»» COPPE
i <>

Instituto Alberto Luiz Coimbra de U F RJ
Pos-Graduagao e Pesquisa de Engenharia

CULTIVO DE CELULAS OSTEOPROGENITORAS EM COMPOSITGCB
HIDROXIAPATITA-COLAGENO SOB CONDICOES ESTATICA E INAMICA

Doris Moura Campos

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Engenharia Metallurgica e de
Materiais, COPPE, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em

Engenharia Metalurgica e de Materiais.

Orientadoras: Gléria Dulce de Almeida Soares

Karine Anselme

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2012



CULTIVO DE CELULAS OSTEOPROGENITORAS EM COMPOSITGB
HIDROXIAPATITA-COLAGENO SOB CONDICOES ESTATICA E INAMICA

Doris Moura Campos

TESE SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO INSTITUTO ALBERI LUIZ
COIMBRA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA DE ENGENHARIALQPPE) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO COMO PARTE @5
REQUISITOS NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DEODTOR EM
CIENCIAS EM ENGENHARIA METALURGICA E DE MATERIAIS.

Examinada por:

Prof. Gléria Dulce de Almeida Soares, D. Sc.

Dr? Karine Anselme, Ph. D.

Dr. Alex Balduino de Souza, D. Sc.

Prof. Jacques Werckman, Dr.Ing.

Prof. Marcos Farina de Souza, D.Sc.

Prof. Rossana Mara da Silva Moreira Thiré, D.Sc.

RIO DE JANEIRO, RJ — BRASIL
FEVEREIRO DE 2012



Campos, Doris Moura

Cultivo de células osteoprogenitoras emmosito 3-D
hidroxiapatita-colageno sob condi¢cdes estatica réndica/
Doris Moura Campos. — Rio de Janeiro: UFRJ/COPBE22

XVI, 126 p.: il.; 29,7 cm.

Orientadoras: Gldria Dulce de Almeida®s

Karine Anselme

Tese (doutorado) — UFRJ/ COPPE/ Progrden
Engenharia MetalUrgica e de Materiais, 2012.

Referéncias Bibliograficas: p. 111-125.

1. Compdsito hidroxiapatita-colageno. 2. Biorreasor
3. células osteoprogenitoras. |. Soares, Gloriac®ulle
Almeida et al. Il. Universidade Federal do Rio de Janeirg
COPPE, Programa de Engenharia Metalurgica e derisliate
[1l. Titulo.




Aos meus avos, Luiza e llia, por representarem tudo

que eu precisava acreditar. A Elizabeth Zagallo.

“Antes que o navio fosse pensado e construido, éhauv
sonho de uma terra a que se chegar. O sonho d& a%iz
mares precede a ciéncia de construir navios. Ac@én
existe por causa do sonho.” (Rubem Alves)



AGRADECIMENTOS

1. A Deus, aos guias e a tudo em que acredito serrienge dentro desse
Universo infinito, por concederem-me mais uma vtdra caminhada profissional e

pessoal. Obrigado pela protecéo e forca interierrga deram.

2. As minhas orientadoras Gldria Soares e Karine Amselque por muitos
momentos ndo foram apenas chefes, mas também amigtsoras e conselheiras. A
Glaria, por ter me orientado na vida desde taorjou@m pedaco dela e de seu trabalho
carregarei comigo. A Karine, pour m’écouter pendastmoments difficiles et pour

étre um exemple de chercheur.

3. Aos membros da banca pela honra da presenca, glgiram esse trabalho e o
enriquecerem com suas sugestdes. Vocés sdao memplegeem suas respectivas

especialidades.

4. A minha pequenina familia, que compreendeu 0 quaglo precisava
desenvolver esse trabalho tdo longe de casa. BEeciak@ minha avo Luiza Stojanoff,
gue é meu tudo e a Elizabeth Zagallo, que foilimfeente, a dltima gota de estimulo

desse trabalho.

5. Aos incriveis amigos do incrivel Laboratério de materiais do PEMM,

mesmo aqueles que ja passaram durante esses (Riamuss de trabalho. Obrigada a
todas as pessoas que ndo mediram esfor¢cos parsogs®s momentos juntos sempre
fossem de inspiracao cientifica e pessoal. Aos @snip IS2M, que me receberam e
acolheram de maneira Unica e inesquecivel. Aos upssstpres, professores,
engenheiros, técnicos, administrativos, doutoramedestagiarios que contribuiram com

esse trabalho e com minha felicidade nos ultimos.an

6. Ao CNPQ, CAPES, CNRS e FAPERJ pelo apoio financdin@nte a execucao

desse trabalho.

7. A todos os amigos “ndo-cientificos”, que foram nairliz em momentos de

trevas. A todos, mesmo nado lembrados, por todamapoarinho.



Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ comodparteequisitos necessarios

para a obtencéo do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc

CULTIVO DE CELULAS OSTEOPROGENITORAS EM COMPOSITGB
HIDROXIAPATITA-COLAGENO SOB CONDICOES ESTATICA E INAMICA

Doris Moura Campos
Fevereiro/2012

Orientadoras: Gléria Dulce de Almeida Soares
Karine Anselme

Programa: Engenharia Metallrgica e de Materiais

Os progressos ha area da Bioengenharia tecidual pémmitindo o
desenvolvimento de biomateriais que mimetizam agprgdades encontradas nos
tecidos humanos. Compésitos formados por hidrotitap@iA) e colageno (Col) sdo
classificados como bio-derivados e biomiméticos.oDgtivos desse trabalho foram:
produzir um arcabouco 3-D e observar o comportaméatcélulas osteoprogenitoras
cultivadas em seu interior sob condi¢cdes de cultstatica e dinamica (utilizando duas
vazbes - 0,03ml/min e 0,3ml/min). Para a avaliabaodgica, células estromais
(Stro+1A) foram cultivadas e sua capacidade dendgdo e comportamentos de
adeséo, proliferacdo e diferenciacdo foram obses/a@ arcabouco 3-D HA-Col foi
produzido pela reorganizacdo das fibras de colagenmultanea ao processo de
nucleacdo e crescimento dos cristais de HA. O matfer reticulado e esterilizado por
radiacdo gamma. Células Stro+1A foram inoculadaslQ® células/amostra) e
cultivadas em 37°C e 5% GQ@or até 21 dias. Os resultados da espectroscopia no
Infravermelho e da difracdo de raios X sugeremrmd&gdo de uma HA carbonatada
deficiente em calcio. Na condicdo dindmica de ma@azdo, a viabilidade celular
aumentou no decorrer dos 21 dias de cultura. Agdtoente, pela microscopia
eletrénica de varredura e de luz em cortes hisimddg-orados, as células apresentaram-
se aderidas e com morfologia fibroblastéide, caando o interior do arcabouco

compaésito.
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The progress in Tissue Engineering area allowsl#velopment of biomaterials
that mimic the properties of natural tissues. Fomedical applications in mineralized
tissues, composites based on hydroxyapatite (HA) allagen (Col) have presented
good results when implantéd vivo. The aim of this work was to produce a 3-D matrix
and to observe the cell behaviour when stromabk @k cultured in contact with HA-
Col scaffold under static and dynamic conditionsr i vitro biological evaluation,
osteoprogenitor human cells (Stro+1A cells) weweagr and their colonization capacity
and adhesion, proliferation and differentiation debur were quantified. Two
perfusion flow rates (0,03ml/min and 0,3ml/min) weroposed for dynamic culture.
The HA-Col composite was prepared by reorganizatibi€ol fibrils simultaneously
with HA crystal nucleation and precipitation froml@um and phosphate rich solutions.
Afterwards, the composites were crosslinked andiligel by gamma radiation.
Stro+1A cells were inoculated (5x16ells/sample) into the scaffolds and cultured over
21 days in a humid incubator at 37°C and 5%,.0@frared spectroscopy and X-ray
diffraction results suggested a calcium-deficigydrbxyapatite as mineral phase. About
cell culture, the cell number increased under higtmv rate dynamic culture. By
scanning electron microscopy and histological sesti we observed cells adhered and

spread inside colonized scaffolds.
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I(a)- INTRODUCTION

L’'organisme humain présente de nombreuses constatée régénération
tissulaires et c'est cette -caractéristigue esdentigui maintient ['équilibre
physiologique. Toutefois, l'existance de Iésionspamantes provoquée par un
déséquilibre interne ou externe peut empécherditiggme de s’auto-régénerer. Dans ce
cas, l'application des biomatériaux développés pdes applications biomédicales

peuvent améliorer le processus de guérison.

Pour les applications en tissus durs, les bionamtgridoivent posséder des
propriétés similaires aux matrices naturelles twamtle plan biologiqgue que physico-
meécanique (Engelet al, 2007). De plus, les propriétés d’'ostéoconduction,
d’ostéoinduction et de biodégradabilité sont pridies dans la réussite de
I'implantation. Dans les applications en bioingéesseuse, les implants métalliques
et les greffes a base de polymeéres et céramiquestsrs largement utilisés. Les
combinaisons entre différents matériaux, tel que dé®mposites, augmentent les

possibilités d’applications.

Dans ce domaine, les composites a base de coll§Gaheet d’hydroxiapatite
(HA) sont devenus tellement performant qu’ils peuvétre classifies comme des
matériaux biomimétiques (Cet al, 2007; Zhaiet al, 2005 ; Chang & Tanaka, 2002).
Ce type de matériaux présente une composition gaiensimilaire a la matrice osseuse
naturelle, lui permettant d"étre dégradé par ldlsiles locales (Kikuchiet al, 2001 ;
1999). Une fois que le tissu osseux possede uregsas constant de remodélisation, le
composite HA-Col fonctionne comme un support teraperjusqu’au rétablissement

total.

En effet, la structure tridimentionnelle lui cordedes propriétés telles qu’il lui
permettent d’étre colonisé par les cellules et iames participer au mécanisme
d’adhésion, prolifération et différentiation celile. Dans le composite, les cellules
ostéoprogénitrices ont la capacité de produire nmevelle matrice (Vernoret al,
2005). Ce comportement peut étre optimisé par lareudynamique en bioréacteur
(Rauhet al, 2011 ; Davidet al, 2011). Ce complexe tridimensionnelle semblablm a

tissu naturel sera utilisé par I'ingéniererie tlage.



Cette these propose la production d’'une matricenientionnelle poreuse a base
d’hydroxyapatite et de Collagene (50:50wt%). Ce posite réticulé par le
glutaraldéhyde sera caractérisé par des diffésgatdniques et servira de support pour
la culture cellulaire. Des cellules estromales @stégénitrices seront cultivées dans un
environnement statique et dynamique et leurs cpde colonisation ainsi que leurs
comportements d’adhésion, de prolifération, de édéffitiation seront observés. Ce
biomatériau colonisé par les cellules sera devéogfin de remplacer la matrice

osseuse pendant le traitement biomédical.



I- INTRODUCAO

O organismo humano apresenta constantes taxasndeagdo e manutencao
tecidual que levam a sua homeostasia. Entretanmdp o reparo natural de areas
lesadas € insuficiente, os tecidos e 6rgaos némesda intervencao de biomoléculas ou
biomateriais que acelerem o processo de retorregaibibrio fisiolégico. De maneira
geral, as biomoléculas e os biomateriais devensaptar propriedades e caracteristicas
que sejam compativeis com o sitio de aplicacdo, genar conseqiéncias danosas ao

organismo.

Dentro da area multidisciplinar da bioengenharigidteal, os materiais
biomiméticos destacam-se por possuirem caractasssemelhantes as da propria
matriz extracelular na qual serdo aplicados (Eegell, 2007). Para acelerar o reparo
da lesédo, integram-se facilmente ao tecido origadjhcente, sendo substituidos ao
longo do tempo e dispensando novas intervenco@gicas.

O tecido 6sseo, assim como 0s outros tecidos danmmo humano, apresenta
um constante processo de renovagdo ou remodelagémludl. Em taxas
interrelacionadas, a deposicdo de matriz minediza sua posterior dissolucéo,
ocorrem como resultado da atuacdo de osteoblastmsteeclastos, respectivamente.
Porém, quando essas taxas entram em desequildsieoporose, por exemplo) ou
guando o organismo sofre um processo de injurimgcoma fratura ou um tumor), o
organismo deve rapidamente responder aos estiraytemos aplicados. Para isso, 0s
materiais selecionados para intervencdes de repareestruturacdes 6sseas devem se

assemelhar a um “osso artificial” (Whal and Czezrkas2006; Vallet-Regi, 1997).

Os biomateriais utilizados no reparo de tecidososlu(ossos e dentes)
apresentam propriedades mecanicas, biolégicas e&ituturais semelhantes as
encontradas nos tecidos sadios. Destacam-se @&sgsdnetalicas (que atendem bem
aos requisitos mecanicos) e 0s enxertos poliméricesamicos e de materiais
compoésitos. Estes ultimos podem ser constituidosmméculas de diferentes origens
(natural/sintética; orgéanica/mineral) (Cost&t al, 2005). A biocompatibilidade,
biofuncionalidade e a taxa de biodegradacéo/ re@ogio tecido natural sdo algumas

caracteristicas requeridas ao biomateriais utiiggdhang & Webster, 2009).



Atualmente, a producdo de arcaboucos 3-D vem galoham amplo espaco
dentro da comunidade cientifica gracas as novasligies de cultivo. A cultura
estatica, tradicionalmente utilizada desde o inémoséculo XX, apresenta limitacdes
em relacdo ao aporte de gases e nutrientes, gastiin o desenvolvimento de
arcaboucos de grandes dimensbes (Zhenhal, 2009; Martinet al, 2004). A
introduc&o de camaras - ou biorreatores - compates de massa constante aprimora a
troca de oxigénio, nutrientes e excretas celul@eshet al, 2011; Davidet al, 2011).

As aplicacoes para esse novo cultivo vao desde bacdgédo de biomateriais
homogeneamente colonizados por células, até comelos para a descricdo de
diferentes patologias (Zhamg al, 2009; Martinet al, 2004).

Com respeito a producédo de materiais biomimétiema pioengenharia 6éssea, o
uso de compdsitos baseados em hidroxiapatita (H&dl&geno tipo | (Col I) pode
potencializar o reparo quando aplicados as lesGesef al, 2007 ; Zhaiet al, 2005 ;
Chang and Tanaka, 2002a,b). A apatita biologica principal fosfato de calcio
encontrado na matriz 0ssea mineralizada e essatedstica permite ao 0SSO
desempenhar sua funcdo de sustentacédo do orgaisageno tipo | é a proteina mais
abundante da matriz organica éssea conferindodhacidade. O compdésito natural
formado por essas duas moléculas pode ser simtetipavitro e utilizado como
biomaterial biomimético (Kikuchet al, 1999; 2001).

O objetivo de se produzir esse compésito estaioslado, a médio prazo, em
sua taxa de substituicdo por tecido 6sseo neofarmidd decorrer desse processo,
devem oferecer o suporte mecanico até o tecidoneegese e remodelar-se
naturalmente. Podem ser implantados com célulad®&as no estagio desejado e com
moléculas sinalizadoras a fim de maximizar o creenoto do tecido e, portanto, a
velocidade do reparo. Adicionalmente, resistemoégat de cisalhamento inerentes ao
cultivo dinamico em perfuséo, pois suas razfes atgadacido e reabsor¢cdo também
podem ser controladas com processos fisico-quimemseo a reticulacéo das fibrilas
de colageno durante o processo de producdo (WaBké&nuska, 2006; Ushet al,
2005; Charulatha and Rajaram, 2003).



A compreensdo dos processos relacionados ao culithdonico de células em
arcaboucos 3-D contribui para a evolugdo das psasjuia area de biomateriais para
aplicacbes biomédicas. A fabricacdo de biomater@implexos, com estrutura e
propriedades controladas, colonizados por célulaspeocesso de diferenciacdo no
interior de biorreatores pode nos levar a uma ngaacdo de biomateriais mais
similares aos oOrgdos naturalmente formados. De unrameira mais direta, esses
“complexos engenheiradas-vitro” visam acelerar o processo de reparo tecidual e

melhoram a vida dos pacientes e da populacao.

O arcabougo composito HA/Col foi sintetizado, aelihdo e caracterizado para
servir de suporte aos processos celulares obsengdimngo de 21 dias de cultivo. A
capacidade de adeséo, proliferacdo, diferenciagfiutac e de colonizacdo do material
por parte de células osteoprogenitoras estromaemfoavaliados. Trés diferentes
condic¢des de cultivo foram estabelecidas: estadicémica em baixa vazéo e dindmica
em alta vazdo. O complexo formado pelo biomateBdD proposto e células
osteoprogenitoras contribui para o entendimento f@o®menos relacionados aos

processos de reparo apos a aplicacao e faz partevdncos em bioengenharia tecidual.



lI(a)- BIBLIOGRAPHIE

Le vieillissement progressif de la population altuaura comme conséquence
'augmentation du taux de maladie chronique (tursearthrites, etc). Les progres de la
meédecine régénérative conduisent a une améliordésrconditons de vie des malades.
L'utilisation déja importante de cellules souchemme thérapie pour le traitement des
différentes pathologies permet d’envisager de nibess@erspectives. De plus, depuis la
découverte du potentiel d’auto-régénération desusisdans l'orgnisme humain, les

recherches s’orientent vers cette capacité natuf¢érnonet al, 2005).

Dans ce domaine, la bioingénierie tissulaire régeg connaissances avec le
développement des supports temporaires tridimemites qui serviront de substituts
biomimétiques (Engekt al, 2007 ; Whal and Czernuszka, 2006). Les différents
matériaux, comme des molécules organiques natsirgleuvent étre fonctionnalisées
afin de garantir la réussite du traitement (Zhang/&bster, 2009 ; Cos# al, 2005).

Les « complexes structurés » sont selectionnés paésenter des propriétés
similaires aux tissus substitués (Whal and Czekays2006 ; Vallet-Regi, 1997). Des
cellules progénitrices cultivées a l'intérieur descstructures ont la capacité de les
coloniser et de produire une nouvelle matrice eelialaire. Les complexes peuvent
encore servir de source pour la libération con&rote biomolécules comme les
antibiotiques (Whal and Czernuszka, 2006; Frie3381

Récemment, les avancements dans le champ de larecultynamique a
I'intérieur des bioréacteurs permet la constructies biomatériaux de dimensions plus
importantes (Zhangt al, 2009 ; Martinet al, 2004). Le transport de masse constant
optimise I'’échange des gaz, de substances nourtéssainsi que des déchets cellulaires
(Rauh et al, 2011; Davidet al, 2011). Cependant, l'utilisation de bioréacteurs
standartise la production de « complexes structerédléve les potentiels cellulaires et
diminue les colt de conception (Kinneyal, 2011; Raulet al, 2011; Yeattst al,
2011a, b).

Pour l'ingéniererie des tissus osseux, les compositdimensionnelles a base de

hydroxyapatite (HA) et collagéne (Col) montrent laens résultatn-vitro et in-vivo



(Cui et al, 2007 ; Zhaiet al, 2005). La capacité ostéoconductrice de 'HA dbadisse
immunogénicité du Col potentialisent leurs applore dans les os et les dents
(Kikuchi et al, 1999, 2001). En effet, la surface de fibre de fawbrise I'adhésion
cellulaire pendant que le procédé de minéralisaiogmente les propriétés mecaniques
(Changet al, 2003).

Afin de maintenir la structure du composite enu@tdynamique, nous pouvons
réaliser des liaisons chimiques entre les résigsgsatnino-acides des fibres de Col. Le
composite réticulé par le glutaraldéhyde présemstemkilleur résultat, malgré sa
citotoxicité connue (Charulatha and Rajaram, 20Q3haet al, 2005). Néanmoins,
'usage en faible concentration et la stabilitésds liaisons encouragent son utilisation.
Une fois réticulé, il résiste aux forces de cigaienent provoquées par le flux des

systemes dynamiques.

L’étude du comportement cellulaire sur les comgssiHA-Col sous les
conditions statigues et dynamiques contribue aueldppement des nouvelles
technologies en bioingénieureries tissulaires. lieddgradabilité contrélées de la
matrice minéralisées et la capacité de différermmales cellules ostéoprogénitrices sont
deux propriétés primordiales dans la réparationldotissulaire et la restauration de

I’équilibre de 'organisme.



Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

II. 1- BIOENGENHARIA TECIDUAL

As sociedades atuais apresentam um aumento priogreds idade meédia
populacional, elevando a demanda de equipamentoateriais médico-hospitalares,
medicamentos e o custeio do sistema publico dees@ebundo os recentes dados da
Organizacdo das Nac¢des Unidas (ONU), a média die idara todos os paises vai subir
de 29 para 38 anos em 2050. No momento, apenassrderid % da populacdo mundial
de 6,9 bilhdes de pessoas estd acima dos 60 antstaBto, em 2050, a parcela
aumentara para 22% (de uma populacédo de 9 billedes¥ paises desenvolvidos para
33% (Carta Capital, Junho/2009).

Apesar da populacdo permanecer saudavel, em balic&orfisica e ativa por
mais tempo, os riscos de vida e surgimento de @sewgdbnicas e degenerativas
(infeccbes Osseas, fraturas, osteoartrites, ostesgoartrite reumatoide) também vém
aumentando nas ultimas décadas. Entre outras agdemortante o desenvolvimento
de novas intervencdes médicas, processos cirurgicoateriais de alta tecnologia que

possibilitem uma rapida recuperacao do paciente&isla produtiva.

Com esse objetivo, nas duas Ultimas décadas vémobservando o
desenvolvimento de uma é&rea que une conhecimerdoslifdrentes saberes em
tecnologia de ponta para o estabelecimento de fm®due visam essa melhoria exigida

pelos pacientes.

Paralelo ao desenvolvimento de novas tecnologidseseoberta do potencial de
autoregeneracao dos tecidos do organismo humateona producédo de materiais que
aproveitem e estimulem essa capacidade. A habdiddal arcaboucos naturais ou
sintéticos de estimularem a invasdo de células rar o tecido adjacente é um
parametro chave para a engenharia tecidual (£bam, 2002). O tecido adjacente
passou a ser visto como uma ferramenta importaari@ @ sucesso da integracdo do

material no sitio de aplicagéo.



A bioengenharia tecidual € uma area multidisciplipae pode ser classificada
como medicina regenerativa pois substitui teciddsgéos danificados por substitutos
funcionais e estruturalmente equivalentes (Carvalb@09). Agregando o termo
“biomimética”, esses materiais planejados apresergaa constituicdo e/ou funcéo
semelhantes aos encontrados nos tecidos vivos (#ithiICzernuszka, 2006; Vallet-
Regi & arcos, 2005; Vallet-Regi, 1997).

