*) indica area de interconexao

entre poros.

SITTICHOCKECHAIWUT et al. (2009) consideraram a tensao de deformagéo
de 5%, aplicada em arcabouco poliméricos, como sendo o nivel 6timo para formagéo
Ossea. Por outro lado, a utilizacdo desse mesmo indice de deformacéo nas culturas de
MG 63 sobre arcabougos PHBgy, resultou em morte celular. Nas imagens da Figura
5.24(a) e (b), é possivel observar algumas poucas céelulas que permaneceram vivas apos

0 experimento dinamico, e, indicado por setas amarelas, se encontram alguns
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aglomerados de cromossomos, expostos apds a morte celular e destruicdo do envoltério

nuclear.

20 pm

Figura 5.24 - Imagens proje¢do 2D de microscopia confocal de arcabougos PHBgy, com cultura
de MG 63, ap6s 15 h F/Cs. O citoesqueleto de actina esta corado em verde e os nucleos
celulares (ou cromossomos), em azul. As setas amarelas indicam aglomerag6es de

Cromossomos.

O ultimo experimento proposto foi devido ao fato de que, ap6s 15 h de
compressdo intermitente com 2,5% de deformacao, era possivel observar modificacdes
na disposicdo e na morfologia da linhagem osteoblastica MG 63, possivelmente
iniciando o processo de diferenciacdo celular. Os resultados morfoldgicos obtidos em
tais experimentos seguiram a mesma linha dos resultados metaboldgicos e moleculares
apresentados pela literatura. Apesar das evidéncias apontarem para a indugdo de
diferenciagcdo em osteocito, a morfologia caracteristica dessas células ainda nédo esta
visivel.

Quando o arcabougo PHBgy apds experimento F/C, s foi recolocado em cultura
estatica por mais 9 h, foi possivel visualizar algumas células com morfologia bastante
diferenciada do padrdo poligonal. Na Figura 5.25, estdo indicadas, por setas brancas,
algumas células com essa alteracdo morfoldgica, apresentando formato estrelado e com
muitas projecoes.

A alteracdo morfoldgica observada no experimento F/C,5 + 9 h de cultura

estatica foi similar ao obtido por BLASSIO et al. (2005) em um experimento de indugéo
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metabolica de diferenciacdo. Os autores induziram a diferenciacdo de células MG 63 em
ostedcitos, a partir de processos de ativacdo e desativacdo proteica, por cascatas de
reacOes citoplasmaticas. A inducdo a diferenciacdo gerou alteracdo dréstica da
morfologia celular, do padrdo poligonal para o estrelado, com longas projecbes
citoplasmaticas e muitas conexdes celula-célula (observadas por microscopia eletronica
de varredura). Porém, 72 h ap0s cessar o0s estimulos bioquimicos, os efeitos de alteracao
morfolégica retrocederam, devolvendo o formato poligonal que é caracteristico das
células MG 63.

Figura 5.25 - Imagem projecdo 2D de microscopia confocal de arcabougos PHBEgy, com cultura
de MG 63, ap6s 15 h F/C,,5 + 9 h de cultura estética. O citoesqueleto de actina esta corado em
verde e os nucleos celulares, em azul. As setas brancas indicam células com grande alteracdo

morfoldgica.

Como o experimento F/C,5 + 9 h de cultura estatica foi realizado em apenas um
arcabouco, ndo é possivel afirmar que esse seja 0 padrdo de resposta osteoblastica. De
outra parte, pode-se sugerir que, de acordo com a analise morfologica realizada na
pesquisa desta tese e com a revisdo fornecida pela literatura a respeito das reacoes
bioquimicas, os padrOes experimentais adotados (ex: microestrutura do arcabouco,

bioativacdo, natureza de tensdo, tempo de ensaio e intensidade de aplicacdo) tenham
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sido capazes de induzir, em linhagem osteoblastica MG 63, diferenciacdo morfologica

em ostedcito.

5.4.2. Analise da morfologia e da distribuicéo celular nas superficie (MEV)

A partir de imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV), € possivel
analisar a disposicdo das células nas superficies porosas dos arcabougos e a sua
morfologia ao final de cada experimento.