Dentre inUmeras propriedades, a bioengenhariaugcfdz uso de arcaboucgos
tridimensionais (3-D) biocompativeis, células aogdls e moléculas sinalizadoras que
sao implantados no paciente conjuntamente (Barlda@avaglia, 2005; Hardouirt
al., 2000). Esse “complexo” de moléculas fornece etgowe que irdo favorecer: a
diferenciacéo de células progenitoras implantadds &cido adjacente, a integracdo e
substituicdo gradativa do material e, consequemtanea retomada da saude do
individuo (Yeatts & Fisher, 2011).

Portanto, no interior dos biomateriais, célulagiphtentes teciduais podem ser
estimuladas bioquimicamente a proliferarem, difei@em e criarem uma nova matriz
extracelular, resultando na substituicdo progresdiv material implantado (Vernat
al., 2005). A proposta é de que o paciente ndo preeisebmeter, a médio/longo prazo,
a uma nova cirurgia para a substituicdo do implaesgastado por um novo. Como
principais consequéncias, obteremos a melhoriauafidade de vida do paciente e a

reducdo dos gastos publicos com novas interveropiggicas.

Apesar do rapido avanco dessa area, os produtzadbis nos pacientes ainda
apresentam um custo muito elevado. Uma das expbsagara esse alto valor agregado
é o fato da bioengenharia tecidual ser usada hatnente, com tratamento especifico
para aquele contexto particular. Note que uma tigmae da producdo do “complexo” a
ser introduzido no paciente € a de captacdo, edpamsultivo de suas células sobre o
arcabouco. Apesar do alto custo, essa etapa emamdal ao sucesso do implante pois

diminui significativamente o risco de rejeicdo petganismo assistido.



II. 2- BIOMATERIAIS

Tipicamente, a engenharia de tecidos cria matriaas arcaboucos 3-D
acelularizados, com pré-inoculacdo de célimasitro ou posterior a implantacdo no
organismo. Estudas vitro indicam que as respostas celulares, quando eratoa@dm
os biomateriais artificiais, sdo fundamentais g@aonhecer a dinamica da interagao
entre o implante e o tecido vivo participante (Amse& Bigerelle, 2006; Vernost al,
2005; Anselme, 2000).

A variedade de biomateriais utilizados como arcgabsu3-D ou membranas
para o uso em bioengenharia de tecidos é amplaerisiiat poliméricos sdo muito
utilizados pela sua facil manipulacdo, potencialige e possibilidade de apresentarem
caracteristicas mecéanicas semelhantes a algundogecu Orgdos do organismo
humano. Contudo, as aplica¢gbes ainda séo limitadgestudos em biodegradabilidade e
seus produtos ainda devem ser desenvolvidos (€bata 2005). Materiais metalicos e
alguns ceramicos sdo vastamente utilizados primeg#e em aplicacdes que envolvam
0 tecido O6sseo (Dos Santat al, 2006; Fenget al, 2004). Por apresentarem
propriedades mecénicas semelhantes, esses magéonaisilizados em sitios expostos a
intensa tensdo mecanica ou em lesdes de grandes@&steonde o enxerto autdlogo

(retirado do proprio paciente) ndo é mais recomgnda

De maneira geral, para serem utilizados em biodragentecidual, os materiais
devem apresentar caracteristicas fundamentais colmocompatibilidade e
degradabilidade. Nas ultimas décadas, os biometere&an sendo aperfeicoados de
modo a tornar-se bioindutores e condutores. A m@nologia desenvolve materiais
com caracteristicas estruturais e de superficigpgdem mimetizar o ambiente natural
das células, promovendo certas funcdes direcionadeso a adesdo, mobilidade e
diferenciacéo celular (Zhang & Webster, 2009; Ergell, 2007).

Os materiais utilizados devem permitir a adesd® aiulas do paciente e
manter-se como um arcabouco 3-D durante todo cepsocde manipulacan vitro.
Adicionalmente, devem ser bioativos e apresent@anog para a infiltracdo de vasos
sanguineos; pontos de ancoragem e sinalizacdoaelglie facilitam a adeséo,

proliferacdo e diferenciacdo das células progemstada linhagem correspondente;
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resisténcia mecanica, para sustentar o tecidooremtlo; e uma razdo de degradacéo
compativel com a velocidade de deposicdo da matrformacdo do novo tecido
(Dawson & Oreffo, 2008; Wiesmarat al, 2004; Rose & Oreffo, 2002).

A biocompatibilidade dos materiais segue uma relggticularmente estreita
com o ambiente de contato e a adesdo das célulasipsaficie. Por apresentarem
estruturas vivas, os estudos de determinadas gd&sacelulares com os diversos
biomateriais possuem alguns incovenientes, comonwldmento de muitos e
simultaneos parametros, os quais alguns ndo poeéensospletamente controlados
(Anselme, 2000; Anselme & Bigerelle, 2006).

Dentre os biomateriais utilizados atualmente enermgenharia do tecido 6sseo,
0s compositos formados por uma fase mineral degu@sibuma matriz tridimensional
organica vém se destacando (Dolatshahi-Pireual, 2011; Swethaet al, 2010;
Sotomeet al, 2004). Esses biomateriais apresentam proprieddessgadas, como a
facilidade de manipulacdo, osteoconducdo e indwgdumodegradabilidade (Wang,
2006). Cadeias poliméricas naturais, como proteipaslem servir de suporte a
mineralizacdo e facilitar a integracdo com o tec@djacente. Destacam-se 0s
compositos hidroxiapatita-coldgeno, cujas aplicac@e vivo demonstraram bons
resultados, como a capacidade de permitir o proassemodelacédo e nova formacéo
de tecido 6sseo (Kikuclet al.2004a, 2001, Itolet al, 2002; Donget al, 2001).

Il. 3- COMPOSITOS HIDROXIAPATITA-COLAGENO

Um grande avanco na producdo de compositos baseadb&lroxiapatita (HA)
e colageno (Col) tem sido relatado nos ultimos AdsgKikuchiet al, 2004a, 2004b;
2001; 1999; Ficaet al, 2010a,b). A partir do conhecimento da nanoestauta matriz
0ssea, muitos pesquisadores tém assumido que unt@nagdo nanoestruturada entre
HA e Col seria o melhor biomaterial a ser utilizago intervencdes 6sseas (Zhatg
al., 2010; Chang & Tanaka, 2002a, b).

Kikuchi et. al. (2004a,b; 2001;1999) produziram provavelmente aspsdsitos
mais proximos a realidade estrutural da matriz asge utilizarem solucbes de

Ca(OH) e HPO, com fibras de Col dissociadas, seus compadsitosrpapresentar a

11



proporcédo em massa desejada. Os autores obtivenaoanstais de HA com seu eixo ¢
alinhado ao longo das fibras de Col através deesdst controladas sob pH 8-9 e
temperatura de 4Q.

Compositos HA-Col podem ser classificados como rizasebiomiméticos (Liu
et al, 2009; Pelet al, 2008; Rheet al, 2001). As reacfes biomiméticas sdo baseadas
na idéia que sistemas biolégicos armazenam e maTemformacdes estruturais ao
nivel molecular (Chang & Tanaka, 2002a,b). Sua estnotura € semelhante a da
matriz 6ssea naturalmente formada durante o proaasdrionario, onde nanocristais
de HA sdo embebidos numa matriz organica. A nuétealps cristais de HA ocorre
dentro e sobre as fibras de Col durante a sinfsn(et al, 2010; Zhaiet al, 2005).
Para atingir tal resultado, a sintese da HA deveceecomitante a re-agregacao das
fibrilas de Col em ambiente com temperatura e phtrotados (Ficaet al, 2010a,b;
Seneet al, 2009; Kannamt al, 2001).

Os compdésitos HA-Col tém demonstrado grande bioeimipdade quando
colocados em contato com células da linhagem {gseatro) ou com as do proprio
tecido Gsseoirt vivo). Em trabalhos utilizando ensaios vivo, o compdsito HA-Col
apresentou boa osteoconducgédo e biointegrabilidseta formacdo de cépsula fibrosa)
(Itoh et al, 2002; Donget al, 2001). Observou-se osteoclastos em lacunas de
Howship’s ao redor dos compositos aplicados, imdicao inicio do processo de
absorcdo e remodelacdo em experimeimegvo apdés 8 semanas. (Kikuckt al,
2001).

Em experimentos utilizando o arcabougco compésitdGdl Zhanget al. (2010)
apresentam como resultado uma total regeneracdes@a em tibias de coelhos. Ao
final do I més, o grupo descreve a formacdo massiva de udeade capilares,
ocupacao por células sanguineas, presenca deahdilinflamatorio; no 2° més, a maior
parte do defeito estava ocupado por nova matrigapsoloracdes evidenciaram a alta
atividade de secrecdo de colageno por parte datagdbcais; observou-se ainda a
degradacdo do material, separado por seus resigodsial do 4° més, a substituicdo
do biomaterial por um novo 0sso trabecular foi clatap
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Colageno compreende uma familia de moléculas derizmaitracelular
responsaveis pela integridade e propriedades ntasade tecidos conjuntivos moles e
rigidos, incluindo cérnea, pele, tendéo, cartilageasso. Apesar de menos bioativa que
a natural, a HA sintética apresenta a habilidadkgde-se diretamente ao tecido 0sseo
adjacente do sitio implantado, sem a formacao geuta fibrosa (Kalitaet al. 2006;
Rouahiet al, 2006; Campbell, 2003). Para uso clinico, a H#&é&ica apresenta boa

compatibilidade e osteointegratividade (Uemetral, 2003).

A matriz 3-D orgéanica baseada em fibras de Col ranas células mediadas pela
adeséo inicial entre as integrinas da membrandaceduas regides RGD (Arginina —
Glicina - Acido Aspartico) das fibras. Quando tatal parcialmente mineralizadas, as
fiboras apresentam maior resisténcia mecanica, zdimlio as caracteristicas do
biomaterial e ainda mantendo sua plasticidade erigaades ducteis. Entretanto a
estrutura das fibrilas de Col mineralizadas a niaglométrico ainda nédo esta totalmente
clara e é objetivo de intensa pesquisa (Gelimtkal, 2008; Landis & Silver, 2002).

Il. 4- RETICULACAO

A regeneracdo do tecido 6sseo € uma reconstrugéemamente complexa,
com uma taxa de renovacdo tecidual marcadamerggoinfis dos tecidos epitelial e
sanguineo. Portanto, podemos presumir que o pdeseemodelacdo da matriz 6ssea
corresponda a uma etapa de longa duracéo, exiginela material implantado tenha

uma adequada resisténcia a degradacao naturalreahirada.

Propriedades mecanicas e resisténcia a degradaf@opecas-chave em
aplicacdes biomédicas no tecido 0sseo (Liu, 200@&ff@ & Triffitt, 1999). Essas
caracteristicas devem ser avaliadas durante asdasselecdo e producdo dos materiais.
Adicionalmente, devem ser consideradas as difesentndicdes encontradas no
ambientein vivo, com constante requerimento mecanico, presendaides (liquido

intersticial) e secrecdes celulares (biodegradacao)

Arcaboucgos 3-D baseados em Col podem ser quimidenneodificados devido
a grande quantidade de grupos reativos (aminas)(Nidido carboxilico (COOH) e
hidroxilas (OH)) na superficie das fibras (Chatda® Rajaram, 2003; Biget al,
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2001). Essas reacdes permitem a otimizacdo dasigages estruturais, mecanicas e
fisico-quimicas, o que possibilitariam novas aml@s no campo dos biomateriais.
Além disso, esses materiais sdo geralmente egtdnl por ligacbes cruzadas para
reduzir sua imunogenicidade (Jiagtgal, 2006).

Compésitos HA-Col ndo tratados quimicamente degnadgidamentén vivo,
resultando no decréscimo da resisténcia mecanideudii, 2004b). Friess (1998)
observou que filmes de colageno que nédo sofrergacdes cruzadas quimicas
adicionais sdo degradados em 2-7 semanas. A degmda material pode ocorrer pelo
processo celular de fagocitose (onde células eagloparticulas soélidas) ou pela
digestao das fibrilas de colageno e dos cristaisldeela queda do pH, resultante da

secrecao de enzimas.

Glutaraldeido (GTA) é o reagente aldeidico maigmsivamente utilizado para
formar rapidamente ligacbes cruzadas via base Hd#f.90esde os ultimos 25 anos,
pacientes vém recebendo valvulas cardiacas fiyaataGTA com bons resultados; sem
terapia anticoagulante, as valvulas apresentam ofmpatibilidade e sdo ndéo-
trombogénicas (Jayakrishnan & Jameela, 1996). Apeka uso de GTA ser
clinicamente aceitavel, alguns resultados relatidossua toxicidade ainda sao
observados. Eles estariam relacionados a degradpgéioca, envolvendo quebra da
estrutura de tripla-hélice do Col e liberacdo deid®wos ou grupos funcionais néo
ligados oriundos do processo de reticulacéo (&iail, 2001).

As ligacbes cruzadas sdo formadas entre os gespoBno das cadeias laterais
dos aminoécidos lisina e hidroxilisina presentes fiaras de colageno. Também
ocorrem ligacBes do tipo aldol entre os aldeidgacadtes. Apds a formacdo dessas
ligacdes, uma grande variedade de reacfes subses|i@sté envolvida no processo de
total reticulacédo do material (Chang & Tanaka, 2002Friess & Lee, 1996).

Comparado com formaldeido e outros aldeidos fixeégjolo processo de

reticulacdo utilizando GTA em colageno e albumipeesenta uma maior estabilidade

(Jayakrishnan & Jameela, 1996). Devido sua natyselimérica, GTA forma ligacdes
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cruzadas de grande comprimento, por exemplo, eggfduos de aminoacidos distantes,

conferindo-lhe aplicacdes importantes em biomage(@harulatha & Rajaram, 2003).

Charulatha & Rajaram (2003) compararam diversosntage de ligacoes
cruzadas em membranas de Col obtendo o maximo w®gde ligacdes cruzadas
quando utilizado glutaraldeido (GTA). O aumentoekisténcia a tracédo e a degradacao
por acdo enzimatica também foram observadas. SedCimarulatha & Rajaram (2003),

0 processo de reticulacdo “mascara” os sitiosubrab da enzima colagenase.

Entretanto, altas concentragbes de GTA levam a elesada velocidade de
reacdo na superficie, podendo resultar em umaitaaceimica artificial na superficie
das fibras. Esse excesso de GTA em solucdo edarggiiculacdo levam ao acumulo de
agua adsorvida entre as unidades fibrilares do diwlinuindo a resisténcia mecanica
do material quando aplicado (Kikuatti al, 2004b; Ruijgrolet al, 1994; Cheungt al,
1985). Apesar de aumentar sua resisténcia a deg@dassa rapida reacdo pode
resultar em heterogeneidade no interior do materfadalizar com a rapida degradacéo
no interior do organismo (Rodrigues al, 2006). Baixas concentracbes de GTA

favorecem as ligacdes cruzadas intramolecularesui@fet al, 1985).

II. 5- MINERALIZACAO BIOLOGICA

A matriz 0ssea é formada por duas fases: a mifmsahorganica) e a organica.
Na fase mineral estdo presentes grande quantidadesthto de célcio denominado
apatita bioldgica, tracos de ions magnésio, catboinedroxila, cloro, flior e citrato
(Cui et al, 2007); a fase organica esta representada poasfide Col, proteo e
glicosaminoglicanas e moléculas sinalizadoras (cotmarménios, fatores de
crescimento e citocinas). As fibras de Col propmram ductilidade aos ossos enquanto
os cristais de HA, resisténcia a compressado. Retido das atividades teciduais estao
as principais células Osseas: células osteopragasjt osteoblastos, ostedcitos e

osteoclastos.

A substituicdo tecidual 6ssea ocorre por interméd® moléculas de
comunicacao entre células, horménios sinalizaderdss proprias células do tecido.

Osteoblastos e osteoclastos trabalham de mane@anitia e integrada na deposicao e

15



degradacéo da matriz, respectivamente. Os ostéoblasoduzem cadeias de Col - que
serao posteriormente mineralizadas — enquanto tesatastos controlam o pH local e
produzem enzimas que irdo dissolver a fase mide@bsitada e degradar as proteinas
da matriz (Kikuchiet al, 1999).

A construcdo detalhada da nanoestrutura do osda a#éo foi bem evidenciada.
Apesar da matriz estar supersaturada por calasfatb depositados, isso ndo provoca
a mineralizacao de Col ou de outras substancianmas sob condicdes saudaveis no
processo de remodelacdo. Dessa maneira, € assguaddgumas condi¢cdes quimicas,
por exemplo, altas concentracdes dos jorfs €8Q*, temperatura (4C) e o pH (8-9)
na regido da calcificacdo, sdo necessarias patalarmpa do ambiente que culminara no

processo de mineralizacéo das fibrilas de Col (&liket al, 2004a).

Os modelos atuais vém indicando que sitios hidioé&be hidrofilicos sao
potenciais locais de mediacdo para a formacao alider tecido. Adicionalmente, as
regides flexiveis da molécula de Col podem atuamdeeira importante em relacéo as
regides Yap' e localizacdo de calcio e fosfato (Cei al, 2007). Provenzano &
Vanderby (2006) sugerem que, durante a fibrilogéngsoteoglicanas guiam e
estabilizam a formacdo e amadurecimento das fibrila Col formando ligagbes
cruzadas. Estudos mostram que decorina, limucéibranodulina atuam regulando a
organizacdo na formacao e mineralizacao das fieaSol (Zhanget al, 2010; Bahtet
al., 2008; Landis & Silver, 2002).

InvestigacOes anteriores indicaram que a nucleag®o nanocristais de HA
ocorre com a interacdo de sitios negativamentegaalos, como 0s grupos carboxila
(Kalita et al, 2006). Este esta presente em grande quantidadmoléculas de Col e,
em pH neutro, apresentam-se sob a forma de =GDgue favorece a quelacao de ions
célcio (Cuiet al, 2007). E presumido que a atracéo eletrostaticage-COOCAOU (-
COO)Ca e —O-Chna inducgédo da nucleacdo da apatita. Apesar dgascapsitivas de
alguns amino-grupos poderem formar ligacdes i6reoas grupos carboxila, isso pode

acelerar a interacgéo de ions fosfato com Rg2aa formar HA (Cuét al, 2010).

A partir das concentracfes adequadas, ocorre afara@hico entre ions calcio e

fosfato que, posteriormente, sofrem um processtamsicdo e interconversdo. Como
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consequéncia, formam-se varios arranjos cristalaesnativos (de graus variaveis de
complexidade), com orientacéo preferencial ao degacéo das fibras de Col. Uma vez
iniciada a formacao dos cristais de HA, eles teimler crescer e a catalisar a posterior
cristalizacdo de fosfatos de calcio, mesmo nosidogae as concentracdes de ions

calcio e fosfato sejam semelhantes as do niveingiaso (Comarck, 1991).

Diferentes fatores parecem atuar, sinergicamenteeoiorma permutavel, para
iniciar a deposicdo mineral. Ainda ndo estd muidnocse a fase sélida primeiramente
formada é amorfa ou cristalina. Landis & Silver@2Ppsugerem que a formacéo mineral
€ mediada por uma combinacéo de efeitos bioldgitsisp-quimicos e biomecanicos
no tecido.

Il. 6- CELULAS OSTEOPROGENITORAS

O o0sso é um o6rgao composto por diferentes tecidos capacidade de
sustentacdo do organismo. Adicionalmente, funcemmao reserva de ions calcio e essa
capacidade é devido a sua matriz mineralizada. #tizv&D de colageno, secretada por
células Osseas denominadas osteoblastos, sofre nacespo de maturacdo e

mineralizacéo, torna-se rigida.

De maneira a renovar e manter o equilibrio fisimdg permitindo o
crescimento e reparacdo dos 0ss0s, um processtamiengle remodelacdo Ossea
provoca a degradacdo e deposicdo continua da mdisse processo de
rejuvenescimento 6sseo, mantém a integridade desektqg removendo a matriz é6ssea

antiga com alta densidade mineral e alta prevaéheimicroestruturas (Kassem, 2008).

Nesse processo, células da linhagem Ossea saotadagupor células
mesenquimais (também chamadas de células da mésaisuou estromais),
diferenciando-se em células denominadas osteobla€isteoblastos possuem como
funcdo, entre outras, produzir colageno do tipqule irA compor a matriz organica
ainda ndo mineralizada (matriz ostedide). De mareintraria, células hematopoiéticas
precursoras de osteoclastos, unem-se formandoasémmultinucleadas (osteoclastos)
com capacidade de digestdo da matriz. Estas cémdesem-se as superficies

sinalizadas, dissolvendo a fase mineral e digerandoatriz organica. Esse processo é
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controlado por diversos fatores de sinalizacéo, temamio-se um equilibrio saudavel
entre a deposicao e a degradacéo da matriz (Katsog & Ng, 2004). Essas regides
de deposicao/reabsorcdo apresentam unidades @sskmelulares (conhecidas como
“bone multicellular units” ou “BMU”) e mediam o processo de rejuvenescimento do

osso (Kassem, 2008).

Embebidos nessa matriz, encontramos células Os&gasninadas osteocitos.
Iniciado o processo de maturacao, os ostedcitatupesn prolongamentos sob a forma
de canaliculos, se interconectando e se comunicaodo osteoblastos e células
osteoprogenitoras. Esses canaliculos sdo mantidesmm apdés o0 processo de
mineralizacao total. Durante os processos de pBmjugaturacédo e mineralizacao, néo
s6 0 ambiente externo as ceélulas modifica-se conao pdpria estrutura interna e
atividades. Uma cascata de diferenciacdo culminatraasformacdo de células
indiferenciadas, ou pré-osteoblastos, em oste@slastposteriormente em ostedcitos
(Long, 2001; Aubin, 1998).

A renovacdo constante da matriz O0ssea € influeacipdlos estimulos
mecanicos.In vivo, o estresse mecanico é realizado através do fllexdiquido
intersticial que culmina na diferenciacdo de odesibs em ostedcitos e na
mineralizacdo da matriz. Osteoblastos e célulasengesmais vém demonstrando sua
sensibilidade quando submetidas ao esforco mecgfocgas de cisalhamento) em

experimentosn vitro (Yeatts & Fisher, 2011).

Como o0 0sso € um Orgdo ativo, um intenso processteovacao celular é
desenvolvido no interior dos ossos longos, dentramédula vermelha (presente no
interior do osso trabecular). A medula vermelhactigem das populagbes sanguineas
da série branca e vermelha (processo denominadatbeogse). Entretanto, inUmeras
populacdes celulares vém sendo identificadas e océnihecida a presenca de
compartimentos de células ndo-hematopoiéticas émidds como células da medula
estromal) (Kassem, 2008; Away al, 2002). Dentro desses compartimentos, as células
apresentam o potencial de diferenciacdo em linhagsteoblastica (Gronthost al,
2003; Bianceet al, 2001; Oyajobet al, 1999). A posicao desses compartimentos ainda
nao foi bem elucidada, mas sugere-se que elesamstkjcalizados nos espacos

perivasculares da medula 0ssea (Eara, 2008).
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Células osteoprogenitoras da medula estromal podem selecionadas e
cultivadas, apesar da baixa incidéncia (~0,0005%tatal de células estromais)
(Oyajobi, 1999). Existe uma heterogeneidade codaedentro dessa populacdo e essa
caracteristica culmina na formacédo de colonias adiferentes capacidades de
proliferacéo e diferenciacao (Xia al, 2010). Oyajobket al. (1999) afirmam que as
células osteoprogenitoras presentes nesses comgaidis apresentam diferentes
estagios de diferenciacdo. De acordo com os autaréase de selecdo das células
osteoprogenitoras oriundas da medula 6ssea dese éev consideracdo a marcacao
positiva ao anticorpo STRO-1, que reconhece todga@cursores estromais, incluindo
todos os osteoprogenitores (Oyajebal, 1999).

A manipulacdo de células primarias da medula Ogsmie trazer alguns
problemas, como a restricdo da fonte do materiati¢pte, por exemplo), variagdes
entre os pacientes (no caso de mais de um dodidutg, do potencial de crescimento e
alta heterogeneidade da amostra coletada. O ukiohdgens imortalizadas assegura 0s

resultados e reduzem os equivocos na interpretiygitesultados.

ll. 7- CULTIVO DINAMICO EM BIOREATORES

A aprovacgdo do uso dos “complexos” (arcabouco 3-€&ltlas progenitoras +
fatores de crescimento osteogénicos) criados pekngenharia tecidual parece ser
consenso na comunidade cientifica, aléem de tragmranca aos pacientes por ser uma
técnica revolucionaria. Entretanto, os produtossalesrea tém suas limitacbes. O
desenvolvimento artificial de sistemas mais commpdexcomo Orgaos, depende da
manipulacéo e interacdo de diferentes tipos e nesticelulares. O organismo humano
apresenta uma complexa comunicacéo e sinaliza¢éandiferentes sistemas, 6rgaos
e tecidos. Mimetizar tantas variaveis € um pajfetidmesmo para uma area que

agrega muitos conhecimentos diferentes.
A cultura de células data do inicio do século XX.cAltura de células
tradicionalmente utilizada nos dias atuais promogedesenvolvimento de inUmeras

terapias, curando doencas e salvando vidas. Emiveta cultivo de células em
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ambiente estatico apresenta alguns incovenientesseg agravam quando estruturas 3-
D séo utilizadas como suporte para o crescimentitaceSao eles: heterogeneidade nas
concentracdes de oxigénio e nutrientes - com comesee aporte inferior no interior do
arcabouco; acumulo de excretas; restricdo nas @idesndos arcaboucos (Raethal,
2011; Davidet al, 2011, Zhangt al, 2009).

Estruturas 3-D apresentam dimensées macrométrioss. arcabougos ou
membranas utilizados na bioengenharia tecidualrideueser extensos e espessos, para
permitir o total preenchimento da lesdo uma veicagbs. Para a otimizacdo do
material usado e aceleracdo do reparo, esses amt&iD preé-colonizados por células
do paciente. Neste caso, o cultivo das célulasnterior das matrizes 3-D deve ser
realizado dentro de camaras de fluxo continuo devamtas “biorreatores” (Kinnegt
al., 2011; Rauhet al, 2011; Yeattset al, 2011). O desenvolvimento de novos
biomateriais vem sendo acompanhado pelo incremde8ses equipamentos que

facilitam, monitoram e controlam processos biolégiou bioquimicos.

Biorreatores vém sendo utilizados desde as duasaslidécadas pelas industrias
de fermentacdo, dejetos, tratamento de agua, pa@oesto alimentar e producdo de
farmacos (Davicet al, 2011; Zhanget al, 2009). A producdo de biomoléculas por
células nao-aderentes no interior de grandes himnes ja vem sendo desenvolvida
com sucesso na producao da insulina humana, panpdxeOs novos conhecimentos
em modelagem e simulacdo permitiram os calculoadedes em entrada e saida de
fluidos, controlando o suprimento de nutrientessega pH e osmolaridade, forcas as

quais as células sdo submetidas, entre outros.

Os biorreatores utilizados atualmente em bioengentexidual sdo divididos de
acordo com o movimento do fluxo: movimento rotaidno interior de uma camara
(“spinner flasks” e “rotating walls”) ou passagem do fluxo em perfusdo. Os sistemas
rotatérios encontrados nos primeiros biorreatofgesentam limitacdes, criando um
gradiente homogéneo na superficie das amostrasnepseetracdo de oxigénio e
nutrientes em seu interior; sistemas em perfus&o d€monstrando bons resultados,
com colonizacdo de materiais 3-D pelas células meato da diferenciacéo
osteoblastica (Yeatts & Fisher, 2011b).

20



O célculo da vazéao utilizada no interior dos biatoees possibilita conhecer os
valores das taxas de cisalhamento e, consequerteerasrforgcas e estimulos aos quais
as células estdo expostas, além do alto suprimémtglicose requerido. Também
demonstrou-se que células mensenquimais, neuesbeonarias retém a capacidade
de diferenciarem-se em suas respectivas linhageasdq submetidas a sistemas

dindmicos em biorreatores (Kinneyal, 2011).

Para a bioengenharia no tecido 0sseo, 0 uso dediores objetiva colonizar de
forma uniforme e homogénea o interior do arcabqnéo apenas na superficie) (David
et al, 2011), além de provocar estimulos nas célulasstap as mudancas de presséo
hidrostatica, tensdes diretas na superficie celaldormacdo de campos elétricos.
Diversos autores (Kinnegt al, 2011; Yeatt®t al, 2011), descrevem as consequéncias
das tensdes de cisalhamento causadas pelas cer@dmteonveccdo do fluxo no
fenotipo, metabolismo e capacidades proliferativdeediferenciagcdo em osteoblastos

humanos.

Células da linhagem osteoblastica séo influencipdasstimulos mecanicos e
essa propriedade incentiva o desenvolvimento denptexos bioengenheirados” no
interior de biorreatores (Yeatts & Fisher, 2011;0dy & O’Brien, 2010). Jaasnet al.
(2008) observaram que os estimulos mecanicos exaldastos aumentou 800-1200% a

producao de prostaglandina E2 em comparacéao cauttivocestatico.

Uma propriedade determinante para o sucesso daizatdo do arcabouco 3-D
e saude celular é a concentracao celular inocukadalesédo e reconhecimento célula-
célula sao fatores determinantes para a contineidadpopulacéo celular cultivada na
matriz. Uma vez que os arcaboucos 3-D apresentandgs dimensdes, um elevado

nimero de células deve ser utilizado.

Adicionalmente, deve-se pensar na extensa areapgficie e no volume do
biomaterial. A porosidade, natureza do materiabdgem, geometria do arcabouco,
tamanho, anisotropia, grau de interconectividade ploros, posicdo no interior do
biorreatores e viscosidade do meio também devernossiderados para 0 sucesso do
biomaterial (Kinneyet al, 2011).

21



De maneira geral, a utilizacdo de biorreatoredativamente recente no campo
da bioengenharia tecidual. A determinagédo da vawia cada tipo de camara de
biorreator, arcabouco 3-D utilizado e tipo celutstequado é recomendavel para o

planejamento e desenvolvimento cientifico.
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lli(a)- OBJECTIF GENERAL

Comme objectif général, cette these a été déevéwppour étudier le
comportement des cellules ostéoprogénitrices @dtivdans um systeme tridimensionel
(3-D). Une matrice 3-D composée de collagene etditbkyapatite a été proposée pour
des applications en Ingénierie Tissulaire. Troiaditions de culture ont été établies:
statique, dynamique basse vitesse et haute viteesecomportements d’adhésion, de
prolifération et de différenciation cellulaire oété étudiés et, ses résultats, analysés
statistiquement. Les événtuelles différences chievstructurales du matériau ont été

aussi observées.
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llI- OBJETIVO GERAL

Como objetivo geral, estudou-se o comportamentolazee a influéncia de
diferentes condigcbes de cultivo em células ostemritoras cultivadas em um

arcabouco compdésito 3-D reticulado composto paolidpatita-colageno.

l1l.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como obijetivos especificos desse trabalho, podeitars

» Produzir, reticular e caracterizar fisico-quimicamee o arcabouco
compésito 3-D baseado em colageno e hidroxiapatita;

» Estudar o comportamento inicial de adesdo dasastagdteoprogenitoras
estromais em cultura tridimensional (em contato ccemcabouco);

» Avaliar o comportamento de proliferacdo, colonizagidiferenciacéo
das células osteoprogenitoras sobre os arcabontgambiente estatico;

» Avaliar o comportamento de proliferacdo, colonizagidiferenciacéo
das células osteoprogenitoras sobre o arcaboucodgab diferentes
vazbes em cultura dinamica;

» Observar modificagdes estruturais e fisico-quimicasarcabouco tri-
dimensional compésito submetido as diferentes odedide cultivo.
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IV(a)- MATERIAUX ET METHODES

Le collagéne utilisé pendant cette étude a étéaiextilu tendon d’Achilles
bovine. Le tendon a été lavé, coupé en petits rarcé3mm) et traité avec une
solution d’acide acétique 0,5M + 10% de pepsinedpah24 heures a 30. Apres la
totale élimination des telopeptides, la solutionfibees de collagéne dissociées a été
centrifugée (90000G) et les fibres ont été préégatem contact avec une solution de
NaCl 10%. La solution a été dialysée en eau destiien acide phosphorique 36,52mM

et conservée 8@ jusqu’a son utilisation (Figure IV.1).

Pour la synthése de la matrice 3-D composée parfidess de collagéene
minéralisées par I'hydroxyapatite (50/50 wt%; Cd/3¥), une solution de nitrate de
calcium et la solution de collagene conservée édegohosphorique ont été ajoutées
dans um bécher sous les conditions de synthésgatiag de 240 rpm, pH=9.0 a %B.
Ensuite au processus de minéralisation, les filbngséralisées ont été mantenues
pendant 3 heures sous les conditions de synthasespabiliser les crystaux formés
(Figure 1V.2). Le produit a été reticulé avec uméuson de glutaraldehyde (GTA) a
0,125%, lavé plusiers fois avec de I'eau destileg@philisé pendant 24 heures. La

matrice 3-D a été stérilisée par radiation gamm&@ly) (Figure 1V.3).

La matrice 3-D composée par collagéne et hydroatytepa été caractérisée par:
Diffraction de rayons-X, Spectroscopie d’Infraroug®licroscopie élétronique a
balayage (MEB) et a transmission. La porosité aéételiee par: le déplacement de
liquide et I'analyse d’'images sur les coupes demi ghistologie). La cytotoxicité a été
observée a travers de trois méthodeskitlCytotox, Xenometrix (tests: XTT, crystal
violette et rouge neutre) (normes ISO 10993-12 @93b); (2) analyse de la présence
de GTA dans les solutions en contact avec la neatriticulée; (3) analyse de la
viabilité cellulaire utilisant les extraits de laatrice réticulée (norme EM 30 993-5). Les
libérations et/ou adsorptions d’'ions calcium et gptaate ont été quantifié par des kits

Diasys
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Des cellules ostéoprogénitrices stromalles ontcétévées sur la matrice 3-D
pendant 24 heures, 3, 7, 14 et 21 jours. Leur compents d’adhésion, de prolifération
et de différentiation ont été observés sous |dérgifites conditions proposées. Avant la
culture cellulaire, les échantillions ont été inésitpendant 24 heures dans de milieu de
culture complet (Iscove’s avec L-glutamine + 10% sFum de veau + 100U/ml
penicilline G, 100pg/ml streptomicine sulfate +°M)de dexametasone). Un total de
5x10 cellules par échantillion a été inoculé. Dansesues conditions, les cellules ont
été mantenues pendant 24 heures dans la condidtbque pour promouvoir la total

adhésion. Les conditions de culture peuvent étrisé&ks comme:

(1) Statique: les cellules sur les échantillions oétcititivées pendant toute la durée
dans des plaques de 24 puits. Le milieu celluleoraplet a été changé chaque 2
jours. Pour les analyses, les échantillions ontlépdacées dans une autre plaque

pour éviter des faux positifs.

(2) Dynamique basse vitesse: apres la total adhéslhtage, les échantillions ont
été fixés dans des bioréacteurs. Un flux de 0,08mla été établie, entre les
bouteilles d’ “entrée” et “sortie” (Figure 1V.9).rUvolume de 50ml passait par
I'intérieur du bioréacteur par jour. Pour les asaby qui ont utilisées le milieu,

les solutions de “sortie” a été résérvées.

(3) Dynamique haute vitese: apres la total adhésidualaee, les échantillions ont
été fixes dans des bioréacteurs. Un flux de 0,3mlaArété établie. Néanmoins,
em visant le volume total par jour, um flux ferna&€c une bouteille unique) a
éte placé (Figure IV.10). Pour les analyses quiubifisées le milieu, la solution

a été résérvée.

Pour étudier la viabilité cellulaire, il a été igd le méthode du MTT. Pour la
colonization de la matrice 3-D, les noyaux ont@téervés par DAPI (Microscopie de
fluorescence). La morphologie cellulaire a été olse par MEB. La différentiation
cellulaire a été quantifiée par des dosages depplatsse alkaline, osteocalcine et pro-

collagene du type I.
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IV. MATERIAIS E METODOS

IV. 1- EXTRACAO DO COLAGENO BOVINO E PRODUCAO DO
ARCABOUCO COMPOSITO HIDROXIAPATITA-COLAGENO

O tendao bovino foi recebido ainda fresco e lavamotado em pedacos de
aproximadamente 3nmhe triturado em multiprocessador. O triturado fissdciado em
solucdo de &cido acético 0,5M (Vetec, Brasil) eapa retirada dos telopeptideos,
utilizou-se 10% (p/p) de pepsina (Sigma-Aldrich, )JlK3FC por 24 horas. A retirada
dos telopeptideos diminui a imunogenicidade dasadilem contato com os tecidos
naturais do organismo. Apés a total dissociacaofitheas, a solucdo centrifugada a

900006G.

Para isolar as fibras de colageno em relacdo amsoptoteinas do tendao
bovino, foi realizada uma precipitacdo salina zaitido uma solucao de cloreto de sddio
(NaCl — Vetec, Brasil) a 10% (p/v). A solucao fmentrifugada a 3000rpm e o
precipitado novamente dissolvido em solu¢édo deoaattico 0,5M. A fim de remover
totalmente os cristais de NaCl, a solucdo sofreupnaotesso de didlise em agua
deionisada (KDd) por 2 dias. Em seguida, houve a substituicaagda por solucao de
acido fosforico 59,32mM (Merck, Brasil), permanederem dialise por mais 2 dias. A
Figura IV.1 esquematiza as diversas etapas enaslvid extracdo do colageno.

Extracao do coliageno bovino

0.5% acido acético

r-q_/-——éi 10% pepsina

&4

Figura IV.1: Diagrama da extracdo das fibrilas d&geno através da dissociagdo das

fibras pela solugdo de acido acético 0,5M, 10%egesina a 3C.
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A maioria dos colagenos fibrilares séo solUveisaxds pHs. Quando o pH é
ajustado para proximo ao neutro e a temperaturdrpada fisiologica, a formacao de
fibrilas ocorre espontaneamente, resultando eniasbde maiores diametros ligadas
entre si (Roschgeet al, 2008). A partir dessa propriedade, as fibrilasGitg¢ em

solucgéo acida foram conservadas@ 4té seu uso na producéo do arcabouco .

Para a produgdo do arcabouco compdésito hidroxtapadidgeno (HA/Col)
(50:50wt%), duas solucdes foram adicionadas comixdlia de bombas peristalticas
(0,9ml/min) em um bécher contendo, previamente, |2Zkgnagua ultrapura, segundo
esquema da Figura IV.2. A solucdo contendo addide Col resultante da didlise em
acido fosforico foi mantida em temperatura ambieeteuanto era preparada a segunda

solucéo de nitrato de célcio (37.2mM) (Merck, Bljasi

38°C

. pH=9

f:. & .:/)

H;PO, + Col Ca(NO;),

\ WAL/
.-

Figura IV.2: Diagrama do processo de sintese dabarg;o compadsito HA/Col.

Durante toda a sintese, a temperatura e o pH fajastados para 38 e 9,
respectivamente. De acordo com Kikuéhial. (2004a,b) e Liuet al. (2009), estes
seriam a temperatura e pH 6timos para o maximadieacao e crescimento de cristais
de HA nas fibrilas de Col em processo de associ&@gundo Kikuchet al. (2001), o
pH=8-9 é préximo ao ponto isoelétrico do Col, agretp e/ou precipitando as fibrilas
de Col. O pH foi ajustado e mantido através dejgaiento de NKOH concentrada

(hidréxido de amdnio P.A., Merck, Brasil).
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A solucédo de sintese foi agitada (240rpm) atrav@sumda haste presa a um
agitador mecéanico a fim de promover o maximo deragio entre as fibrilas de Col em
processo de reorganizacdo e os ions calcio e dodfégura 1V.2). Durante todo o
tempo de envelhecimento (3 horas), as condi¢cosfntiese foram mantidas. Ao final do
processo, 0 material produzido permaneceu 24 hemagemperatura ambiente sem
agitacdo. Posteriormente, o sobrenadante foi detieao material compadsito foi lavado
com HO deionisada (pH=7,4) para a retirada do excessbidi®xido de aménio

utilizado durante a sintese.

IV. 2- RETICULACAO

Devido a rapida perda estrutural do material emiani® de cultivo celular
(ambiente aquoso a %7), houve a necessidade de se promover ligacGeadas entre
as fibras de Col que compdem o material. Nestaltnab utilizou-se a concentracdo de
0,125% (v/v) e o processo de reticulagcdo quimicavés do agente reticulador
glutaraldeido (GTA) (TedPella, USA). Apesar de sesD ser questionado pela
comunidade cientifica, sua capacidade de aumentesisténcia a degradacdo motiva
sua utilizacdo em concentracdes e processamengosagugerem produtos citotoxicos

para o organismo.

Apos a fabricacdo do material compasito, estedfiiculado através da adicéo de
uma solucédo de GTA de concentracéo final 0,125%) @/um bécher contendo agua

destilada pH=7,4 por 30 minutos sob agitacao dep240

Posterior ao processo de reticulacédo, as amosiras fextensivamente lavadas
(3x) com HO desionisada (pH=7,4). Estas foram moldadas emdesale PVC (8mm
de diametro e 6mm de altura) e liofilizadas porhiddas. Todas as amostras foram
esterilizadas por radiagcdo gama (25kGy). Os difeserprocessos envolvidos na

producao do arcabouco estao exibidos na Figura V.3
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Material produzido sob condic¢des de sintese
24h em repouso

\_l

0,125% GTA solucéo aquosa Lavagens com 0d pH 7,4 e

30 minutos sob agitagéo 240rpm g centrifugacdo a 3000rpm

Moldagem em cilindros de silicone

_______» Liofilizag&o por 24 horas

l

Esterilizacao por radiagcdo Gama
25kGy

Figura IV.3: Diagrama do processo de reticulacdmldagem e esterilizacdo do

arcabouco compdésito HA/Col.

Para o cultivo celular, as amostras cilindricadilizadas foram cortadas na

metade da sua altura (3mm).

IV.3- CARACTERIZACAO DOS ARCABOUCOS

Amostras do compdsito produzido, reticulado e laclo sob as diferentes
condicbes de cultivo foram caracterizadas por dagrtécnicas a fim de obter o
maximo de informacdes sobre as propriedades esisite fisico-quimicas, e suas
modificacdes. Amostras com células cultivadas tamidéram observadas e seu
comportamento estudado. As técnicas serao relateskguir.

IV.3.1- Difracado de raios x (DRX) e Espectroscomia infravermelho com

transformada de fourier (FT-IR):

A fim de caracterizar o fosfato de célcio produzidoprocesso de sintese foi

realizado sem a presenca de fibrilas de Col solmesmas condi¢cdes de reacéo
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utilizadas na producéo do arcabouco. O p6 resalfantratado em forno a 108D por
15 horas, caracterizado por DRX (Bruker, D8FocUSAle examinada a presenca de
oxido de célcio - toxico as células - seguindo amaofrancesa NF S 94-066.

Para a verificacdo da presenca de Oxido de césia@mostras calcinadas no
forno foram solubilizadas com,B deionisada contendo uma pequena quantidade de
fenoftaleina (indicador &cido-base). A partir dacéo apresentada abaixo (Equacéo
IV.1), os ions (OF provenientes da reacdo do Oxido de calcio congua,ae sua

posterior dissociacao, sao detectados pela coloraga.

Equacdo IV.1: Reacdo do éxido de célcio com a 4gua.

CaQg) + H:0r) «—> Ca(OH)aq)
Ca(OH)(aq) «—> C&'aq)+ 20H (g

O arcabouco compdésito HA/Col também foi observaolo@RX. Comparou-se
0s picos obtidos no difratograma do fosfato deie&alcinado com os picos obtidos

durante a sintese do arcabou¢o HA/Col (em pressiarilas de Col).

Para a analise em DRX, o difratdmetro foi operadm cradiacdo CulK
(A=1.54). As condicOes utilizadas foram: 33kV, 50nm&remento de 0.02, entre 5 e 60
graus por 5 segundos. Os difratogramas resultéotesn comparados com as fichas-
padrdo A09-0432 e 09-0169 na database do ICDie(national Center for Diffraction
Data, formerly JCPDS - Joint Committee of PowddifrAction Standards

Para obter os modos vibracionais dos grupament@siacps presentes no
composito HA/Col, as amostras liofilizadas foramstumiadas a brometo de potassio
(KBr) (10% a 5% p/p) e prensadas sob a forma dallpes Amostras do Col bovino
extraido (liofilizado) e do fosfato de calcio pradio sob condicbes de sintese sem a
presenca de fibrilas de Col também foram estudadmsmsiderados como controles. Os
espectros de FT-IR foram obtidos em espectrofot@m(&T-IR, Spectrum100, Perkin
Elmer, EUA) por refletancia total atenuada. Os nsodibracionais dos grupamentos
quimicos foram identificados. Todos os espectraanfiocoletados entre 4000 to 400cm

! com resolucéo de 4.00che nimero total de varreduras de 100.
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IV.3.2- Termogravimetria (TGA):

A utilizagdo das técnicas de andlise térmica dabamegco composito HA/Col
permitiu avaliar a resisténcia a temperatura doer@tformado por fibras de Col
mineralizadas e reticuladas com GTA. As amostrasgasadas foram cultivadas em
diferentes tempos sob condicdo estatica. Esperwgatsr informacdes sobre a perda da
resisténcia a degradacdo térmica através de ursé&vpbguebra das ligacdes cruzadas e
liberacdo de GTA durante os 21 dias de cultivo.chaialmente, pode-se estimar a

relacéo entre a fase organica (Col), inorganica)(élAgua adsorvida

(a) TGA:

As variacoes de massa em funcédo da temperaturap® ttoram analisadas por
andlise termogravométrica (TGA 85Mettler Toledo, US). O objetivo foi observar o
comportamento do arcabouc¢o compaésito HA/Col sotoasgicdes de cultura (ambiente
Umido a 37C) apods os 21 dias, uma vez que, através da daridedurva obtida, pode-

se estimar as temperaturas de inicio e fim do psacde perda.