As micrografias da Figura 5.26(a) e (c) sdo referentes a arcaboucos apés 4 h de
cultura estatica, ou seja, o estado em que as células se encontravam no inicio do
carregamento mecanico. Pela imagem de menor aumento, é possivel observar variacao
no estagio de adesdo celular, com células mais e menos espraiadas e conexdes célula-
célula estabelecidas. Como descrito por RAJARAMAN et al. (1974), nos estagios
iniciais de adesdo celular, designados pelos autores como estagios de crescimento 2
(células globulares com alta emissdo de filopddios) e 3 (inicio de espraiamento por
emissdo de lamelipddios), ha alta atividade metabodlica, com projecbes membranares de
estrutura de forma globular. Tais estruturas globulares podem ser vistas em algumas
células presentes nas superficies PHBgy ap0s 4 h de cultura estatica, como demostrado
(por seta vermelha) na Figura 5.26(d).

Apds 19 h de cultivo estatico, a densidade celular nas superficies poliméricas foi
bastante aumentada (Figura 5.26(b)). Todavia, o crescimento celular ndo seguiu a
topografia do arcabouco, resultando no recobrimento de boa parte dos poros. Esse
blogueio das areas de poros tem grande impacto na difusdo de meio de cultura por
dentro da rede, gerando baixo aporte de nutrientes e oxigénio para as células aderidas
em areas mais internas e acumulo de excretas. Tal barreira fisica formada pelas células
de superficie leva as células aderidas no interior da rede de poro a morte. A Figura
5.26(d) mostra, em detalhe, o processo de fechamento de cavidade de poro por
crescimento celular desorientado (indicado por "*" vermelho). Nessa mesma
micrografia, também observa-se uma célula (indicada por seta vermelha) em inicio de
espraiamento sobre uma regido de depressdo, ou de poro de baixo didmetro, ndo

seguindo a morfologia da superficie e recobrindo uma area de depresséo.
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Figura 5.26 - Imagem de MEV de arcaboucos PHBgy ap0s cultura estatica de MG 63 por 4 h
(a, c) e por19h (b, d).

Pelas micrografias de ensaio dinamico de fluxo continuo unidirecional (Figuras
5.27(a) e (c)), ndo é possivel reafirmar o efeito de manutencdo do namero celular inicial
(apds 4 h de adesdo estatica), observado nas analises de confocal. Contudo, parece ter
havido diminui¢cdo do metabolismo celular de sintese proteica, com suavizacdo das
membranas. A passagem de fluxo nédo sugere ter afetado muito a disposicao celular na
estrutura do arcabougo, uma vez que ainda € possivel visualizar grande area da rede de
poros blogueada. Uma imagem detalhada de células que sofreram cisalhamento
unidirecional estd apresentada na Figura 5.28(a). Nessa imagem, é possivel observar
células com morfologia pouco espraiada ou oval e com grande retracdo de filopodios,
em processo de recompactacdo da densa massa membranar que j& havia sido emitida.
Alguns desses filopddios se romperam, ndo podendo a afirmacdo de que foi efeito da

recompactacao ou da metodologia de fixacdo adotadas.
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Figura 5.27 - Imagem de MEV de arcabougos PHBgy apds cultura dindamica de MG 63 por 15
h F/Cy (a, ) e por 15 h F/C,5 (b, d).

Nos arcaboucos que sofreram compressdo intermitente e, consequentemente,
fluxo oscilatorio, houve diferenga bastante evidente na distribuicdo celular sobre a
estrutura (Figuras 5.27(a) e (d)). O blogueio da rede de poros provocado pelo
crescimento celular ja ndo foi mais tdo evidente. A imposicdo de tensdo mecanica
compressiva reorganizou a disposicdo celular, de forma a seguir a morfologia da
superficie, revestindo bordas e cavidades dos poros, como destacado (por seta
vermelha) na Figura 5.27(d).

Ainda no ensaio dindmico de compressao, é possivel observar alta densidade de
células jovens, ainda nos estagios iniciais de adesdo celular, apresentando morfologia
arredondada e algumas ja com emisséo de lamelipddios (Figura 5.27(b)). A membrana
dessas celulas apresenta elevada densidade de proje¢cdes na forma de bolhas (Figura
5.28(b)). Tais projecdes também foram observadas em algumas células ap6s 4 h de
adesdo estatica (Figura 5.26(c)), caracterizando alta atividade metabdlica.
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PAYER et al. (2010) cultivaram osteoblastos humanos in vitro, em superficies
de alta rugosidade e sob fluxo multidirecional. Os autores obtiveram, apds 48 h de
ensaio, projecdes membranares em forma de bolha e expressdo marcadores de

diferenciacéo celular.