As analises de TGA foram realizadas em ar, com taxea de aguecimento de
10°C/min e uma amplitude de 30 a 1200

IV.3.3- Microscopia eletrbnica de varredura (MEV}ransmissao (MET) e

Espectroscopia de energia dispersiva (EDS):

O MEV foi utilizado com o intuito de se conhecangroestrutura do arcabouco
compoésito HA/Col, avaliar a capacidade de mineagho das fibras, a microporosidade
da superficie e 0 comportamento e morfologia cellen detector para espectroscopia
de energia dispersiva (EDS) acoplado ao microscéfgtronico foi utilizado para

verificar o perfil quimico do arcabouco compdésita/Bol.

As amostras foram fixadas com solucdo Karnovskyposta por GTA 2,5% e

paraformaldeido 4% em tampdo cacodilato de so6dib €,0,1M por 24 horas.
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Sucessivas lavagens com tampado foram realizadas add retirar totalmente os

reagentes utilizados.

O processo de desidratacdo deu-se em bateriaa® atdico (Sigma-Aldrich,
UK) com concentracdes crescentes de 50, 70, 851@®%. Para MEV, apos a total
substituicdo da &gua por alcool, as amostras faaras através do uso da solucao
alcodlica 100% + etanol/hexametildisiliazano (HMBSFluka/Sigma-Aldrich, UK)
(1:1, v/v) durante 30 minutos, seguida de mais 8tutas em solucéo pura de HMDS.
As amostras permaneceram em contato com o ar duf8ritoras para total remocéo do
liguido. Para visualizacdo ao microscopio (Quar@f 4 FEI, USA; JEOL modelo
JSM6460LV, USA), as amostras foram cobertas por cemaada de ouro e observadas
em 15kV.

Para a avaliacdo do processo de mineralizacaoibidast de Col em nivel
nanométrico, foi utilizado o MET. Ao final do pres® de desidratacdo (etanol 100%),
as amostras foram impregnadas em resina Spurr™P¢€llagd USA) (através de trocas
sucessivas e crescentes de resina em solucéoicddadlembutidas em resina €0
Cortes ultra-finos (60-80nm) (ultramicrotomo RMCower TomeX) foram corados
com citrato de chumbo (TedPella, USA) por 15 misw@acetato de uranila (TedPella,
USA) por 30 minutos e observados ao microscopitréeleo de transmissao (FEI,
Tecnai G20, USA).

Através do processamento de imagens, as dimens8eBbdas de Col e dos
cristais de HA foram mesuradas. Adicionalmentearforobservadas a orientacdo e

disposicéo dos cristais embebidos na matriz organic

IV.4- POROSIDADE

A porosidade do compdsito foi analisada por 2 diiegs métodos. Uma
porosidade geral foi calculada utilizando o solgeatganico Hexano (Hexane 99%,
Spectrosol, SDS, France). O outro método utilizewcartes histolégicos corados com
picrosirius e o tratamento de imagem (Imatjepéra a obtencéo dos resultados.
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IV.4.1- Hexano:
O método utiliza o deslocamento do liquido de umlume conhecido pela

amostra analisada. O hexano possui a capacidaoend&rar na matriz sem deforma-la.

A partir da equacédo abaixo, pode-se determinar@sjtade das amostras:

Equacéo IV.2: Calculo da porosidade por deslocamaaiiquido

8(%) = (V]_ — V3) / (V2 — V3) x100

onde:
V= Volume inicial de hexano conhecido;
V.= Volume total de hexano + material impregnadooninutos;

V3= Volume residual de hexano apoés a retirada dorrahte

Para o calculo da porosidade, um n=4 de amostrasdlizado em um volume

inicial de 4 mililitros.

IV.4.2- Histologia e analise de imagens:

As amostras correspondentes a cada tempo de calttemdicdo foram fixadas
durante 24 horas em solucdo de formaldeido tampoaatD% (Sigma-Aldrich, UK).
Apoés a total fixagdo, as amostras passaram pog&@edicrescentes de alcool etilico (80,
90, 100%) e de xileno (Sigma-Aldrich, UK) por 1 &ocada. As amostras foram
impregnadas em parafina (Fisher Scientific, UK)patidas em blocos e cortadas em
cortes finos de 15um. Os cortes foram posicionadedaminas de vidro previamente
tratadas em solucdo aquosa 20% de poli-I-lisingn{&tAldrich, UK) durante 20

minutos.

No momento da utilizacdo das laminas com os coettas foram postas dentro
da estufa a 6 durante 2 horas a fim de derreter o excesso dafima Banhos
sucessivos de xileno (3x 10 minutos), de etanolkd(8x 10 minutos) e de agua
destiladas (2x 10 minutos) foram realizados. Uma neehidratados, os cortes foram

corados através da coloracao de Picrisirius dasziseguir.
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a. Picrosirius: observacdo de fibras colagenas

Os arcaboucos ndo cortados e as laminas com ¢orées incubados durante 1
horas em solucdo de Bowin (EMS Euromedex, Frangajeenperatura ambiente. As
amostras foram incubadas por mais 1 hora e meiso&ingéo de Sirius Red (0.1% em
acido Picrico) (EMS Euromedex, Franca) e lavadaslaanente com solucédo de acido
hidrocloridrico 0.01M (Sigma-Aldrich, UK). As lamas foram desidratadas (3x de
xileno e 3x de etanol 100%, 10 minutos cada) e au@® com Entelldéh (EMS
Euromedex, Franca). Fibras de Col foram observadasiperficie do arcabouco e nos
cortes (15um) através do uso do microscopio debikanca e de fluorescéncia,
respectivamente (Olympus BX 51, USA). Como resuoltadde-se verificar: fibras

colagenas em vermelho vivo (observado em luz brandhiorescéncia).
Dois tipos de porosidades foram analisados: (19gidade paralela a superficie
superior do arcabouco obtida a cada 15um de profadd; (2) porosidade transversal

das amostras sob as diferengas condi¢des de cultivo

(1) Porosidade paralela a superficie:

Para a andlise da porosidade, duas amostras dwagoaforam embutidas em
blocos de parafina e cortadas. Os cortes de 15pamfooletados de maneira seriada,
totalizando 10 cortes de cada amostra (ou 150 ps).cortes foram corados e
fotografados aleatoriamente, resultando em 20 insg®r corte. Um total de 400
imagens foi capturado e tratado no programa Im3d€igura 1V.4). A porosidade foi

determinada pela razdo da area de superficie mddacem cada corte.

HA/Col 3-D

s ~~Hsum

Figura IV.4: Diagrama da secdo do arcabouco cortgpasada para o calculo da
porosidade paralela a superficie.
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(2) Porosidade transversal:

Para a andlise da porosidade transversal (FiguE, I¥ amostras submetidas as
diferentes condi¢des de cultura e tempo foram gEamas e cortadas. De cada amostra,
50 imagens foram capturadas. Utilizou-se o mesmtartrento de imagens (Figura

IV.6); a porosidade ao longo do cultivo foi detemada. Adicionalmente, as dimensdes
dos poros também foram verificadas.

HA/Col 3-D
S/
— ¥
g

Figura IV.5: Diagrama da secdo do arcabouco coripasada para o céalculo da
porosidade transversal a superficie.
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Figura IV.6: Tratamento de imagens pelo programagenJ® através de micrografias
de luz branca de sec¢des histologicas (15um) coamagicrosirius.
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IV.5- CITOTOXICIDADE

A presenca de citotoxicidade proveniente do pracess reticulacdo — ou
mesmo do processo de sintese — foi investigada métodos foram realizados com

objetivos diferentes e seus resultados foram irg&agos conjuntamente.

No primeiro, utilizou-se umnkit (Cytotox, Xenometrix, Germany) com trés
diferentes testes: XTT, relacionado a atividade abmdica; Vermelho neutro,
relacionado a integridade da membrana lisossom&yigtal violeta, relacionado a
densidade celular por coloracdo do DNA. De acomio a ISO 10993-5, um Unico teste
ndo € capaz de detectar a citotoxicidade dos bevramt O segundo método para
investigar a presenca de GTA livre foi a leitura dalucdes de saida de PBS do cultivo
do arcabouco apdés os 21 dias sem células sob aserdds condi¢cdes por
Espectroscopia no UV-Visivel. Utilizou-se a solug@oPBS para facilitar a leitura.

IV.5.1- Extrato do arcabouco apés a sintese — XWVermelho neutro e Cristal

violeta:

Os arcaboucos HA/Col (n=5) foram imersos em meicwaira DMEM (100
mg/ml) (Dulbecco’s Modified Eagle Mediynsigma-Aldrich, UK) livre de soro fetal
bovino (SBF) a 37C por 24 horas e os extratos foram coletados pagasaio de
citotoxicidade segundo as ISO 10993-12 e 10993rba Yolucdo a 1% de fenol foi
usada como controle positivo de citotoxicidade ténio em po (100mg/ml)como
controle negativo. ApGs a coleta dos extratos,obdtstos denominados MC3T3-E1
(subclone 14 - CRL 2594 — ATCC) foram incubadospatas de 96 pocos (1 x 10
cel/poco) e cultivados durante 24 horas em meio DMientendo NaHC®(1.2 g/L),
ampicilina (0.025 g/L), estreptomicina (0.1 g/L¥@plementado com 10% de SBF a 37

°C em estufa Umida a 5% G/O5% ar.

Apos 24 horas de exposicao celular aos extrata#ptoxicidade foi avaliada
com um kit Cytotox. Os testes utilizados foram: 2,3-bis[2itary-4-nitro-5-
sulfofenil]-2H-tetrazolium-5-carboxanilida (XTT), é/fmelho neutro (NR) e Cristal
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violeta Dye Elution(CVDE). Os resultados de absorbancia foram obtatcsvés da
leitura da placa em espectrofotbmetro em UV-visifRebwerWave MS2, BioTek

Instruments, USA).

IV.5.2- Presenca de GTA livre nos extratos do arcabo apos cultivo:

O segundo método consistiu na medida da liberdedTA na solu¢do tampao
de PBS durante o processo de cultivo. Uma vez gj@e@stras do arcabouco entraram
em contato com o ambiente aquoso, a liberacdo d& @Heria causar desvios no

metabolismo e morte celular.

A solugdo de GTA a 0,125% (v/v) foi lida e sergamo controle positivo para a
presenca de GTA em solucdo aquosa. Uma solucaB8ddp utilizada como controle
negativo. Os espectros foram obtidos em UV-Visiealye os comprimentos de onda

350 e 200nm. A presenca de GTA livre pode ser ghdarem 235 e 280nm.

IV.6- CONDICOES DE CULTIVO

Com a intengdo de observar as diferencas estisiteirguimicas no arcabouco
compésito HA/Col e o comportamento celular quandte eserve de suporte para a
cultura de células, amostras do arcabouco compi@sam submetidas a trés diferentes
condicOes de cultura em diferentes tempos — 24sh8ra/, 14 e 21 dias. Para todas as
condicdes, o arcabouco tri-dimensional reticulaalad-hidratado durante 24 horas em
placas de cultivo de 24 pocos com 2 mililitros (i) meio de cultura completo. A
placa foi mantida a 3C em estufa imida a 5% G/@5% ar. As condicGes de cultivo

sao apresentadas a seguir:

(a) Cultivo Estatico As amostras foram mantidas nas placas de culterd4 pocos

durante todo o processo (2ml por poco). A cada diés o meio de cultura era
renovado. Para as analises realizadas no meioltl@@m presenca do arcabouco (ou
do arcabouco + células) o meio de cultura recupeesid devidamente classificado e

congelado para posterior andlise. Para as anabsd¢igadas no proprio compdésito +
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células, estes eram trocados de placa para euviacéjulas presentes no fundo do poco

pudessem contribuir com o resultado.

(b) Cultivo Dindmico As amostras re-hidratadas foram cultivas dengrdidreatores

Minucell$® (Minucells and Minitissue the home of the Minushe&tsmanha) (Figura

IV.7). Com um total de trés amostras por biorreagmtas eram posicionadas entre
“mini-suportes”, dando-lhes estabilidade (Figura8lV Para andlises realizadas em
meio de cultura, este era coletado, classificadcomgelado. Para as andlises do
arcabouco (ou do arcabouco + células), as amosteas simplesmente retiradas do

biorreator e utilizadas em seus respectivos proteatios.

et

Figura IV.7: Sistema dinamico e seus componentes. (&), esquema do sistema
dindmico com bioreator, garrafas de cultivo e sigsomposicionados. Detalhe do
bioreator utilizado (B), dos suportes que posiawras amostras (C), do biorreator
montado (D) e do sistema completo (E). Direito®aisMinucells®.
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Figura IV.8: Diagrama das amostras do arcaboucoCidAho interior do biorreator
Minucells’.

Duas velocidades foram selecionadas para o estnédmito:

¢ Cultivo dindmico em baixa vazddde acordo com o sistema dinamico

apresentado pela empredéinucells®, duas garrafas de cultura (250ml de
capacidade) denominadagntradd e “saidd foram posicionadas entre a
bomba peristaltica e o biorreator (Figura 1V.9). floxo constate de meio de
cultivo completo sob a vazdo de 0,03ml/min foi ma&do. A cada 24 horas,
aproximadamente 50ml de meio de cultivo passavaralemo biorreator,
nutrindo e oxigenando as células. A cada 4 diasaaafga entrada era

reabastecida com meio completo novo.

2

3
. 1

1 5

Figura IV.9: Diagrama do sistema dindmico em bai@aado. Em (1), reservatorio de

“entrada” de meio fresco de cultivo; (2) bomba gtéitica; (3) biorreator contendo 3
amostras; (4) tubo permeavel a gases para passagemeio e (5) reservatorio de

“saida” de meio de cultivo.

e Cultivo dindmico em alta vaza® volume diario correspondente a esse cultivo

€ extremamente custoso e, portanto, foi escolhideircuito fechado de
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alimentacdo. Um fluxo constate de meio de cultismpleto sob a vazao de
0,3ml/min foi calibrado. Uma garrafa de cultura 86 de capacidade) foi
denominada éntrada e saidae seu volume total trocado por meio completo

novo a cada 7 dias (Figura 1V.10).

2
3
@ 1

] 1

Figura IV.10: Diagrama do sistema fechado dinAm&u alta vazdo. Em (1),

reservatorio de “entrada” e “saida” de meio deiawlt(2) bomba peristaltica; (3)

biorreator contendo 3 amostras e (4) tubo permeagakes para passagem de meio.

IV.7- CULTURA DE CELULAS

Células osteoprogenitoras estromais foram utiéizgaab longo desse trabalho. As
células foram concebidas pelo grupo de pesquisprafessor Pierre Marie em Paris
(Franca) (Oyajobet al, 1999). Tratam-se de células estromais humanadalizadas
com baixa capacidade de diferenciacdo quando asltem meio de cultura néo-
diferenciador (auséncia de dexametasona, vitamiwoar@cido ascorbico). As células
apresentam morfologia poligonal — com evidénciaseles filopodios, alta capacidade
de proliferagdo e marcacao positiva para o antcd@pRO-1, sendo denominadas
STRO1. As células concebidas fazem parte da coloAia & qual possui a menor
producdo de fosfatase alcalina dentre as difereciénias oriundas dessa mesma

populacao celular, sendo entdo denominada Stro+1A.

O meio de cultivo Iscove’s com L-glutamina (SigmihAch, UK) foi utilizado
com adicdo 10% de soro fetal bovino, 100U/ml péneiG (Sigma-Aldrich, UK),
100pg/ml streptomicina sulfatada (Sigma-Aldrich, JUk 10°M de dexametasona
(Sigma-Aldrich, UK). Todas as células utilizadass®tese foram mantidas nos tempos
de cultivo em estufa imida a°87a 5% CQ/95% ar.
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Em todos os experimentos, células Stro+1A foraftivalas em garrafas de
cultura de 75caté atingirem 60-70% de sua confluéncia. Uma eezi-sonfluentes,
as células eram tripsinizadas (tripsina-etilenodiamtetra-acido acético (EDTA),
Sigma-Aldrich, UK), centrifugadas, contadas e satasanos arcaboucos 3-D
(5x1CPcels/amostra). De acordo com o volume de experibseriovas garrafas de
cultura eram refeitas, as células eram expandidés) solucdes celulares eram

congeladas e mantidas em nitrogénio liquido.

Para o cultivo das células Stro+1A nos arcabougospésitos HA/Col sob as
diferentes condi¢des, as células foram inoculadasas amostras e mantidas em placas
de 24 pocos (estatica) durante 24 horas. A esddhacubéa-las por 24 horas antes de
introduzi-las nos bioreatores foi uma forma encmdr de garantir 0 numero
populacional inicialmente pensado. Portanto, padad as condi¢cdes, o temprefd

inicia-se apds as 24 horas de cultivo para a adet@laas células (Figura IV.9).

Arcabouco composito
HA/Col

O O

g
= - Stro+1A
8 - —%‘fﬁé&‘% 5x10°cels/amostra

Hidratacdo 24h a 37°C

€= mm - ———
24h 7
3d H
7d
14d Estatico Bindmieo DinamiEo
Baixa vazdo altavazao
21d

0,03ml/min 0,3ml/min

MTT, MEV, DAPI, Ca*?, PO,3, FA, OC, PIP
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Figura IV.11: Diagrama da preparacdo das amoswaarcabouco compdsito para o
cultivo celular em trés condi¢cbes de cultura. FAsfdtase alcalina, OC= Osteocalcina;
PIP= Pr6-colageno |.

IV.8- CARACTERIZACAO E ESTUDO DO COMPORTAMENTO CELU LAR
SOB DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO:

IV.8.1- Viabilidade celular:

A viabilidade das células STRDA foi determinada pelo método do MTT (3-
{4,5-dimetiltiazol-2-yl}-2,5-difenyl-2H-tetrazoliurbromide, Sigma-Aldrich, UK). As
amostras correspondentes ao tempo e condi¢éo tkeac(drcaboucos + células) (n=6)
foram incubadas durante 3 horas em 500ul de solde@dTT (5mg/ml, diluida 10x) a
37°C em estufa umida. Apés a completa conversadvidd pelas mitocondrias
celulares, este foi removido e substituido por b@@usopropanol acido (300 HCI (1N)
/ 100ml de isopropanol). Apés 10 minutos, a solug@asopropanol foi lida a 570nm
em leitor de ELISA (ELX, 800UV, Biotec Instrument$yC). Para cada amostra, 3

mensuracdes foram realizadas.

A fim de obter, a partir da absorbancia, o nimeraélulas em cada amostra,
uma curva base foi feita (Figura 1V.10). Para isplaqueou-se 5 concentragdes
crescentes de células Stro+1A em duas placas tigactdadicionais. Apés 24 horas de
incubacdo em estufa Umida, uma placa recebeu ulmgdsode MTT e foi incubada
durante 3 horas. As absorbéancias foram obtidaséstrala leitura da solucdo de
isopropanol a 570nm em leitor de ELISA. Na outiecpl as células de cada pocgo foram
tripsinizadas e contadas manualmente em camaraeabalier. Realizou-se o grafico
“absorbancia x numero de células” e a equacao tdafoeutilizada durante todo esse

estudo para a conversao das absorbancias em ndeeétulas.
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Figura IV.12: Grafico referente a linha base ddslagé Stro+1A. A equacéo da reta foi
utilizada para a conversdo das absorbancias lielasnpétodo do MTT em namero de
células.

IV.8.2- Colonizacao celular:

 DAPI: observacao dos nucleos celulares

Para a observacdo dos nucleos celulares utilizoceses histologicos das
amostras. As laminas histolégicas foram lavado$&a e permeabilizados durante 15
minutos com solucdo 0,2% em PBS de Triton-100X nf@ighldrich, UK) em
temperatura ambiente. Apés a lavagem em PBS, tssdoram incubados com solugéo
de 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma-Aldr, UK) durante 15 minutos.
Uma vez marcados, os cortes foram fotografadodoslamente (50 imagens) e o0s

nacleos celulares observados e contados (OlympEUsSIBUSA).

As imagens foram tratadas de maneira que a peé@etrdas células e a
colonizacéo das amostras pudessem ser mensuradagKmgura IV.11).
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Figura IV.13: Tratamento de imagens pelo programege J® através de micrografias
de fluorescéncia de secdes histoldgicas (15um) maceos celulares marcados por
DAPI.

IV.8.3- Diferenciacdo celular:

(a) Fosfatase alcalina (FA):

A atividade de FA foi medida usando p-nitrofenifeae (Sigma-Aldrich, UK)
como susbtrato em solugcdo tampao alcalina (20mMtrpfenilfosfato + 100mM
dietanolamino 98% + 10mM MgglpH 9.5) em temperatura ambiente. As amostras
(arcabouco + células) foram retiradas do cultiosadas em PBS, permeabilizadas
com solucdo aquosa 0.5% de Triton X-100 (SigmaigidrUK) e incubadas com
solucéo de substrato durante 30 minutos°& 3Para finalizar a reacéo, foi adicionado
um mesmo volume de solugéo de EDTA (0.1M EDTA emNAOH).

A densidade otica foi lida em placa de 96 poco® peitor de ELISA (ELX,
800UV, Biotec Instruments, INC) no comprimento ded@ a 405nm. Os resultados
foram calculados para a obtencdo da concentracddLée por célula. Para cada

experimento, um n=6 foi realizado, com 3 leitunascada.
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(b) Osteocalcina (OC):

A concentracdo de osteocalcina secretada pelagdaséem processo de
diferenciacdo osteoblastica foi mensurada atravesish dokit comercial Gla-type
osteocalcin EIA(TANAKA Bio INC., Japéo). A placa de 96 pocos mete nokit
apresenta duas reacdes imuno-enzimaticas. Um poirasticorpo estd imobilizado na
superficie dos pocgos e apresenta alta especifieidadantigeno “osteocalcina” solavel
no meio de cultivo. ApOs a ligacdo entre as duakcotas, um segundo anticorpo
ligado a peroxidase é utilizado para amplificamals A transformacéo do substrato por
uma reacao colorimétrica pode ser lida pelo l@®ELISA a 450nm. A intensidade da

solucao é proporcional & concentracao de osteaegicesente nas amostras.

O fabricante sugere a realizacdo de uma curva pguéa a conversdo das
absorbancias em concentracdo (ng/ml). Os resulttatas calibrados e calculados
para a obtencdo da concentracdo de osteocalcinagbda (ng/ml/cel). Para cada

experimento, um n=3 foi realizado, com 2 leitunascada.

(c) Pré-colageno | (PIP):

Para a determinacdo da concentracdo de PIP secnetdabs células Stro+1A
cultivadas no arcabouco sob diferentes tempos @ig@es de cultura, foi utilizadolat
comercialProcollagen Type | C-peptide (PIP) E(AANAKA Bio INC., Japdo). kit &
composto por uma placa de 96 pocos previamentadaatA placa apresenta na
superficie de seus poc¢os um ligante especifico ganalécula em questdo. O principio
do método imuno-enziméatico é de ligar o anticorpobilizado no fundo do po¢o com
0 antigeno (pré-coldgeno) em solucdo. Uma vez digasha reagcdo colorimétrica
permite a leitura da placa pelo leitor de ELISA. &Jourva padréo € recomendada pelo
fabricante a fim de converter os resultados derbBscia em concentracédo do antigeno

(ng/ml).

As amostras de meio de cultivo foram incubadas laeapdurante 3 horas a
37°C. Apo6s a incubacéo, a placa foi lavada 4x comcémltampdo PBS e novamente

incubada com uma solucéo de substrato por 15 nsnAteeacao foi finalizada por uma
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solucaostop (concedida pelo fabricante)a placa lida a 450nm em leitor de ELISA. A
concentracao total de cada amostra levou em coasg#t® (1) a quantidade de amostras
em questdo (3, no caso de bioreatores); (2) o midecélulas em cada dia e condi¢éo
estudada. O resultado final foi dado em concentrdeaPIP por célula (ng/ml/cel). Para

cada experimento, um n=3 foi realizado, com 2 fegem cada.

IV.9- CONCENTRACAO DE IONS CALCIO EM MEIO DE CULTUR A

Os resultados para a concentracao de ions catamfobtidos pelo emprego de
um kit comercial Diasys CE, Alemanha) empregado em diagndsticos na rexkcor
hospitalar na deteccdo dos ions em amostras deasma ou urina. Rit apresenta
uma determinacao quantitativa atraves de sistemébestdra fotométricos em leitores de

placa em ultravioleta (UV).

Para a obtencdo das concentracdes de ions cakidifeaentes amostras de
meio estudadas, utilizou-se o0 método coloriméticdrsenato Ill. O principio dkit é
a formacdo de uma solucdo azul proveniente do @mapéntre os ions calcio e o
arsenato Ill, em pH neutro. A intensidade da cai@oaé proporcional & concentracao de

ions calcio na solucao estudada.

As amostras de meio de cultivo foram incubadas comeativo durante 5
minutos e lidas em leitor de ELISA a 650nm (ELXQBW, Biotec Instruments, INC).
As absorbéncias foram calculadas em relacaostaadart (cedido pelokit) e a

concentracéo final foi calculada em mmol/L.
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V(a). RESULTATS ET DISCUSSION

Un composite hydroxyapatite et collagéne (HA/Col)éi@ synthétisé avec
succes. Pendant la réaction, les fibres de colegesiagglomerent en structures
macroscopiques, sans présence de poudre librdiginso

A travers les résultats de diffraction de rayons XFigure V.3) et de
spectroscopie infrarouge (Figure V.4), il est polesid’affirmer la présence dans la
matrice collagéne d'une phase minérale peu ciistall constituée par de
I'hydroxyapatite carbonatée du type-B déficiente aaicium (B= 31,96, 32,19 e
33,09) (JCPDS A09-0169) (Kikuchiet al. 2004, 2001). Ces mémes analyses montrent
la préservation de la structure polymére du collegaprés la réaction de synthese
(3320cm* (amide A; N-H) ; 1650cf (amide I; C=0) ; 1540 cth(amide II; N-H) e
1230 cni* (amide III; C-N)) (Liuet al, 2009 ; Santost al, 2008).

Le composite est formé par une matrice poreuse%}ygBigure V.6), avec des
pores (~280um) (Figure V.7) distribués de facoréitugiene dans I'ensemble de la
structure. La stcechiométrie réelle du composite Gth/obtenue est similaire a la
stcechiométrie théorique (Tableau V.1). Le dépétémainse produit a la surface des
fibrilles de Col en créant des poly-cristaux d’HBofiner, 2000; Elliot, 1994). La
distribution des cristaux nanométriques (40nm x bagt homogéne et sans orientation

apparente (Figure V.12).

Le processus de réticulation a créé des liaisaidest (Charulatha & Rajaram,
2003; Jayakrishnan e Jameela, 1996) mais sansquerde cytotoxicité (Figure V.14).
La résistance a la dégradation du composite HA/&@mles réticulation dans les
conditions de cultures est plus importante. Laréhén de glutaraldéhyde n’a pas été

observée durant 21 jours (Figure V.15).

Malgré le processus de minéralisation, les fibres<Cdl sont encore accessibles
et permettent I'adhésion cellulaire (Figure V.1@es cellules ostéoprogénitrices
stromales adherent en majorité a partir de 6 hedgesontact avec le matériau (Figure
V.17).
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La viabilité cellulaire est fortement influencéer pas systémes de culture au
cours des 21 jours (Figure V.18). En conditiortigtee, les cellules présentent une
faible viabilité. Dans les systéemes dynamiquesctaaportements cellulaires different
a partir du ™ jour. Une forte chute de la viabilité et de la mtité de cellules est
observée en basse vitesse apres 7 jours alors lgatge vitesse, une augmentation de la

quantité de cellules est observée (Figure V.19).

Dans les 7 premiers jours, les cellules soumisgssgstemes dynamiques sont
plus actives qu’en conditions statiques (Figure8y.l es limitations de I'apport en
oxygéne et en nutriments sont des facteurs détantsrpour la culture (Jaasratal,
2008). La diffusion des molécules forme un gradsmtmaximum 100-200um (Bjerre
et al.,2008).

Les sections histologiques révelent la formatios c®uches cellulaires stratifiee
durant les 21 jours de cultures (Figure V.28a) endiion statique. De maniere
générale, les cellules en condition statique deuraiforment des couches a la surface
des matériaux (Wanet al. 2007). Des structures illustrant la formation,réunouvelle
matrice extracellulaire ont été observées a pdgif7 jours sur des micrographies de
MEB (Figure V.22 d et f) en condition statique ghdmique en haute vitesse.

Durant les 3 premiers jours, la position a I'inéém du bioréacteur est importante
pour le systeme dynamique a basse vitesse. D&sdliffes significatives en quantité de
cellules ont été observées (Figure V.20) entrédtdmntillons dans la premiére position
(plus proche de I'entrée du milieu) par rapport aexix autres. Ces différences n’ont

pas été remarquées pour le systeme dynamique & Vitagse.

A partir de la deuxiéme semaine, les comportemeettilaires dans les
systemes dynamiques different fortement. Pour $éegye a basse vitesse, la chute de la
viabilité peut étre expliquée par le processus oet icellulaire programmeé (apoptose)
(Figure V.27). Ce résultat est corroboré par Igaligion des noyaux cellulaires et par
les micrographies électroniques (Figure V.26 e8Y.DPans ce systeme a basse vitesse,
le passage du flux en systéme ouvert pourrait tefsah un lavage des molécules de
signalisations paracrines et d’'une dispersion @#lsiles a la surface limitant ainsi la

capacité de survie des cellules (Bjeztal. 2008).
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Les résultats du systeme dynamique en haute vjtgsseest lui un systéme
fermé, montrent une excellente capacité du compaditsupporter les processus
cellulaires. Les cellules sont capables d’adhélermproliférer et de coloniser la matrice
tridimensionnelle (Figure V.26 et V.28). L'importanquantité de cellules, les forces de
frictions, un meilleur transport de masse ainsi ueoncentration des molécules de
signalisations intercellulaires dans le systemenéerpeuvent expliquer ce succes
(McCoy & O’Brien, 2010 ; Bjerreet al. 2008).

La migration cellulaire peut avoir été influencéar ples changements dans la
porosité des échantillons. Selon laual. (2009), I'hydratation des matrices 3-D dans le
milieu de culture peut conduire a l'expansion 180%) du volume, résultant en des
pores plus larges. La Figure V.29 montre qu'il guades variations subtiles dans la
porosité des échantillons. Toutefois, la poroséé&emble pas étre un déterminant de la

migration dans notre systeme.

Différents facteurs (des forces cisaillement, &nsport de masse et d’oxygene,
etc) semblent agir ensemble dans la migration le@léuet la colonisation de la matrice
3-D. Des coupes histologiques de différents podgd'échantillon ont été observées
(Figure V.30). En général, dans tous les échansllsoumis a des systémes
dynamiques, un grand nombre de noyaux marquésep@API est retrouve dans les

régions périphériques (Figure V.31).

Jaasmeet al. (2008) afirment que la culture dans des bioréastda perfusion
montre d'importantes différences suivant la vitedsepassage du milieu de culture.
Dans leurs résultats, des différences entre lasnmggentrales et périphériques ont été
observées. Dans notre expérience, la région cerdeal'échantillon soumis au systéme
de culture a basse vitesse (Figure V.31a) présenée faible quantité de noyaux
marqués, tandis que la région périphérigue montie guantité plus importante de
cellules (Figure V.31b). Ce profil a été égalemesitouvé dans nos échantillons,

cultivés a haute vitesse.

La stimulation par le passage d’'un flux constargnaente significativement les
concentrations des marqueurs de différenciatiotulegkes (Figure V.35; V.36 et

V.37). Nos résultats pour les deux flux sont neéetiplus élevés que ceux trouvés pour
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la condition statique. Malgré la forte dilutionaqguelle les échantillons de millieu ont
été soumis dans ces systemes, le changement deofgrement, avec un transport de
masse constant, peut avoir causé l'expressionsgcl&tion accrues des protéines dans
le milieu de culture (Jaasnedf al. 2008 ; Bjerreet al. 2008).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1- EXTRACAO DO COLAGENO E SINTESE DO COMPOSITO

O processo de extracao do colageno a partir détede Achilles bovino deu-se
de maneira simples e eficaz. Uma vez colocadosodmgdo acida com a presenca de
pepsina, o0 colageno dissociou-se em solucdo. Apgire@pitacao salina, foi possivel
observar a reagregacédo das fibras de colageneitdemgpos a didlise em agua destilada
e solucao de acido fosférico (59mM). A solucdo dédotiransparente e viscosa apresenta

uma concentracao final de 12mg/ml e foi armazeaafla.

Durante a sintese do arcabougo compdsito hidrotiagalageno (HA/Col), as
fibras de colageno reagregam-se rapidamente, falonastruturas macroscopicas a
medida que as solu¢Bes sdo adicionadas. Nao fenaumsa a presenca de po livre
durante todo o processo. O material produzido amahte moldavel, de facil
manipulacdo e processamento (Figura V.1). Foramsumadas as concentracbes de
glutaraldeido apos a reticulacédo e lavagens, etémpleta eliminacdo de seus residuos.
Nao foram observadas modificacbes fisico-quimicasogologicas (macroscoépicas e
quimicas, através do FT-IR) do arcabouco produaplas a esterilizacdo por radiacao

gama (Campost al, 2007).

Figura V.1l: Macrografia do arcabouco compdsito H#l/Gintetizado antes da

conformacgao em cilindros-molde.
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V.2- CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO  ARCABOUCO
COMPOSITO HA-COL

V.2.1- Fase mineral na auséncia do colageno:

A caracterizagdo da fase mineral formada sob adigies de sintese — pH=9 e
38°C — foi realizada em pos sintetizados na ausémrceligeno da mesma maneira que
o arcabouco compdsito. O po, lavado e liofilizaftw,caracterizado em temperatura

ambiente e ap0ds calcinacdo a 1WN0 Os difratogramas estdo apresentados na figura
V.2.
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Figura V.2: Difratograma do fosfato de calcio proido na auséncia do colageno. Em
(A), amostra calcinada a 10@e (B) em condicdes de sintese’(38

O padrédo de difracdo da fase sintetizada’& 3Bcompativel com a HA pouco
cristalina (Kikuchiet al. 2004a,b, 2001; LeGeros, 1994) (Figura V.2b) . @opnocesso
de calcinagdo, aumenta-se a cristalinidade sengsiy entdo identificar duas fases:
HA e fosfato tricalcico do tip@ (B-TCP). A presenca d& TCP (com os trés principais

picos em 27,7% 31,02, 34,37) sugere que a fase formada apds a sintese é uma HA
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calcio-deficiente, que se transformou parcialmexa@ o tratamento térmic@- TCP
apresenta uma razdo Ca/P de 1,5 (em contraste canHA de 1,67) e possui menor
termoestabilidade. Sua presenca pode ser expligaldadecomposi¢cdo térmica nao-
estequiométrica da HA com razdes Ca/P menores ife €l seguidas de possiveis
incorporacdes de ions carbonato com a formacaondeapatita basica chamada BCaP
(Sukhodulet al, 2004).

Observa-se picos intensos da HA em 37,88,19 e 33,09 entre outros picos
menores. Os difratogramas estdo de acordo conma dicJoint Committee of Powder
Diffraction Standards(JCPDS) de 1 09-0432 e 09-0169 para p-TCP e HA,

respectivamente.

V.2.2- Arcabouco composito HA/Col:

O difratograma do arcabougo compdsito HA/Col eptésentado na Figura V.3
onde sdo observados picos de HA pouco cristalindorfacao e crescimento dos
cristais foram fortemente influenciados pelo exceda fase organica presente na
solucdo de sintese. De acordo com lau al. (2009), quando o precipitado
nanocristalino se forma na presenca de fibrila€de a orientagdo destas fibrilas e a
estrutura da matriz como um todo podem exercer infl@éncia no crescimento

orientado dos nanocristalitos da HA.

O mecanismo de formacdo da fase mineral consigtidileerar ions célcio e
fosfato através de seus precursores (nitrato dmocél acido ortofosférico, descritos
anteriormente) para total dispersdo e homogenazagasistema aquoso, seguido de
uma nucleacdo dos cristais de HA nas moléculasaloECconhecido que a razéo de
formacdo do mineral € altamente dependente deefatmymo pH e concentracdes de
ions célcio, fosfato e outros ions fisioldgicos §Ghet al, 2003). A formacao das
fases minerais em estruturas compostas por umaofgéeica muitas vezes apresenta

variacfes em seus padrdes ja conhecidos (€iedj 2010a,b; Wopenket al, 2005).

Os parametros da célula de HA — a=b=9,4664 c=6,8838 - mostra a
formacdo de cristais com caracteristicas semelbastelos 0ssos jovens (a:b:9,45411
e c:6,884§) (Meneghiniet al.,2003). Segundo Serd al. (2009) e Soget al. (2004),
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o Col inibe o crescimento e o tamanho do cristal@oHA, principalmente na direcéo
(002). Em contrapartida, segundo Zhagial. (2010), materiais utilizados atualmente

para regeneracdo 0ssea apresentam fases cristhlerastes das do osso natural.

Entre as fases minerais verificadas nao foi enadata fase de 6xido de calcio
como um dos constituintes desse material. Segundorma francesa NF S 94-066
(1998), o oxido de calcio é citotdxico, sendo suséacia um requisito importante para

0S materiais que entrardo em contato com células.
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Figura V.3: Difratograma do arcabouc¢o compdsito Gdl/sob condi¢bes de sintese
pH=9 e 38C.

A preservacao e mineralizacao das fibras de Calrcabouco compdsito foram
verificadas através de FT-IR, Figura V.4. Aliquadassolucdo de extracdo do Col e do
po sintetizado (na auséncia de Col) sob as corgligéesintese foram liofilizados e
analisados, juntamente com uma amostra do arcaboog@posito. Os espectros
correspondentes a proteina Col (A) e & HA calcirad@06C (C) estdo apresentados

na Figura V.4 e sao apresentados como referéncias.
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Figura V.4: Espectros de FT-IR da proteina colagertaida (A), do compdsito
HA/Col (B) e da hidroxiapatita calcinada a 1800(C) produzidos segundo as
condicOes de sintese descritas.

Os espectros da molécula de Col e do arcabouco Gutopfigura V.4 a,b,
respectivamente) apresentam as bandas: 332¢amida A; N-H), 1650c (amida I;
C=0), 1540 crt (amida II; N-H) e 1230 cih(amida lll; C-N), variando a intensidade
das mesmas. A presenca das amidas indica que asigdg das cadeias polipeptidicas
presentes nas fibras de Col foi preservada mesg®@processo de sintese (kiual,
2009). A presenca da amida | (correspondente gmograrbonila) € um marcador de
peptideos com estrutura terciaria (Sargbsl, 2008), corroborada pela presenca da
amida Il, indicativa de conformacdo de tripla-héliqChang et al, 2003).
Adicionalmente, a vibragdo dos anéis pirrolidinidashidroxiprolina na banda 1450cm
! corrobora a manutencdo do componente organico @hal, 2005; Changet al,
2003).

Os grupos quimicos presentes na superficie dassfier colageno participam na
nucleacdo dos nanocristais de HA. Segundo Sattak (2008) e Changt al. (2003),
em pH acima de 7, a superficie das moléculas dee€®@lo altamente carregadas.

Adicionalmente, o actimulo de fons*€aa superficie das fibras de colageno em pH=9
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provoca a nucleacéao e formacao estavel dos natasrikikuchiet al.,2001). A banda

1330cm’ presente dos espectros A e B da Figura V.4, quree ao estiramento
assimétrico dos grupos carboxila dissociados (—@Qparticipam do processo de
mineralizacdo por autorganizacdo dos nanocristaldAlna superficie de Col durante a

sintese do compadsito (Chang & Tanaka, 2002a).

Os espectros de FT-IR da HA sintetizada e do awuggb@omposito HA/Col
(Figura V.4C e B) evidenciam as bandas na regid®1200cnT caracteristica dos
grupos P@ como: 560cnht e 604crit (PQ¥, v4), 96lcnt (PO, v1), 1030crt
(PO, v3), além das bandas 873¢m(HPQ?) e 1420crit (Zhai et al., 2005;
Scharnwebeet al, 2004). Nota-se a presenca da banda 1430qoe esta relacionada
a substituicdo do tipo B dos grupos£®elos grupos C§ (v4) (Santot al., 2008;
Slosarczyket al, 2005). Essa substituicdo também € observada ai#aapioldgica

encontrada na matriz éssea (Wopeekal, 2005).

Apos o processo de reticulagdo do material produgtdgura V.5 b) nota-se
pequenas diferencas em relacdo ao espectro a@@sena Figura V.4 a que foi
repetido na Figura V.5 b. As bandas: 3310*¢estiramentos N-H, tipico da amida A),
3063 cm' (C-H da amida B), 1600-1700 ém(C=0 da amida I), 1500-1550&m
(deformacBes N-H da amida I1) e 1200-1300'qiN-H da amida Ill) séo mantidas apés
a reticulacdo. Apenas observou-se um moderado domes bandas das amidas Il e
[l

Essas mudancas também foram observadas por Chaagaga (2002a), cujo
compésito HA/Col é igualmente reticulado por GTAad\houve diferencas nos
grupamentos referentes a HA. Em seus estudos, o gnostra que o processo de
reticulagdo ndo afeta apenas as fibrilas/fibra€aole mas também a interagdo entre os
diferentes grupos de sua superficie com a HA.
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Figura V.5: FT-IR do compdsito HA/Col antes (a)pds (b) o processo de reticulacdo
pela solucédo de 0,125% de GTA.

V.2.3-Estimativa das fases mineral e organica no arcabou¢A/Col:

A andlise termogravimétrica do arcabouc¢o compd$AéCol permitiu estimar a
proporcao entre a fase organica, composta por @dhee mineral (HA), assim como a
agua adsorvida. A estequiometria calculada pareabzacdo da sintese previu uma
proporcgao entre HA:Col de 50:50. Entretanto, apnaxiamente 40% da composicao da
matriz do arcabougo correspondem a agua adsorvifdgee organica composta por

colageno e 60% correspondem a fase mineral.

De acordo com a Tabela V.1, uma primeira perda desenocorre na faixa de
temperatura de 40-170, correspondendo ao processo endotérmico de dderea
agua adsorvida na superficie das amostras. A sagiaixh de perda de massa esta
relacionada aos processos exotérmicos no interstaldl70-650C. Nela ocorre a
degradacédo e pirdlise da tripla-hélice do colagemmbinadas com os nanocristais de
HA na matriz do compodsito (Gelinskgt al, 2008; Changet al, 2003). Em
temperaturas mais altas, em uma terceira faixarer@ a degradacéo final térmica dos
residuos organicos ainda presentes.
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Ao analisarmos os resultados para os 21 dias sabigies de cultivo estatico, a
perda de massa até a temperatura dé@G@0de aproximadamente 40%, mantendo a
proporcdo do material sintetizado. Continua-se sexar 3 faixas de perda de massa
(Tabela V.1). A primeira, correspondente a libevad@& agua adsorvida (entre 40 e
170°C), semelhante ao pico endotérmico apresentadoopasao natural; uma segunda,
entre 190 e 40C, e uma terceira entre 400 e ®&Z0 correspondentes a
microdegradacdo seguida de uma macrodegradacacesiiaguras em hélice das
moléculas de Col. Charg al. (2003) afirmam que, até 8, ocorre a liberacdo de
diéxido de carbono presente na HA carbonatada (edde por FT-IR). O diéxido de
carbono é dissolvido na solu¢do aquosa durantetessie reage com os ions hidroxila

e/ou fosfato da HA.

Tabela V.1: Analise termogravimétrica do arcaboagmpdédsito HA/Col reticulado e
submetido durante 21 dias as condi¢Bes de cul§itaiieo.

TGA HA/Col

Controle

7 dias

14 dias

21 dias

1 transicdo

2 transicdo

3 transicdo

4,69% massa

4212 a 166.87

36,09% massa
163.19 a 647 .68

4,19% massa

4209a181.26

23.39% massa
179.41 2 403.85

9.61% massa

403.85a 62997

B6.67% massa

47.48 a 192.27

17.67% massa
187.70 a 403.10

6,70% massa

403.10 a 661.45

9,16% massa

47.03a178.71

23.45% massa
177.81 a2 396.45

11.04% massa

396.452a632.53

perda total (%)

40.78

37.18

31.04

43.65

O processo de reticulagdo do material aumentaesnperatura de degradacéao.
As duas etapas observadas podem ser explicadasdpgtadacdo de duas formas
estruturais. Uma primeira, onde as fibras de coldgesstariam menos compactadas e
outra com uma organizagdo estrutural mais impaetasem das fortes ligacbes de

hidrogénio da proépria tripla-hélice da proteina.

A estabilidade reconhecida das ligacbes cruzaddizadas pelo GTA resultou
na manutencdo da estrutura, mesmo com o processhideatacdo e entumescimento
da matriz 3-D. Segundo Friess & Lee (1996), as oubdss de GTA ndo reagem apenas

com aminoacidos na formacao de ligacdes cruzadas foormam uma rede complexa,
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com ligacOes entre derivados de piridina e outrogygos de polimerizacdo. Segundo,
Wu et al. (2004), os proprios cristais de HA conectam asafilde Col formando uma

matriz melhor organizada.