Figura 5.28 - Imagens de MEV mostrando detalhamento da superficie de células MG 63 apos
cultura dindmica por 15 h F/Cy (a) e por 15 h F/C,5 (b).

5.4.3. Analise migratoria (Cortes histolégicos)

A capacidade de invasao celular a rede de poros do arcabougo PHBgy, quando
sob diferentes estimulos, foi avaliada pela analise de cortes histolégicos longitudinais
dos arcaboucos, ap6s o0s tempos de cultura estatica e dindmica. As imagens da Figura
5.29 apresentam alguns destes cortes.

Iniciando as andlises pelos experimentos estaticos, apos 4 h de adesdo (Figuras
5.29(a) e (b)), os cortes apresentam boa densidade celular e heterogeneidade de
migragédo para dentro da rede de poros. A maior densidade de células é encontrada a até
200 - 350 um a partir da superficie onde é realizada a cultura. Por outro lado, podem ser
encontradas células a um limite de, aproximadamente, 600 um em alguns cortes. Essa
grande profundidade encontrada para algumas células durante o experimento de adeséo
inicial € indicativo dos efeitos positivos no processo de coloniza¢do, quando o
arcaboucgo apresenta porosidade, tamanho de poros e interconexdo apropriados para
permitir que células alcancem areas mais internas (dados apresentados na Tabela 5.1).
Trata-se de resultado importante para a cultura tridimensional de células ésseas, tendo

em vista que o intervalo de tamanho de poros predominante nesses arcaboucos varia de
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60 a 140 um, abaixo do intervalo apontado pela literatura como ideal para a migracéo
de células 6sseas (120 -325 um (MURPHY et al., 2010)).

Nos arcaboucos ap6s 19 h de cultura estatica (Figuras 5.29(c) e (d)), ha alta
densidade celular nas camadas superficiais da rede de poros. A maioria das células
podem ser encontradas a um limite de até 250 um. Abaixo desse limite o interior do
arcabouco esta, praticamente, ndo colonizado. Essa auséncia de células em regides mais
internas da rede de poros pode ser explicada pela formagdo, em alguns pontos da
superficie mais externa do arcabouco, de monocamada celular que recobre a abertura de
alguns poros (indicado por seta vermelha nas Figuras 5.29(c) e (d)) e, em areas mais
internas, pelo bloqueio de poros e seus pontos de conexdes, devido ao crescimento
celular desorientado (indicado por seta preta nas Figuras 5.29(c) e (d)). Por esses dois
mecanismos, ha diminuicdo da difusdo de nutrientes para areas mais internas, levando a
morte celular.

Os cortes realizados apés cultura dindmica (Figuras 5.29(e - h)) apresentaram
mudancas no comportamento migratério celular, dependendo do estimulo imposto. A
forca cisalhante unidirecional (F/Cy) aplicada sobre a cultura celular (Figuras 5.29(e) e
(f)) parece ter provocado efeito migratorio heterogéneo nas diferentes regides da
superficie do arcabouco. A maioria das células sdo encontradas a até 250 pum de
profundidade e também ha formacdo, em alguns pontos, de monocamada celular sobre
o0s poros (indicado por seta vermelha na Figura 5.29(e)). Porém a capacidade celular de
migracdo para dentro da rede de poros € muito maior do que quando observados 0s
cortes refrente a cultura estatica de 19 h, sendo possivel encontrar células a uma
profundidade de até 500 um. Essa alta profundidade alcancada pela migracéo celular foi
observada somente nos cortes realizados nas regides centrais da amostra, apresentando,
porém, muito baixa densidade celular em tais areas.