V.3- POROSIDADE

A porosidade dos arcaboucos 3-D utilizados em migjerharia do tecido 6sseo
possui uma importancia consideravel pois influen@eos processos relacionados as
propriedades fisico-quimicas (como a area de deoperfiberacdo de ions pela matriz,
propriedades mecanicas, entre outras) e aos poscbgddgicos (colonizagéo celular,
difusdo de gases e nutrientes, formagédo de nowms \&&anguineos, etc.).

A porosidade de biomateriais pode ser controlé@&es de inldmeros processos,
como a adicdo de moléculas durante a sintese pwuoesso de liofilizagdo (Yunolet
al., 2005). Nesse trabalho, a porosidade do matek@fai controlada e é resultante do
processo de moldagem e liofilizacdo. Adicionalmgaoteratamento com GTA pode ter
influenciado na compactacdo da estrutura, uma ez ggovocou a agregacao das

fibras.

Dois métodos foram utilizados para a caracterzagéporosidade do arcabouco
HA/Col produzido: o método por deslocamento deidige a andlise de imagens de
cortes histolégicos. Em ambos, encontrou-se umaspade média de 60-70% do
volume da matriz. A porosidade mostrou-se muit@fogenea, com uma distribuicao
de tamanho de poros entre nano a microporos. Dueaftrmacao do material, as fibras
agregaram-se a medida que sdo adicionadas a sollec@&intese em movimento.
Formaram-se grupos macroscoépicos de fibras miaadds que, apds o preenchimento
manual do molde e liofilizagdo, mantém macropor@s estrutura. Em andlise
microscopica, a substituicdo da agua adsorvida astfibras de menores diametros por

ar durante a liofilizacao, resultou em poros mesiore

V.3.1- Hexano:

A porosidade obtida para as trés amostras adaisibi semelhante (Tabela

V.2). Uma porosidade homogénea de 62 +5% foi enadatentre as amostras. O
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compoésito HA/Col absorveu rapidamente o liquidon ssmtumescimento aparente da
sua macroforma.

Tabela V.2: Porosidade de 3 amostras do arcabooggpasito HA/Col reticulado
medida por deslocamento de liquido.

amostra 1 68%
amostra 2 60%
amostra 3 59%

V.3.2- Porosidade por analise de imagens:

O resultado para a porosidade através da analisemdgens dos cortes
histologicos apresenta-se semelhante ao enconpalio deslocamento de hexano
(Tabela V.2). De acordo com o grafico da Figura,\Vedemos afirmar que a
porosidade paralela a superficie € de ~68% (nas almastras analisadas: 69 (+5) e 67

(£3)%). Essa porosidade € uniforme ao longo daSesegaralelas a superficie em uma
profundidade de 150pum.

3 4 5 6 7 8 9 10

Porosidade HA-Col (%)

1 2

Secdes histoldgicas (15 microns)

Figura V.6: Porosidade correspondente as secOéslOgicas seriadas paralelas a
superficie de uma amostra do arcabouco compdsitalige de imagem em sec¢les de
15 pm coradas com Picrosirius e tratadas por Irdage
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V.4- CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO ARCABOUCO HA/COL

A caracterizagcdo morfologica do arcabougco comp@iD HA-Col foi realizada
através de microscopia oOptica de fluorescénciaavét de microscopia eletronica de
varredura (MEV) e transmissao (MET). As micrografea analises relacionadas estdo

descritas a seguir.

V.4.1- Microscopia optica e de fluorescéncia:

O arcabougo compoésito reticulado HA/Col foi coradom Picrosirius e
observado. Através micrografia da Figura V.7, pseesbservar a distribuicdo das
dimensdes dos poros (areas marcadas com *). Obsenma grande heterogeneidade
dos poros com dimensdo média de 280um +80. Aditimrde, ndo ha um controle
estrito da agregacéo das fibras durante a sintesgltando em estruturas fibrosas de
diferentes dimensdes. Essas estruturas sdo tambénitantes do processo de
reticulacéo e liofilizacédo (Liet al, 2009; Chang & Tanaka, 2002a, b).

Figura V.7: Micrografia do arcabouco compdsito HéIQreticulado corado por
Picrosirius. Fibras de colageno em vermelho. Degalf¥) nos poros presentes na
estrutura 3-D.

A Figura V.8 corresponde a superficie do matetiesleovada ao microscépio de

fluorescéncia. Nesta micrografia, a estrutura Brece fibrosa, com intensa marcagao
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do corante nas fibras de Col. Apesar da deposigaerah - também observada no
difratograma e no espectro do compésito HA/Col g V.3 e 4) - as fibras de
coldgeno mantém-se acessiveis as células, podesgmgdenhar livremente a funcéo

de ancoragem celular na superficie organica do ositgpproduzido.

Figura V.8: Micrografia da superficie do arcabouwmmposito HA/Col reticulado
corada por Picrosirius e observada em microscapftudrescéncia.

Segundo Anselme & Bigerelle (2006), a quimica dgeslicie, assim como a
topografia, influenciam a adesao e proliferacialael O reconhecimento, adeséo e
espraiamento da célula serédo iniciados a partipdaseiros contatos célula/material e,
a qualidade desse primeiro contato, tera influépara a capacidade proliferativa e de
diferenciacdo dessas células em contato com o ialatdnselme, 2000; Hutmacher,
2000). Deste modo, a preservacédo das propried&dssperficie das moléculas de Col
otimizariam a colonizagdo da matriz 3-D e subsetpsegventos celulares.

V.4.2- Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)d® transmissao (MET):

As microestruturas de MEV do arcaboug¢o compositdGdAsdo apresentadas
na Figura V.9. A superficie do material apreseptdityosa, com alta concentracdo de
fibras mineralizadas de diametros variados(Figura).9Em maiores magnificacdes
(Figura V.9 b), podemos observar fibras altament@eeralizadas e organizadas

randomicamente.
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J Met

Figura V.9: Micrografias de microscopia eletrénida varredura compdésito HA/Col
reticulado (A). Detalhe para a deposicdo mineral fdaas (B). Magnificagdes: 250x;
10000x.

As micrografias eletrbnicas foram U(teis na avabagdos processos de
reagregacao e mineralizacéo fibrilar. Adicionalneeiat analise por EDS (Figura V.10)
sinalizou a presenca de carbono e nitrogénio (ptesenas moléculas de colageno) e

célcio e fosforo (oriundos do processo de mineaghn)
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Figura V.10: Espectro de EDS do arcabouco comp&#itiCol reticulado. O pico de

ouro (Au) decorre do recobrimento do compésito como.

A estabilidade do arcabougo compésito HA/Col teéido sob as condi¢des de
cultivo (estufa umida a 8€) foi observada por MEV em baixas magnificaces. D
acordo com as micrografias da Figura V.11, ndo é@erda da estrutura macroscoépica

do material mesmo apos 21 dias de cultivo. Em apattida, a auséncia do processo de
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reticulacdo provoca a perda da estrutura 3-D denmahtproduzido apos 72 horas a

37°C e atmosfera imida (imagem ndo mostrada).

14D 21D

0,125%

Figura V.11: Micrografias de MEV da superficie daabouco compdsito HA/Col
reticulado submetido as condic¢des de cultivo derddtdias. Magnificagcdo: 15x.

As micrografias de MET mostram que 0 processo deeralizacdo foi bem
sucedido (Figura V.12), com a formacgao de estratpddicristalinas de HA (estruturas
com alta densidade eletronica) embebidos na malkeizCol (Figura V.12 a,c).
Entretanto, em V.12b, observamos ainda a heteratpaieedo processo, com formacao
de agregados ¢tusters”) de cristais de HA (*). A rapida e forte agregadas fibrilas
com a brusca mudanca de pH (da solucdo acida dazemamento para a solugéo
aquosa e pH=9 da sintese) pode ter favorecido isi@mmento de nanocristais em
algumas regides. A Figura V.12c revela a formagéanétroporos de didmetro médio
de 300um (*).

Os cristais formados sdo alongados e apresentamnsgd®s nanométricas de
45nm +9 de comprimento e 5nm +1 de largura e mogial de placas policristalinas
sobrepostas e fracamente orientadas por fibrasotléFgura V.12 a). Elliot (1994) e
Bohner (2000) afirmam que a precipitacdo em soki@ipiosas, onde a temperatura
ndo excede 10Q, pode resultar cristais de tamanhos nanométoicaeé milimétricos,
dependendo das condi¢des de sintese. ethadi (2005) controlaram as dimensfes dos
cristalitos de HA e o diametro das fibras de Cod\aits das proporcdes dessas solucdes
no momento de sintese. O material final apresergilitos na superficie das fibrilas de

Col e foi altamente influenciado por essas coneegfigs e condigdes de sintese.
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Figura V.12: Micrografias de TEM do arcabouco cosifmHA/Col reticulado. Em (a),
alto padrédo de dispersdo dos nanocristais de Hfnatgiz organica de Col; em (b),
formacgao de alguns aglomerados policristalino¢iflenciando a heterogeneidade do

processo e em (c) detalhes da microporosidade (*).

Apesar de n&o apresentarem orientagdo definidanarscristais podem
apresentar algum nivel de organizacéo, aglomeraao-sedor de grupos de fibrilas de
Col. A periodicidade das bandas de Col nédo é aparEntretanto, as fibrilas agregam-
se durante a sintese, formando estruturas de méticas (Figura V.13a). Na Figura
V.13b, observa-se uma eventual orientacéo de algistais. Resultados dos grupos de
Cui et al. (2007) e Liuet al. (2009) mostram a grande influéncia dos grupos igosn

da superficie das fibrilas de Col na orientagdordoscristais de HA.

Cui et al. (2007) e Bahtet al. (2008) afirmam que polipeptideos como Col
podem guiar diretamente o arranjo de ions calcicarda 0s estagios iniciais do
processo de mineralizagéo de Col. Provavelmergeperficie de um conjunto de fibras
serviu como tamplete para orientar o crescimengoctigtais marcados (Figura V.13b).
Os resultados sugerem que fibrilas curtas de Cudéntam a nanoestrutura e se
aglomeram randomicamente durante o processo delegtio por GTA (Kikuchet al,
2004b).

Adicionalmente, a auséncia de algumas moléculamjoca decorina e a

sialoproteina 6ssea, conhecidamente importantesan@duro processo natural de
nucleacédo dos cristais sob e entre as fibrilas ole(l@gidesgap) pode resultar em
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arranjos diferentes dos encontrados na matriz d&wmnget al, 2010; Bahtet al,
2008).

g i

Figura V.13: Micrografias de MET do arcabouco cosimd HA/Col reticulado
contrastado com uranila. Em (A), detalhe da fibd#gaCol apos mineralizacéo e em (B)

orientacdo dos nanocristais de HA imersos na magriZol.

Os processos de mineralizagdo variam entre os itapdHA/Col produzidos
atualmente por diferentes grupos (Fiebal, 2010a,b; Cuet al. 2008). A utilizagcédo do
tendao bovino como fonte de Col pode influenciaprmcesso de mineralizagdo, uma
vez que tecidos ndo mineralizados apresentam ewmafigo estrutural das moléculas de
Col diferentes da dos tecidos mineralizados ouigieesofrer mineralizacdo iminente.
Adionalmente, a sintese proposta apresenta fibdéagol dissociadas em ambiente
acido, sem as ligagfes cruzadas naturais que atemie as fibrilas na matriz ostedide
recém-formada.

V.5- CITOTOXICIDADE DO ARCABOUCO COMPOSITO HA/COL
A citotoxicidade do arcabouco compésito HA/Col favaliada por dois
diferentes métodos. No primeiro, o material retidal foi avaliado anteriormente a

cultura celular através de trés testes. No segwasdamostras do material foram imersas

e mantidas até 21 dias em solucdo tampéao fosfit@a RBS) em todas as condi¢cdes
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de cultivo propostas para a verificacdo liberac@&o agente reticulador GTA. Os

resultados s&o apresentados a seguir.

V.5.1- Citotoxidade do extrato do arcabouco postsae:

A citotoxicidade foi mensurada utilizando trés désstliferentes (Figura V.14).
Seus resultados mostram a auséncia de citotoxeidadircabougo compadsito HA/Col

reticulado.

No teste de XTT, a viabilidade celular foi signdfitemente mais elevada nas
células cultivadas em contato com o material queaomtroles negativo (superficie de
titnio) e positivo (fenol) (*). No teste de vermel neutro, apesar da integridade
membranar das células cultivadas no arcabouco seomgue no controle de titanio,
este resultado é significativamente maior que otroten positivo (fenol) (**). De
maneira similar, o teste de cristal violeta apre&semenor nimero de células no
arcabouco HA/Col que no titanio (***) e sem difegarsignificativa quando comparado
as amostras de fenol.

*kk
0,45 -

0.4 -
0,35
0.3 -
0,25 |

mXIT
mVermelho neutro
DO Cristal violeta

Absorbéncla

Eeofe
ca—‘mN
1 | |

N

Titanio HA/Col Fenol
Mate rial

Figura V.14: Citotoxicidade do compésito HA/Colicetado segundo trés métodos de
determinacao: XTT, vermelho neutro e cristal vimlddiferencas significantes entre os

grupos de materiais testados (*, **, ***). p < 0.05
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V.5.2-Liberacao de GTA:

A utilizacdo de um agente reticulador é essencialmanutencdo da
macroestrutura do material sugerido neste trabdtniretanto, com a rehidratacdo e
entumescimento da matriz 3-D durante o cultivo leel(estatico ou dinamico), uma
eventual quebra das ligagcdes cruzadas poderia vama liberagcdo de GTA e
toxicidade local (Jiangt al. 2006). Na Figura V.15, sdo apresentados 0s espatdis
solucbes de PBS em detalhe, onde amostras do agmabompdsito reticulado foram

mantidas durante 21 dias.

—e— PBS controle
—=—0,125% GTA

0,8 0,065% GTA

7 dias Dinamico alta vel.
0.6 —x— 7 dias Dindmico baixa \el.
—e— 7 dias Estético

0,4
—+— 14 dias Dinamico alta vel.

0,2 | —=—14 dias Dinamico baixa vel.
14 dias Estatico
0 RS 21 dias Dinamico alta vel.

022?0 240 250 260 270 280 290 300 310 320 21 dias Dinamico baixa vel.
21 dias Estatico

Absorbancia

Comprimento de onda (cm-1)

Figura V.15: Detalhe dos espectros de UV-visived dalucbes de PBS expostas ao

arcabouco até 21 dias.

Os valores de absorbéncia das amostras de PBSaalzai mostram que nao
houve liberacdo de GTA em solugédo até ddla, mesmo quando submetidas ao cultivo
dindmico. Os valores considerados em 235 e 280mes@mpam-se abaixo daqueles
alcancados na amostra controle de GTA (0,125%)igas0es entre GTA e as fibrilas
de Col mostram-se altamente estaveis (CharulatiRafaram, 2003; Jayakrishnan e

Jameela, 1996).
Conclui-se que o arcabougo composito HA/Col naibodédxico, sem a liberagéo

de residuos de GTA durante 21 dias de cultivo sobifarentes condi¢cdes e podendo

ser utilizado como suporte para o cultivo de célula
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V.6- AVALIACAO BIOLOGICA

Células osteoprogenitoras estromais (Stro+1Anfiocaltivadas em contato com
o arcabouco composito HA/Col reticulado duranteli2s sob 3 diferentes condicbes de
cultura: estatica, dinamica em baixa vazdo (0,08m)/ e dindmica em alta vazao
(0,3ml/min).

Os comportamentos celulares em relacdo a: adespacidade de colonizagéo
do material 3-D, proliferacéo e diferenciacao foramalisados. A fim de compreender
os fendbmenos descritos a seguir, ensaios e anabbes a influéncia das condicdes de
cultivo sobre o préprio material também foram weadios. Durante todo o cultivo sob
diferentes condi¢cdes, o arcabouco demonstrou atabikdade estrutural, como

previsto pelos resultados ja apresentados.

V.6.1- Adesao:

O teste de adesdo realizado teve por objetivo ammapique, apés o periodo de
pré-incubacéo (24 horas em cultivo estatico), somaarte das células estava aderida,
sem riscos de serem retiradas pelo meio de cu#imomovimento (sob condi¢ao

dinadmica).

Na Figura V.16, podemos observar que a maior jplatecélulas semeadas estao
aderidas a partir de 6 horas. Segundo Anselme J2080 primeiras interacoes
eletrostaticas ocorrem rapidamente, iniciando agsso de adesdo ja nas primeiras
horas de contato com a superficie. Essas primigitacdes serdo determinantes para
0S processos posteriores de proliferacdo de ddergdo (Bjerreet al, 2008). Kimet
al. (2011), afirmam que uma inoculagao celular otimi&zam ambientes 3-D pode
aumentar a resposta celular e promover a regemei@gdual.

Entre 3 e 6 horas (*), provavelmente ocorre o reeocimento e inicio das

interacOes entre proteinas da membrana (integranaspides RGD da superficie das
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fioras de colageno da matriz compoésita (Thein-Han Xu, 2011).

5,00E+04 ~
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Figure V.16: Adesao das células Stro+1A no arcabaamposito HA/Col reticulado.

n=3. Diferencas significativas entre os temposr{=6. p < 0.05.

Entretanto, o processo de inoculagéo utilizado, edigdo de meio de cultivo
imediatamente ap6s o contato celular com a supedtcmaterial, pode ter provocado a
perda de inimeras células para o fundo do pocolata ple cultura. O processo de
inoculacéo pode ser otimizado através de diferem&®dos de inoculacdo, como por
exemplo, a adicdo do meio de cultivo apos 2-4 hdeamoculacdo ou a centrifugacao
do material + células apoés a inoculacao (Paetag. 2010; Wiedmann-Al-Ahmadt al,
2002).

A morfologia celular durante o processo de adesd@le ger observada na Figura
V.17. Nos tempos iniciais (3h), as células estderidds e levemente alongadas. O
processo de reconhecimento da superficie se ddsenam longo das 9 horas

apresentadas.

Pode-se observar que, ao longo do tempo (6 e %perficie do compdsito
apresenta-se progressivamente recoberta pelasasé(figura V.17). Estas sao
aparentemente mais numerosas. Morfologicamenteglaks Stro+1A tornam-se mais
poligonais e desenvolvem interacdes com a superfibrosa, apresentando maior

namero de processos celulares como filopodios.
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Figura V.17: Micrografias das células Stro+1A enogesso de reconhecimento da
superficie e adesdo sobre o arcabouco compésit€dlAkticulado. Magnificacdes:
500x, 1000x e 2000x.

V.6.2- Viabilidade celular:

A viabilidade celular foi determinada através ndéteolorimétrico do MTT. Os
resultados da atividade mitocondrial podem nos iddicios sobre o metabolismo
celular e, consequentemente, sobre o comportaméestas em contato com o
compasito HA/Col. Os resultados da viabilidade lkeelno decorrer de 21 dias diferem

em relagdo as condigdes de cultivo (Figura V.18).
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Em condicdo estatica, observamos o aumento natisagivo da viabilidade
até o sétimo dia, equilibrando-se entre o sétimdéeimo-quarto dia com uma
diminuicdo significativa na Ultima semana (***). ¢&sdiminuicdo no metabolismo pode
ser explicada por uma queda na velocidade de @ratifio. Geralmente, na condicao
estatica, as células tendem a formar uma camacifestda na superficie do material
(Wanget al. 2007). Contatos entre as membranas sao geradmando diversas vias
de sinalizacdo no interior das células. Processomadrte celular de células tronco
mesenquimais em condicdo estatica foram observaologhanget al. (2009) apos 2

semanas de cultivo estatico.

Em experimentos do grupo de Bjeret al. (2008) foi verificado que a
proliferacédo celular apds 7 dias em condicdo dinaratinge o mesmo resultado que a
condicéo estatica apos 2 dias de cultivo. Entreteand final do cultivo, o nUmero de
células em condi¢do dinamica foi significativamemtaior que em condicao estética.
Esse resultado pode ser corroborado pela rapidduéonia atingida na superficie das

amostras.

i
-
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1,9 - m Estatico
@ Dindmico baixa vazéo

O Dindmico alta vazéao
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Viabllidade Celular
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Figura V.18: Viabilidade celular no arcabouco cosifmd HA/Col reticulado em
diferentes tempos e sob diferentes condicdes. &ias significativas entre os tempos

e condicOes de cultivo (*, **, ***). n=6. p < 0.05.

Em condicdo dindmica em baixa vazao, existe o atomsignificativo da
viabilidade celular até o sétimo dia em relaca@watvo estatico (**), com expressiva

gueda a partir do oitavo até o vigésimo—primeira. di forte queda observada da
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atividade mitocondrial pode estar relacionada:diminuicdo do metabolismo e da

proliferagéo celular; (2) aos processos de moitdargprogramada (apoptose).

Um efeito negativo na proliferacdo pode estar refelo ao fato das células,
em cultivo dindmico, estarem mais dispersas narBojgeem relacéo ao cultivo estatico
(Bjerre et al. 2008). A diferenciacdo celular da linhagem ostéstita necessita de alta
confluéncia e de contatos tipo célula-célula (WiadmAl-Ahmadet al, 2002). A
distancia célula-célula atua na troca de sinasogg&nicos e nas sinalizacdes paracrinas
(Kim et al, 2011). Adicionalmente, para o cultivo em baixaZa@ o sistema de
recuperacdo de meio € aberto, ou seja, ndo hdmeedo mesmo meio uma vez que
este atravessa 0 biorreator. A passagem de meimabl e “lavando” os fatores de
sinalizacao locais - ou até mesmo as propriasasiypode ter provocado esse resultado
negativo (Yeatts & Fisher, 2011; Dawtlal, 2011).

Em condicdo dinamica em alta vazao, a viabilidadeemta significativamente
entre os trés primeiros dias (*), equilibrando-$& @ vigésimo-primeiro. Nas duas
tltimas semanas de cultivo (14 e 21 dias), a vadie celular apresenta-se
significativamente maior que nas outras duas codedic (*). Os efeitos da
mecanotransducdo da alta vaz&o do fluido nas sépddem ter contribuido para o
efeito positivo. As forcas de cisalhamento podeivaatpadrdoes de sinalizacdo, com
estimulo na regulacéao via AMP ciclico (adenosinaohasfato) e 6xido nitrico (Zhang

et al, 2009). Todas essas vias implicam nos mecanismosparo tecidual.

Adicionalmente, o acumulo de fatores de sinalizai@@isistema fechado em alta
vazdo (com retorno continuo do mesmo meio durantdiag) pode resultar em
comunicacoes intercelulares mais importantes quaistema de cultivo estatico ou

dindmico de baixa vazao (sistema aberto).