Nos arcabougos ap0s ensaio de compressdo intermitente (F/C,s) (Figuras
5.29(g) e (h)), a densidade celular (por corte) é consideravelmente mais alta do que nos
ensaios de somente fluxo unidirecional, com migracdo mais homogénea para dentro da
rede de poros. A maior concentracdo de células é encontrada a até 400 um da superficie
de cultura, com boa concentracdo e distribui¢do celular nessa area. Alguns grupos de
células que migraram mais podem ser encontrados a até 600 um, porém em baixa

densidade celular.
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Figura 5.29 - Cortes histologicos longitudinais de arcaboucos PHBgy apds ensaios estaticos de
4h (a, b) e 19h (c, d) e dindmicos F/C, (e, f) e F/Cy5 (g, h).
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5.5. Considerac0es finais

Ao final das anélises dos experimentos realizados nesta pesquisa, foram obtidos

0s seguintes resultados:

e O arcabouco de PHB produzido por lixiviagdo de particulado se manteve
dentro da porosidade estimada para a técnica, considerando-se o tamanho de grau
utilizado como agente porogénico. O tratamento de hidrdlise revelou-se de grande
importancia para 0 aumento da conectividade entre poros e da &rea polimérica
superficial exposta para a cultura celular. A analise dos cortes histolégicos demonstrou
a grande importancia da boa interconectividade obtida entre os poros no processo de
colonizacdo, uma vez que permite que as células alcancem grandes profundidades a

partir da superficie de adesdo (aproximadamente 600 pm).

e A microestrutura obtida pelos arcaboucos hidrolisados se mostrou eficiente no
cultivo celular. Mesmo na auséncia da bioativacdo por recobrimento proteico, as células
(tanto endoteliais, quanto osteoblasticas) foram capazes de aderir e espraiar sobre as

superficies poliméricas, ainda que com baixa velocidade.

e Quando em cultivo de células endoteliais (BCE-HT™), o recobrimento por FN
ndo s6 aumentou o reconhecimento celular a superficie, promovendo a colonizacao
quase total das primeiras camadas do arcabouco ap6s 7 dias de cultivo, como também
estimulou a incursdo celular, com organizacdo de camadas sobrepostas de formato

circular, que podem ser indiciais para o inicio da formacéo de um tubo.

e Apos as modificagOes realizadas no projeto inicial do biorreator, este se tornou
promissor equipamento para o cultivo dindmico de células dsseas. O biorreator (LAB-
DC3A) representa um avanco em relagdo aos biorreatores comerciais para o cultivo de
células dsseas, uma vez é capaz de impor a culturas in vitro forgas mecanicas similares

as encontradas no ambiente in vivo do 0sso trabecular.

e Quando em cultivo estatico de células osteoblasticas (MG 63), a superficie
bioativada se mostrou de grande importancia na inducdo a polimerizacéo e a orientacao

intracelular das fibras de actina.
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¢ A tensdo cisalhante unidirecional imposta de forma isolada (F/Cy) promoveu a
morte e a lixiviacdo de muitas células MG 63 que estavam aderidas aos arcabougos
PHBy em estagio inicial de espraiamento. As células que permaneceram nesses
arcaboucos, apds o tempo experimental, apresentavam uma morfologia arredondada,
semelhante a observada em estagios iniciais de adesdo. De outra parte, nos arcaboucos
PHBEn, a tensdo cisalhante unidirecional promoveu reorganizagédo das fibras de actina,
orientando-as, no sentido de passagem do fluxo, para dentro das conexdes de poros, néo
alterando a morfologia celular poligonal (apesar da leve diminuig¢do do espraiamento).
Assim, é possivel afirmar que o nivel de espraiamento e de rigidez celular em que a
cultura se encontra no inicio do experimento dindmico é de extrema importancia para o

sucesso da aplicacdo de tensdo cisalhante unidirecional.

e A imposicdo de compressdo intermitente com tensdo associada a 2,5% da
deformacéo (F/C,s) produziu, nas culturas de células MG 63 associadas a ambos 0s
arcaboucos (PHBy e PHBEgy), melhores resultados do que os obtidos no experimento
F/Co quando considerada a colonizagdo celular as superficies poliméricas. Nos
arcaboucos PHBy, além da maior quantidade de células obtidas ao final do experimento,
também foi possivel observar inicio de processo migratério, com pequeno acimulo nas
regibes de bordas de poros, e inicio da alteracdo morfoldgica, pelo estiramento de
alguns nucleos celulares, nas referidas areas de bordas. Nos arcaboucos PHBgy houve
migracdo imediata paras as bordas de poros, gerando grande acimulo celular nestas
regides. Houve ainda significativo estimulo a proliferacdo, com crescimento celular
seguindo a morfologia das superficies poliméricas (resultado que pode ser visto nas

imagens de MEV) e alterando a morfologia de poligonal para estirada.