O grafico da Figura V.19 apresenta a contagem da¢eosl feita através das
secoes histolégicas do arcabouco composito HA/Bpésar do alto desvio padrdo
apresentado, pode-se extrair algumas informacdéisgrges ao cultivo sob diferentes

condicoes.
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Observa-se que a quantidade de nudcleos marcadosepao para o cultivo
estatico aumenta na primeira semana, com ligeiedaya partir da segunda. Em relagéo
a viabilidade apresentada na Figura V.18, as chpaesentam perfil semelhante, com
diminuicdo da viabilidade por volta do°dia. Bjerreet al. (2008) observaram o inicio
do processo de diferenciacao e deposicdo de unsamatriz extracelular a partir do 7°
dia.

As limitacGes apresentadas em cultivo estatico mpatge sido influenciadas por
um ambiente desfavoravel a proliferacdo e ao awmndat populacdo celular. De
maneira geral, arcaboucos 3-D desenvolvidos pagendraria tecidual apresentam
deficiéncias em relacdo ao aporte de nutrienteasesgem baixos volumes de meio
(Zhanget al, 2009). Segundo Liwet al. (2009), estruturas 3-D altamente porosas
podem provocar gradientes de fatores de crescimenttiocinas em seu interior,

diminuindo a adeséo e a sinalizagéo celular.

Jaasmeet al. (2008) e Bjerreet al. (2008) afirmam que uma espessura de 150-
200um é o limite de penetracdo de nutrientes & plarsuperficie em direcdo ao centro
da amostra em cultivo estatico. Adicionalmentey@esficie recoberta por uma camada
de células ativas até o 2dia pode ter agravado a insuficiéncia de gasestréentes.
Segundo Dongt al. (2001), osteoblastos necessitam de um ambientem=entracao

de oxigénio bem definida para proliferarem.

Os resultados obtidos para o cultivo dinamico emabaazao apresentam uma
constante queda do numero de nlcleos marcados gudio sdo 1 ao 2f dia.
Comparativamente a viabilidade celular, nota-se apieélulas possuem o seu pico de
atividade metabodlica em torno d8 dia, com queda na viabilidade nas duas Ultimas
semanas. Diretamente, a queda na viabilidade elstianada a queda da quantidade de

células nas amostras.
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Figura V.19: Contagem dos nucleos celulares mascpado DAPI presentes por secéo
histolégica do arcabouco composito HA/Col submetido diferentes condicbes de

cultivo por até 21 dias. n= 4.

Os resultados da quantidade de nucleos marcadasopgEistema dinamico em
alta vazdo revelam que, apesar de n&o-significativa® dia apresenta a maior
guantidade de nucleos marcados. Em contrapartid@abiidade celular € maior nos
altimos tempos de cultivo (14° e 21° dias). Prolragate existe uma intensa
proliferacdo celular nas primeiras semanas, comeatonda atividade metabdlica na

segunda e terceira.

Os resultados apresentados nas Figuras V.18 envos8am que, para o cultivo
dindmico variando a vazao, o comportamento cepdde diferir fortemente. Variando
a vazao do fluido no interior de biorreatores, afarise 0 transporte de massa, a
disponibilidade de nutrientes e retirada de exsress forcas atuantes, entre outros
fatores (Yeatts & Fisher, 2011b).

Observando os resultados praticos do método do Mif@rencas de coloracao
das amostras foram visualizadas. Variacbes no wietain celular em relacdo a
posi¢do no interior do biorreator foram vistas. i§ura V.20 apresenta o numero de

células por posicao no interior dos biorreatomspo e vazao (baixa e alta).
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Em baixa vazédo (Figura V.20a), a quantidade delalé significativamente
maior na 12 posicdo nos 3 primeiros dias. Proveeriey células presentes nesta
posicdo recebem uma maior concentracao de nugigogas amostras posicionadas na
segunda e terceira posi¢ces no interior do biare&tdo foram observadas diferencas
significativas nos outros tempos de cultivo (7.€121 dias). Provavelmente, o proprio
sistema dinamico de fluido tende a um equilibriomerior da camara, estabelecendo

0s parametros de sobrevivéncia celular.
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Figura V.20: Numero de células Stro+1A cultivadasarcabouc¢o compadsito HA/Col
reticulado em diferentes tempos, vazdes e posigdaserior do bioreator. Diferencas

significativas entre os tempos e condi¢cdes devou(ti,**). n=6. p < 0.05.

Para o cultivo em alta vazao, nao foram observdderencas na quantidade de
células variando a posicao no interior do biorne@ggura V.20b). Apenas ao 7° dia de
cultivo, na primeira posicéo, a quantidade de aglél significativamente maior que nos

outros tempos e posicdes. O sistema em alta vaz@dtp uma renovagdo mais rapida
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do meio de cultura no interior da camara. Uma difer distribuicdo na passagem do
liguido pelas amostras também pode ter influencigdsitivamente a troca de

nutrientes, gases e excretas entre as célulasegoccircundante.

Apesar do sistema dinamico em alta vazao apresemiaistema fechado (com
troca do volume de meio a cada 7 dias), nenhumangadorusca na coloracdo do meio
de cultivo, e logo do pH, foi verificada. A difus@los gases ocorre pelos tubos de
silicone permeaveis dos sistemas. Segundo Kimtegl. (2011), células com maior
capacidade proliferativa apresentam uma taxa délige (via anaerdbia) mais elevada
e um menor consumo de oxigénio (via aerdbia). Rtwta uso de um sistema fechado
para a alta vazdo, ndo afeta a capacidade proNferdas células, mesmo com uma

menor renovacao da taxa de oxigénio.

V.6.3- Andlise morfoldgica - microscopia eletronick varredura (MEV):

A morfologia celular durante os 21 dias de cultsadb as diferentes condi¢oes
foi observada. Micrografias de MEV referentes ap@rheiras horas e aos 3 primeiros
dias de cultivo sdo exibidas na Figura V.21; aesl# dias de cultivo na Figura V.22; e

aos 21 dias de cultivo na Figura V.23.

Nos 3 primeiros dias de cultivo, sob todos as w@ed, as células apresentam
morfologia fibroblastéide (espraiadas) na supefidos arcaboucos. N&ao foram
identificadas diferencas morfologicas entre as ig@ed. As células interagem bem com
a superficie fibrosa e visualiza-se uma maior qdade de filopodios nas amostras
submetidas as tensées de fluxo do cultivo dinartfiégura V.21, b,c,e,f). E evidente
que as células submetidas as forcas de cisalhardentoeio de cultivo formam um
maior nimero de processos de adeséo focal e filerésnsdo (Marques da Silgaal,
2010).
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Figura V.21: Micrografias das células Stro+1A awdtias no arcabouco compdsito
HA/Col reticulado apds 1 e 3 dias de cultivo soleréntes condi¢bes. Magnificacao:
2000x.

A partir do 7° dia de cultivo, observam-se difeas morfolégicas mais
expressivas entre as condicdes de cultura. Asastkulbmetidas ao cultivo estatico
mantém a morfologia ja apresentada até o 3° dia, @surgimento de estruturas de
aparéncia mineral nas superficies celulares (Figlu22 a,d). Essas estruturas podem
ser secrecfes celulares de uma nova matriz exitacelomposta por proteinas e

posteriormente mineralizadas (Bjeeteal. 2008).

Em relacdo ao cultivo dindmico, as células nédofaditmente visualizadas na
superficie dos arcaboucos submetidos a baixa v@dora V.22b). Adicionalmente,
estruturas arredondadas, semelhantes a célulasrarespo de morte celular, sédo
observadas (Figura V.22 e). Do mesmo modo queeasadtados de viabilidade, a partir
do 7° dia, a diminuicdo do numero de células padar @elacionada a um processo
apoptoético. Outros métodos podem ser utilizadosirdmbente para comprovar tal

comportamento.
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Células submetidas a alta vazdo apresentaram logigo fibroblastéide
(altamente espraiadas) ao 7° dia (Figura V.22 @).nNcrografia da Figura V.22 f,
visualiza-se estruturas semelhantes a uma novaznfiahosa entre as células (setas).
De acordo com os resultados da viabilidade, adastbtro+1A estdo em uma fase de
intensa atividade mitocondrial e, provavelmente, mdetabolismo e producédo de
proteinas. Aos 14° dias, visualiza-se estruturaggpondentes a producdo de uma nova

matriz extracelular na Figura V.22 f (setas).
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Figura V.22: Micrografias das células Stro+1A awtias no arcabouco cpésito

HA/Col reticulado apés 7 e 14 dias de cultivo sdbrdntes condi¢cdes. Magnificacao:

2000x.

Nas micrografias referentes ao 21° dia de cultavonorfologia celular difere
entre as condicdes. As células cultivadas em angbastatico perdem sensivelmente a
morfologia fibroblastéide (Figura V.23 a). Tornadificil a visualizacao das interacdes

celulares com a superficie do arcabouco compd$iado a alta confluéncia).

N&o sado observadas células vivas na superficiardabouco submetido a

condicao dinamica em baixa vazao (Figura V.23 byuperficie fibrosa do arcabouco
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composito ainda pode ser observada e demonstrst@eekao longo das trés semanas

de cultivo.

A morfologia celular em condicdo dinamica em al#&ao corresponde as ja
relatadas ao longo dos 21 dias de cultivo (Figura3\t). A presenca de estruturas
fibrosas na superficie das células ainda estamesseas nao € possivel afirmar que foi

aumentada.

Dinamico baixa Dinamico alta
Estatico vazao vazao

Figura V.23: |crografias das células Stro+1A a@tas no rcabougo copésito
HA/Col reticulado apés 21 dias de cultivo sob difeges condi¢cdes. Magnificacao:
2000x.

V.6.4- Concentracdo de ions célcio em solucéo:

A fim de analisar as estruturas encontradas naerficies celulares, as
concentracdes de fons ‘Edoram mensuradas no meio de cultivo. Devido asipes
processo de producdo de matriz extracelular pde gias células e de precipitacao/
dissolucdo da matriz em biomateriais ceramicosessitados de concentracdo de calcio
sem e com a presenca de células foi averiguado.

Em todas as condicbes de cultivo ocorre a adsom@oions calcio.
Adicionalmente, mesmo na auséncia de células, errab€ capaz de adsorver ions

calcio oriundos do meio (Figura V.24 a,b).
De maneira geral, a condicdo dindmica apresents tdg adsorcdo de calcio
superiores a condicdo estatica. Na Figura V.248,14 dias de cultivo sem células,

ambas as condicbes dinamicas apresentam uma maittidpde de fons Ca
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Ca?* (mmol)

Ca?" (mmol)

adsorvidos em relacdo ao cultivo estatico (*,**jnda para a condicdo dinamica em
alta vazdo, o resultado € significativamente maior7°, 14°, e 21° em relacdo ao
estatico e 7° e 21° dia para a condi¢cdo dindmichade vazao (*). Entretanto, ndo
existem diferencas significativas entre os tempescultivo para a condicdo de alta
vazdo. A renovacdo constante de meio com maiorovagdulta em uma elevada

concentracdo de ions disponiveis em contato comtdzndo material.

Em presenca das células Stro+1A (Figura V.24 bhmoportamento de adsorcao
dos fons CX% é mantido. As condicbes de cultivo ndo apresentaferedcas
significativas entre os tempos. Entretanto, entse candi¢bes, assim como nos
resultados apresentados na auséncia de célulamdic@o dindmica em alta vazao
difere significativamente nos 7°, 14° e 21° diacdtiivo estatico e do dinamico em

baixa vazao (*).

7d 14d 21d A

-0,005 -
-0,01 -
-0,015 - -
-0,02 - W Estatico

-0,025 - * o @ Dinamico baixa vazao
-0,03 + Yk O Dinamico alta vazéo
-0,035 -
-0,04 |
-0,045 -

-0,05 - i;;c

Dias

HA/Col + Stro+1A B

7d 14d 21d

-0,005 -
0,01 1 W Estatico

@ Dindmico baixa vazao

-0,015 ~ 0O Dinamico alta vazao

-0,02 - * *

-0,025 -

Dias

Figura V.24: Concentracdo de €@&m meio de cultura com o arcabouco compésito
HA/Col reticulado em auséncia (A) e presenca (Brélelas Stro+1A com 7, 14 e 21
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dias de cultura e sob diferentes condicbes. Difareignificativas entre os tempos e

condicdes de cultivo (*,**). p < 0.05.

Em relacéo a presenca de células, existem difesesigaificativas em todos os
tempos de cultivo (7, 14 e 21 dias) para a condeggiatica. Segundo Declereg al.
(2005), a capacidade de osteoinducao e mineratizdgadbiomaterial deve se dar de
maneira verdadeira, isto €, com deposi¢cdo de uwea matriz extracelular mediada por
células, e ndo apenas como consequéncia da pagéipiespontanea de ions calcio e

fosfato.

Em condicdo dindmica em baixa vazéo, apenas oa/apuliesenta diferenca
significativa. E em condicdo dindmica em alta vaz&acélulas desempenham um papel
importante na adsorcdo de calcio apenas aos 21 Ekag resultado € interessante
guando comparamos as morfologias das células nagradia da Figura V.23 c, onde

estruturas semelhantes a uma nova matriz extracsetretada foi visualizada.

Como demonstrado nas micrografias eletrénicasglatas Stro+1A comecam, a
partir da segunda semana em cultivo dindmico em \a&zdo0, a apresentar em sua
superficie estruturas minerais semelhantes a untaznextracelular. Entretanto, esse
perfil ainda € timido em relacdo ao observado paraélulas em cultivo estatico.
Geralmente, células estromais iniciam a deposigioattio na matriz apds 8-10 dias
com aumento ao longo do tempo de cultivo. Essadigim de calcio ocorre de maneira
desorganizada e nao-modular (Fromigtiél, 1997).

Kassemet al. (2008) afirmam que o processo de mineralizacacedado por
varias proteinas ndo-colagénicas e proteglicanasaeséncia dessas moléculas pode
acarretar em padroes de mineralizacdo diferentesodtidos naturalmente ou em

cultura em condicéo estatica.

V.6.5- Colonizacdo do arcabouco HA/Col reticuladelas Stro+1A:

A capacidade das células osteoprogenitoras essaobpnizarem o arcabouco
3-D HA/Col reticulado foi avaliada pela visualizacdos nucleos celulares marcados

com DAPI presentes em cortes transversais. A difperdas células na
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1 dia

3 dias

superficie/interior do arcabouco compédsito HA/Cetadeexposta nas Figuras V. 25,
V.26 e V.27.

As secdes histolégicas da Figura V.25 mostram pdabtelulares na superficie
das amostras sob as trés condi¢cfes de cultivoZzpheras de cultivo (Figura V.25 a,b
e c). Bjerreet al. (2008) obtiveram resultados semelhantes: apdésdiassde cultivo
estatico e dindmico, as células de medula Ossddepmam e migraram sobre a

superficie da amostra.

As células do sistema dindmico apresentam nuclacsgbos a orientagdo das
fibras de colageno (Figura V.25 c e f), provaveltaeresultado do alinhamento do
citoesqueleto provocado pelas forcas de tensédtugo fmeio de cultura) (Figura V.25
b,c) (Partapet al.2010).

Apés 3 dias de cultivo, as células apresentamaseprimeiras camadas abaixo
da superficie das amostras (Figura V.25 d, e@dyido a alta porosidade do arcabouco
e sua natureza fibrosa, as células tém aparenieldde de penetracdo em alguns
micrdmetros na superficie. Entretanto, a coloniaagd material fica restrita a uma

profundidade em torno de 200um.

Estatico Baixa vazao Alta vazdao

Figura V.25: SecBes histologicas do arcabouco ceitgpdlA/Col com nucleos das
células Stro+1A marcados por DAPI. Imagens cornedeotes a 1 e 3 dias de cultivo

sob diferentes condicdes.
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7 dias

14 dias

A partir do ? dia de cultivo, observa-se um fendmeno diferenterelacédo a
condicdo estatica. Limitadas pelos gradientes dgénio e nutrientes, as células
retomam o posicionamento na superficie do arcabdogiando a formagcdo de uma
estrutura de camada celular estratificada (Figu6 \4). Apos a segunda semana, essa
camada é melhor visualizada (Figura V.26 d). Segudyhjobiet al. (1999), em placas
de cultura tradicionais, as células Stro+1A formagnegados 3-D com presenca de
matriz extracelular mineralizada (marcada por Voos$@). Células periféricas

continuariam o processo de renovacao celular.

Estatico Baixa vazao Alta vazdo

Figura V.26: Secdes histolégicas do arcabouco csitgpdlA/Col com nucleos das
células Stro+1A marcados por DAPI. Imagens cornedentes a 7 e 14 dias de cultivo

sob diferentes condigdes.

O mesmo comportamento é observado para as amestragetidas ao sistema
dindmico de baixa vazao (Figura V.26 b, e). Prolmagate, os aportes de oxigénio e
nutrientes ndo sdo suficientes para promover aagégr em diregcdo ao interior da
amostra. Adicionalmente, uma diminuicdo da quadidde nucleos marcados pode ser
reparada a partir da segunda semana (imagem naod#)s Yeatts & Fisher (2011b)
afirmam que, quando as concentracdes de oxigénudrentes no interior do material

estdo abaixo do minimo necessario, ocorre o prockssorte celular.
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Um fato interessante para ser comparado a essenaiste cultivo € que essa
diminuicdo néo é claramente vista na condicdoieat& partir de 14 dias, as células
submetidas a baixa vazdo experimentam uma condig&ultivo com efeito negativo
ao seu desenvolvimento e proliferacdo. A Figura7\Vd2talha a morfologia de um
nacleo celular submetido a condicdo dindmica deabaazao. Nota-se que o volume
nuclear é maior que 0s outros nucleos observadasesma amostra. Em seu interior a
cromatina apresenta-se altamente condensada. Apesauséncia de marcadores
especificos de apoptose, presume-se que esse fembpuzle estar alterando a

morfologia celular.

100um

Figura V.27: Micrografia do nucleo das células $1vd marcadas por DAPI cultivadas
sob o arcaboug¢o HA/Col em sistema dindmico de bazdo apds 7 dias. Detalhe para

a cromatina altamente condensada no interior dieasetas).

Rauhet al. (2011) verificaram um substancial processo de enoefular no
cultivo dindmico (1,0 ml/min) em células MC3T3-Eljtivadas em arcaboucos de osso
trabecular. A vazao do fluxo afetou a morfologi#eracdo célula-célula, producéao e

composicao da matriz extracelular e a express@enies osteogénicos.
A partir da segunda semana em condi¢cdo dinamicaltdevazdo, os nucleos

celulares apresentam-se dispersos no arcaboug¢m essio visto nos resultados de

Bjerre et al. (2008). Em seus experimentos, as células ostemalgisaipresentaram um
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21 dias

alto nivel de processos de adesdo e migracdo ma@rco poroso provocado pela
passagem do fluxo na superficie do material. Aalaglpermanecem proliferando na
superficie, com penetracdo em maiores profundidademterior da amostra (Figura
V.26 c e f).

Aos 21 dias de cultivo (Figura V.28), as células@ndicdo estatica mantém a
camada na superficie do arcabouc¢o, sem migracétacelm direcdo ao interior da
matriz 3-D (Figura V.28 a). Em cultivo dinamico &aixa vazao, a presenca de nucleos
marcados torna-se um trabalho de dificil visuaipagQuase ndo se observou células

cultivadas nas amostras.

Estatico Baixa vazio Alta vazao

100um

Figura V.28: Secbes histologicas do arcabouco csitgpdiA/Col com ndcleos das
células Stro+1A marcados por DAPI. Imagens cornedentes a 21 dias de cultivo sob

diferentes condicoes.

Em cultivo dinamico de alta vazdo, as secdes Bgitds revelam a intensa
migracdo celular e colonizacdo do material peldslag Stro+1A (Figura V.28 c).
Entretanto, essa migracéo celular ndo se da deiradremogénea através da amostra.
A heterogeneidade do cultivo dindmico ja foi obadrv anteriormente por diversos
trabalhos do grupo de Bjere¢ al. (2008).

A migracéo celular pode ter sido influenciada pardanc¢as na porosidade das
amostras. Segundo Let al. (2009), a hidratacdo do material em meio de culpade

levar a expanséao de 50-100%, resultando em porosgdees dimensdes.
A Figura V.29 mostra que existiram variacdes ténnas porosidades dos

arcaboucos submetidos aos sistemas de cultivo.mPaeéporosidade ndo € fator

determinante para a migracao, visto que os residtpdra o cultivo dindmico de baixa
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vazao variam sem resultar numa colonizacdo do rakht€& grafico mostra que por

volta do 7° dia de cultivo sob alta vazao, houveaumento da porosidade.

24h em meio

% _
— 80 -
= R
= 70 - T
3 o0 - T o H+  |mControle 24h
% 50 - m Estético
'§ 40 @ Dinamico baixa vazao
> 30 - o Dindmico alta vazdo
8
& 10

0 T T T
1d 3d 7d 14 21

Dias

Figura V.29: Porosidade do arcabouco compésito lA&Dbmetido as condi¢bes de
cultivo: estético, dindmica baixa e alta vazao. @rmelho, porosidade do compdsito

apos 24 horas imerso em meio de cultura.

Diferentes fatores parecem atuar conjuntamente mngragdo celular e
colonizagdo do arcabouco 3-D. Secfes histologieadiférentes pontos das amostras
foram analisadas (Figura V.30). De maneira gerali@as as amostras submetidas ao
sistema dinamico, é encontrado um maior nimeroudieos marcados por DAPI nas

regides periféricas que nas regides centrais.

HA/Col 3-D A B

- -
-
- -

.
- -
. = — -
- Regiao central g | Regido periférica I
- - -
ey S|

Figura V.30: Diagrama das secdes observadas ddaupa composito HA/Col

colonizado pelas células Stro+1A sob condi¢do dicém
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A Figura V.31 evidencia que as condi¢cdes de culiio regido central e
periférica das amostras submetidas aos sistemasitios ndo sdo as mesmas. Jaasma
et al. (2008) validaram que o cultivo em biorreatores eldyséo apresentam diferencas
importantes na passagem do meio de cultura nasfisige das amostras. Em seus

resultados, diferencas entre regifes centraisiigpeas também foram observadas.

Contrariamente aos resultados encontrados pelm gtegJemuraet al. (2003),
a regido central da amostra submetida ao sisten@iltteo em baixa vazao (Figura
V.31 a) apresenta baixa quantidade de ndcleos dwscanquanto a regido periférica
tem uma expressiva quantidade de células (Figusa ¥). Esse perfil foi encontrado
em todas as amostras, seja de baixa ou alta vAgdorcas de cisalhamento presentes
na periferia aumentariam a proliferacdo de ostestdda humanos por via ERK-

dependente, entre outros segundo Bjetra. (2008).