e O experimento que utilizou 5% de deformagdo associada & compressdo
intermitente (F/Cs) ultrapassou o limite de deformacéo suportado pelas células MG 63,
quando cultivadas em arcabouco PHBgy. Tal excesso de tensdo aplicada provocou a

morte da maioria das células presentes nessas superficies.

e O experimento de compressdo intermitente (F/C,s) em arcabougos PHBgy
estimulou a migragéo e o crescimento celular seguindo a morfologia do arcabouco, o
que permitiu que os poros ndo fossem blogueados, mantendo-se a difusdo de meio de
cultura para areas mais internas. Por tal motivo, foi possivel, através de cortes

histologicos realizados nos arcaboucos PHBgy apds todos os tempos experimentais (4 e
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19 h estatico, F/Cy e F/C,5), comprovar a eficiéncia da compressdo intermitente

aplicada na distribuicéo celular na rede de poros.

¢ Os resultados encontrados nesta pesquisa parecem estar de acordo com 0s
indicados pela literatura, que apontam a tensdo cisalhante como primeiro estimulo
sentido pelas células com efeito de inducdo de proliferacdo e migracdo; a tensdo

compressiva é entendida como indutora de diferenciacéo.

e Com os parametros aplicados no experimento de compressao intermitente
(2,5% de deformacdo, 1 Hz e 15 h), foi possivel obter respostas celulares positivas, de

curto prazo, no processo de colonizacgdo de arcabougo PHBgy para regeneracao 0ssea.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES

e A imposicdo de compressdo intermitente (F/C,s), com geracdo de fluxo
oscilatdrio, promoveu, na cultura em arcabouco PHBy: estimulo a proliferacdo celular,
inicio da migracao para regides de borda de poros e inicio de diferenciacdo morfologica
para padrdo estirado. De outra parte, na cultura em arcaboucos funcionalizados PHBgy,
gerou-se: grande indice de proliferacdo celular, migracao imediata para regides de borda
de poros, alteracdo morfoldgica com estiramento celular (aumento de pontos de adesao

focal) e aumento da densidade de conexdes célula-célula para dentro da rede de poros.

e A velocidade da resposta celular a deformacdo do substrato e ao fluxo
oscilatorio parece estar relacionada ndo s6 as conexdes células-substrato, em que as
integrinas sentem as variagbes mecanicas e iniciam a transducdo de sinais, como
também as conexdes célula-célula, que podem: estimular a migracdo direcionada para as
bordas de poros ou estimular a diferenciacdo, com alongamento celular no sentido

(preferencialmente) perpendicular ao de aplicacdo de tensdo compressiva.

¢ O aumento da tensdo cisalhante provocado pela aceleracdo do fluxo, quando
combinado com compressdo intermitente, estimulou a migracdo celular para dentro da
rede de poros dos arcabougos PHBgn, promovendo boa distribuicdo e alcancando
grandes profundidades.

¢ A tensdo cisalhante unidirecional imposta isoladamente ndo promoveu grande
efeito no processo de migragédo celular para dentro da rede de poros dos arcaboucos
PHBgn. Essa tensdo também ndo foi capaz de impedir a formagdo de monocamada

celular sobre a rede de poros durante a cultura.

¢ A tensdo cisalhante oscilatdria produzida por compressdo intermitente afetou
mais a modulagéo da cultura celular do que a tenséo cisalhante unidirecional produzida

por fluxo de perfusao.
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CAPITULO VII

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Mapear a distribuigdo de FN imobilizada na rede de poros do arcabougo.

e Estudar tempos mais curtos de aplicacdo de compressdo intermitente, para

avaliar em que momento as células comegam a responder aos estimulos dindmicos.

e Medir a expressdo de genes e marcadores de diferenciacdo nos diferentes
estagio de resposta celular quando sobre estimulacdo dindmica.

e Avaliar tanto a producdo de matriz extracelular quanto sua distribuicéo,

disposicdo e interacdo com as células em cultura.

e Estudar a alteracdo morfoldgica celular, com possivel diferenciacdo em
ostedcito, produzida pela compressdo intermitente que apareceu no Unico experimento

de descanso pds compressao.

e Promover experimento de somente fluxo oscilatério em arcabougo PHBgy, a

fim de avaliar o quanto da resposta celular esta relacionada a cada parametro.

e Testar a resposta celular a frequéncias menores que 1 Hz, com vista a evitar o

risco de fratura do arcabougo em experimentos mais longos.
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