Figura V.31: SecBes histologicas do arcabouco ceitgpdlA/Col com nucleos das
células Stro+1A marcados por DAPI. Imagens cormedentes a 21 dias de cultivo sob
sistema dindmico em baixa vazdo. Em (A), detalheed&o central da amostra e, em

(B), da regido periférica.

Atualmente, dois tipos de biorreatores em perfys@tem ser encontrados: de
perfusdo direta ou indireta. Os biorreatores atillas neste trabalho sao classificados
como perfuséo indireta, pois as amostras néo éstdeeticamente instaladas. Logo, os
movimentos realizados pelo fluido no interior dorkeator e as forcas de cisalhamento

presentes sao influenciados pela posicdo espaamlathostras na camara, pelas
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velocidades rotacionais e pela viscosidade dodlgiKinneyet al, 2011). No interior

de biorreatores, o fluido (meio de cultivo) em nmognto se depara com varias
superficies e objetos, resultando na mudanca éeé&tirdo movimento para regides de
mais facil escoamento. Neste caso, as regidesepea$ das amostras no interior da
camara. As forcas de cisalhamento e a velocidadBudto aumentam préoximas as

paredes da camara (Kinnetyal, 2011).

Forcas relacionadas ao movimento do meio de cultpadem atuar
diferentemente em relacdo a posicdo da célula restean(Bancroftet al, 2003). O
impacto da hidrodindmica aparece: na agregacadace(cinética e tamanho); no
metabolismo celular (viabilidade, transporte e ifemd¢do); e no fendtipo celular
(diferenciacao e funcdes). Evidentemente, um Upad@metro ndo atua nas atividades

celulares.

Na Figura V.32, o diagrama demonstra um dos mowuoserealizados pelo
meio de cultivo. Forcas de cisalhamento perpenalieal sdo encontradas na face
superior da amostra, enquanto que na periferimsefgcas tornam-se tangentes, se
desmembrando em diferentes dire¢Ges (Figura V.3Proyvavelmente, a auséncia de
células nas regibes centrais pode estar relaciogada um conjunto de fatores

relacionados a essas forcas atuantes (Zéiaalg 2009).

Note que o liquido provavelmente escoa pela lataalamostras, sem forcar a
penetracdo das células em direcédo ao centro dbaarpa (Figura V.32 b). Uma vez na
periferia, as correntes de conveccéo podem carcegaigo uma maior concentracdo de
oxigénio e nutrientes, removendo excretas e faemex a proliferacdo celular e
colonizacéo do arcaboucgo 3-D (Yeatts & Fisher, 20%&gundo Davie@t al. (2011), a
pressao e forca de cisalhamento, e outros estim#agdnicos, dirige a proliferacdo e

diferenciacao de células osteogénicas.

Além disso, estruturalmente, o arcabougco comp@sitle se tornar mais poroso
nessa regiao, com a disponibilidade de fibras ihaes e poros de dimensdes maiores.
A porosidade e o microambiente do arcabouco detammio comportamento local,
resultando em um discreto impacto nas células (Dawial, 2011). A arquitetura de

arcaboucos com organizacdo randémica de suas fiboasca uma alta variacdo dos
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efeitos das forcas de cisalhamento no interiorioledatores. Uma porosidade uniforme
e bem determinada pode otimizar as propriedadesamoas e a biocompatilidade
(Martin et al, 2004).

0,03mlfmin

0,3ml/min
——

{ gl
>

—»
F
v

Figura V.32: Diagrama das forcas atuantes na doperflo arcabouco composito

HA/Col submetido ao sistema dinamico.

Apesar de inumeros trabalhos mostrarem que ofo®fdo condicionamento
mecanico podem aumentar as propriedades estruirfaigcionais dos biomateriais,
pouco € conhecido sobre as forcas mecanicas d@spsaiu seus regimes de aplicacéo
(magnitude, frequéncia, continuo ou intermitentelos), que sdo estimulos para um

tecido em particular (Martiat al.,2004).

Provavelmente influenciadas pelos movimentos deoflcontinuo de meio em
alta vazao, as células migram e aderem-se em &sdssperficies do arcabouco 3-D. A
Figura V.33 representa as faces das amostras abssrvsubmetidas a 14 dias em

sistema dinamico de alta vazao.

Adicionalmente a capacidade de colonizar o intetmarcabougo 3-D ao longo
de 21 dias em sistema de cultivo dindmico de alade, as células Stro+1A

comportam-se como observado na condicdo estatieamBneira geral, as células
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aderem-se nas superficies das amostras formandesimtura em camada estratificada
(Figura V.34). Diferentemente dos resultados olzss nas micrografias das Figuras
V. 25, 26 e 28 a e d (condigdo estatica), as ehd@ se limitaram a face superior das

amostras.

A B C

# ’
/ ’

’ T
Centro superlor . 4 Periferia direita

Lateral direita
HAaCol3D | |  Jm=~a_
—
~ -
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N ewmr] [
- -’
- — - - - Lty

Figura V.33: Diagrama das secfes observadas naizaddo periférica do arcabouco
compésito HA/Col por células Stro+1A sob sistem@adiico de alta vazao apos 21

dias.

Os resultados apresentados na Figura V.34 evidangige, iniciada a adesao
celular na face superior imediatamente em contatgétulas durante o processo de
inoculacdo, as células podem migrar e aderir e &wdabouco. Apds 2 semanas, um
alto nimero de células migra da face superior dastrm (Figura V.34 a), passando
pelas periferias (Figura V.34 c, f), colonizandola@grais esquerda e direita (Figura

V.34 b,e), até atingirem a face inferior da amo@trgura V.34 d).
Progressivamente ocorre a formacéo de uma camaalarcéna e uniforme

pelas células nas superficies externas do arcaboyguindo a transferéncia de massa

entre o interior e exterior da mesma amostra (Dewal, 2011).
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Figura V.34: SecBes histologicas do arcabouco ceitgpdlA/Col com nucleos das

células Stro+1A marcados por DAPI. Imagens cormedentes a 14 dias de cultivo sob
sistema dinamico em alta vazdo. Em (A e D), detdlneegido central da amostra na
superficie superior e inferior; em (B e E), detallas laterais da amostra; e em (C e F),

detalhes da regido periférica na superficie superio

V.6.6- Diferenciacdo celular:

A diferenciacao celular foi verificada através daaentracdo de trés moléculas
envolvidas ao processo: a enzima fosfatase alc@ilp a proteina osteocalcina (OC) e
a proteina pro-colageno | (PIP). As amostras digsaas de meio foram analisadas ao

longo dos 21 dias de cultivo sob as diferentes icoed propostas.

Os resultados sao apresentados para cada sistondigdo (estatico, dindmico
baixa e alta vazdo). Apesar das células estarencomtato com o mesmo material,
preferiu-se a apresentacdo dos resultados separatarPara os resultados da FA, as
analises foram realizadas nas proprias amostrasadse das células. Entretanto, para

as analises de OC e PIP, aliquotas do meio de@tittram recuperadas. Nas amostras
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em cultivo dindmico, a passagem constante de neeulivo provocou a diluicdo das

proteinas em questao (Yeatts & Fisher, 2011b).

Todos os resultados foram calibrados para serébmetidos a comparacéo. Os
valores sofreram adequacdo em relacdo: ao numercélligas (ou absorbancia
referente), aos volumes diarios passados pelasti@s@so tempo de cultivo. E evidente
que, para os cultivos submetidos ao sistema dimAmien possivel erro esteja
incorporado aos resultados, visto que essas makcidram altamente diluidas.
Adicionalmente, para concentragcdes muito diluidas,efeito de threshold dos kits

utilizados pode ter causado um aumento nos resglih questao.

As tensfes de cisalhamento provocadas pela passigémdo sdo suficientes
para a inducdo da diferenciacdo osteoblastica, mesmculturas sem o acréscimo de
dexametasona (Yeatts & Fisher, 2011b; Letcal, 2008). Em atuacao conjunta, 0S
estimulos provocados pela adicdo de dexametaspela erfusdo produzem um efeito
sinérgico na diferenciagdo osteogénica em célulassenquimais de ratos.
Adicionalmente, os efeitos de fons *€gambém parecem influenciar esse processo
(Liao et al, 2008).

Zhang et al. (2009) observaram um significante aumena proliferacéo,
distribuicdo celular e diferenciacdo osteogénicavitro com a utilizacdo de
biorreatores. As tensdes de cisalhamento estimalgoliferacdo e diferenciacéo de
osteoblastos humanos por via kinase-dependentes euntros padrbes (Rawdt al,
2011).

Segundo Fromiguét al. (1997), células estromais da medula sdo capazes de
produzir FA, OC e PIP; a utilizacdo de dexametasssiamula esses marcadores em
curtos periodos de cultura. Entretanto, para umaplaia diferenciacdo, fatores

hormonais e locais atuam diferentemente e em var@sentos do processo.
Estudos dos grupos de Uemuwtaal. (2007) e Wanget al. (2008) utilizando

arcaboucos 3-D compostos p@TCP em biorreatores da empreséinucell®,

demonstraram aumento da expressdo de fosfataséinaloa osteocalcina em
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osteoblastos de rato. Entretanto, a determinacéwadao de fluxo Otima para cada

biorreator e arcabouco utilizado é recomendadal{Rgal, 2011).

Vebersax et al. (2008) cultivaram células mesenquimais humanas em
arcaboucos baseados em colageno. Entre os resulfaagitivos em relacdo a
proliferagcéo e diferenciacéo celular, os autoresram a atencdo para a degradacao da
matriz 3-D uma vez submetida as for¢as de cisalhtom® interior do biorreator.

V.6.6.1- Fosfatase alcalina (FA):

Os resultados da absorbancia da FA nas amostréagadak sob os diferentes
sistemas estdo apresentados na Figura V.35. Nastrasmisubmetidas a condicéo
estatica (Figura V.35 a), ocorre 0 aumento sigaiflo da expressdo de fosfatase
alcalina pelas células Stro+1A no 21° dia. Enttetaos resultados anteriores (MEV)
evidenciaram uma diferenciacéo e producédo de matdada anteriormente, no 7° dia.
Zhanget al.(2010) também observam o aumento da enzima FAgqita do 20 dia de

cultivo em células estromais.

O perfil de expressdo de FA no sistema dinAmicbaiea vazdo é semelhante
aos da condicdo estética, com o aumento significaim 21 dias (Figura V.35 b). A
concentracdo de FA é mesurada nas amostras, semadilno meio de cultivo.
Portanto, as células, mesmo que ndo humerosastaaat enzima progressivamente ao

longo dos 21 dias.

Em sistema dinamico de alta vazéo, as células sapt@am baixas
concentracdes de FA, mesmo quando comparadascmndigéo estéatica (Figura V.35

c). Nao houve diferencas significativas entre agpes de cultivo.

Apesar da dexametasona ser um importante indutdifefenciacido osteogénica
e induzir a proliferacdo celular, a atividade deesaima nd&o promove o fenotipo
osteogénico completo (Fromigeé al, 1997). Oyajobet al. (1999) e Kartsogiannis &
Ng (2004) obtiveram uma baixa expresséo de fosfabmlina pelas células Stro+1A

em cultivo em placas de cultura.
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Figura V.35: Concentracdo de fosfatase alcalinaresga por células Stro+1A
cultivadas sob arcabouco compésito HA/Col sob difers condicdes e tempos de
cultivo. Em (A), condicdo estatica, e em (B e G3tesna dinamico de baixa e alta
vazao, respectivamente. Diferencas significativaiseeos tempos de cultivo (*). p<
0.05.

96



Osteocalcina (OC):

As concentracdes obtidas para a proteina OC eptésemtadas na Figura V.36.
A utlizacdo de dexametasona afeta negativamentedaigio de OC (Liaet al. 2008).
Entretanto, a nanoestrutura da matriz compositecpagstimular a producgéo de FA.

A utilizacdo de dexametasona em culturas de céksa®mais provoca uma
inibicdo na producdo de OC em até 3-4 semanas awmento na producdo de FA.
Fromiguéet al. (1997) verificaram uma diminuicao significativasnoiveis de mRNA de
OC em até 3 semanas. Geralmente, os maiores dizaiscrecdo de OC sdo encontrados
ao final do processo de diferenciacéo (3-4 semdbes)jercget al, 2005).

Em condigdo estética, ocorre o aumento ndo sigtific na concentracdo de
OC em meio de cultura ao longo dos 21 dias devagRigura V.36 a). Para o sistema
dindmico em baixa vazéo, ocorre um pico de OC nio ke cultivo no 14° dia (Figura

V.36 b). Todas as diferencas entre os tempos gadisativas. Um acentuado aumento
na segunda semana foi observado.

Em condicdo dinamica de alta vazao, a concentragds elevada de OC foi

verificada aos 7 dias de cultivo, com queda sigaiiva nas duas semanas posteriores
(Figura V.36 c).

O estimulo do fluxo constante aumenta significatigate as concentracdes
observadas. Os resultados obtidos para ambas @ssvado significativamente maiores
que os encontrados em condicao estatica. Apesdtaddiluicdo a qual as amostras foram
submetidas nesses sistemas, a mudanca de ambgenteum transporte de massa

constante, provocou o aumento da expressao e 8ecdegsa proteina para o meio de
cultivo.
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Figura V.36: Concentracdo de osteocalcina produga@tacélulas Stro+1A cultivadas
sob arcabouco compoésito HA/Col sob diferentes adiedi e tempos de cultura. Em
(A), cultivo estatico, em (B e C), sistema dinamdm baixa e alta vaz&o. Diferencas

significativas entre os tempos de cultivo (*). p.85.

Pro-coldgeno | (PIP):

Os resultados referentes as concentracfes desEl® &presentados na Figura

V.37. A producdo desse peptideo pode ser consaearad indicio da producdo de
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matriz extracelular por parte das células cultigadgesar da deteccdo da secrecéo de
PIP, a distincdo de novas moléculas apresentaildifides devido a natureza colagénica
da prépria matriz (Dawscet al, 2008).

Em condicdo estatica, ocorre 0 aumento da proddedBIP ao longo dos 21
dias, sendo significativo em relacéo aos 7° e 1 @Figura V.37 a). A producao de
colageno pode ser corroborada com as imagens de (Al§uras V. 25 e 26), onde
células Stro+1A provavelmente iniciam a producaordsriz extracelular. Uma vez
aderidas na superficie do arcabouco compdsitoghsas proliferam, diferenciam e
iniciam o processo de producao da matriz. Entrefa# concentracdes observadas sao
significativamente inferiores aos encontrados enbaamos cultivos dinamicos. O
sistema de fluxo constante parece ser respons@lehpmento da concentracdo de PIP

pelas células Stro+1A.

O cultivo sob sistema dindmico em baixa vazao aptasum pico de
concentracdo de PIP em 14 dias. O aumento em oedacZ® dia e a queda aos 21 dias
s&o estatisticamente significantes (Figura V.37Ehjificil justificar a producdo de PIP
pelas células nesse sistema. Na maioria dos rdes|tabservou-se uma diminuigdo no
metabolismo celular e na quantidade de ndcleosnadmdes. A limitacdo do baixo
namero de células pode acarretar em erros de caldi#m disso, esse tipo sistema
(aberto) resulta em um elevado fator de diluicAopdateina no meio de cultivo

coletado.

O sistema dinamico em alta vazdo apresenta coacées inferiores aos da
baixa vazdo, mas ainda significativamente maiores ag do cultivo estéatico (Figura
V.37 c).

Fromiguéet al. (1997) obteve uma producao de colageno do tipnkiente em
cultura de células estromais da medula 0ssea. dupém desse marcador atinge seu

apice a partir da segunda semana, com queda am donigmpo.

Resultados do grupo de Partas al. (2010) mostram um decréscimo
significativo na expressao de colageno tipo-1 mieoblastos cultivados em compdsito

baseado em colageno-glicosaminoglicanas apds 1¢ dhka cultivo em ambiente
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dindmico comparados com a condicdo estatica. Ssudtados sugerem que a cultura
em biorreatores pode provocar uma negativa regulagBse gene ou acelerar a
maturagdo dos osteoblastos.
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Figura V.37: Concentragdo de pré-coldgeno do tip@IP) produzida por células
Stro+1A cultivadas sob arcabouco compdésito HA/Cab sliferentes condicdes e
tempos de cultura. Em (A), cultivo estatico, emg(l€), sistema dinamico de baixa e
alta vazao, respectivamente. Diferencas signifiaatentre os tempos de cultivo (*). p <
0.05.
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VI. CONSIDERACOES FINAIS

O arcabougco composito 3-D foi fabricado através silstese do mineral
concomitante a agregacao das fibrilas de colageéal).(Durante a reacéo, observou-se
que as fibras formam estruturas macroscopicas, aus@éncia de po livre em solucéo.
Através dos difratogramas e espectros de Infralbom@ode-se afirmar que a fase
mineral é constituida por uma hidroxiapatita (HArbonatada do tipo-B e que as
cadeias poliméricas do Col estao presentes e fpraservadas sob condi¢cbes de sintese
(38°C e pH=9).

A presenca de estruturas organicas influenciaramdgdo mineral. A baixa
cristalinidade da HA formada permite a degradagditonme do arcabouco formado

apos sua aplicacdo no sitio da leséo.

A estrutura compdésita tridimensional (3-D) resnde € altamente porosa
(~60%) com poros de tamanho da ordem de 280pu nibdistos de maneira heterogénea
por toda a estrutura do material, assemelhando+oaaesponja porosa. Essa aparéncia
moldavel é pertinente aos sitios de aplicacfesjaas o material pode ser empregado:
enxertos 0sseos para reconstrucdo cranio-faciagxsmplo.

A estequiometria do composito HA:Col obtida (60:4@) semelhante a
originalmente calculada (50:50). A organizacgéaoilibrapresentou duas configuracgoes:
uma com fibras desorganizadas e de facil degradacamtra com fibras mais
organizadas impregnadas de nanocristais de Calufi@sts provavelmente melhor
arranjadas com ligacdes cruzadas) determinandorfd ge resisténcia térmica com

duas faixas de temperatura (além da faixa de esgforda agua).

A deposicdo mineral das fibras foi observada asr@# microscopia eletronica
de varredura e de transmissdo. As fibras de Codsaptaram-se recobertas por
policristais de HA. Através das micrografias, osstais nanomeétricos (~45nm de
comprimento e 5nm de largura) estdo embebidos mazneaganica com distribuicdo
heterogénea e sem orientagédo definida. Entretanicalgumas regides observadas, os
cristais organizam-se em grupdelisters”) e apresentam seu eixo c paralelo as fibras

de colageno.
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O processo de mineralizagcdo pode ser otimizadovéstralo controle da
nucleacdo mineral durante a sintese. A utilizagiblias de Col altamente carregadas
(Col anibnico), a presenca de moléculas controfsl¢como a decorina), etc., podem
homogeneizar a deposicao mineral, resultando emt@sts organico-inorganicas mais

homogéneas.

As ligagbes formadas entre o agente reticuladdagglldeido (GTA) e as fibras
de Col durante o processo de reticulacdo sédo éstaventribuem para a auséncia de
citotoxicidade do material. A reticulacdo resulema uma compactacédo das estruturas
organicas fibrilares mineralizadas e da resistéicidegradacdo sob condigbes de
cultivo (estufa imida a 38).

Adicionalmente, ndo houve liberacdo de residuopemuenas cadeias do GTA
para 0 meio, mesmo com 0 emprego do sistema dinaoecfluxo constante. O
arcabouco 3-D ndo perdeu sua macroestrutura quanticado em condicdo estatica,
sistema dinamico de baixa (0,03ml/min) e alta vafgdml/min). A manutencédo da
estrutura 3-D da matriz no interior de biorreatatemonstra que estas sao capazes: de
resistir as intensas forcas de cisalhamento prolascpela passagem do fluxo; de servir
como arcabouc¢o temporario para o desenvolvimergopdacessos biolégicos que irdo

levar ao restabelecimento da satude do individuo.

A acessibilidade as regides de adesao celular parfezie das fibras foi
demonstrada através da coloracdo de PicrosiriuslaSéosteoprogenitoras estromais
(Stro+1A) mostraram-se, em sua maior parte, ade@dpartir de 6 horas de contato,

com exibicdo de uma morfologia fibroblastdide axalfida nona hora.

A vialibilidade celular até 21 dias é diferentegpaada um dos trés sistemas de
cultivo propostos. Para os sete primeiros diascéslas submetidas aos sistemas
dindmicos apresentaram-se mais ativas metabolidanggre as outras submetidas ao
cultivo estatico. O aumento de transporte de mamgagentes e oxigénio e a remocao
de excretas podem ter contribuido significativamerdra esse resultado. Em cultura
estéatica, a viabilidade celular é baixa e constdfe cultivo dindmico de baixa vazéo,
a viabilidade celular atinge seu pico dodfa, tendo uma queda importante no$ 44

21°dias. Em cultivo dinAmico de alta vazao, a viahilid celular aumenta até 21 dias.
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Em sistemas estaticos, as limitacbes para oeperbxigénio e nutrientes sdo
um dos fatores que mais afetam o metabolismo celéaa estruturas tridimensionais,
a difusdo do gas e de nutrientes atinge em torn@0@gm, obrigando as células a
permanecerem na superficie da estrutura. Nestalltigbobservamos através das
imagens histolégicas que as células Stro+1A perogmena superficie do arcabouco
formando, ao longo dos 21 dias, uma camada e&taals.

Os resultados para os sistema dinamico de cula&oando a vazao, diferem
enormemente ap0s o periodo de 7 dias. Para o sistembaixa vazao, a queda da
viabilidade pode ser explicada pela morte celuMas observacdes histoldgicas,
constata-se uma diminuicdo, chegando a ausénciayaeos celulares marcados por
DAPI no material. Um fator consideravel para o ssoeda colonizacéo de estruturas 3-
D é a capacidade das células migrarem e prolifierafes sinalizacdes intercelulares e
paracrinas sdo importantes para o equilibrio eesol@#ncia da cultura. Nota-se que, 0
baixo numero de células e a alta diluicdo e “lawdggos fatores de sinalizacdo, podem

ter sido determinantes para o insucesso do cudirvé@mico em baixa vazao.

Em contrapartida, a influéncia das forcas de cisanto na superficie de
osteoblastos em seu metabolismo é conhecida. ®msistlinamico de alta vazao
proporciona as ceélulas cultivadas na superfici¢aorde cisalhamento diferentes
daquelas de baixa vazdo. As células Stro+1A esaisdach alta vazdo apresentaram alta
viabilidade nos ultimos dias de cultivo.

N&o apenas as forcas as quais as células estaetsldsmas também o aporte
de oxigénio e nutrientes em maior intensidade raostr grande influéncia. A
distribuicdo destes elementos no interior das casndos biorreatores resultou em
diferencas na viabilidade celular em relacdo agaosida amostra no interior do
biorreator. Para o cultivo em baixa vaz&o, a posigas amostras no interior das
camaras foi determinante para o metabolismo. Nopri®eiros dias, as células
cultivadas no arcabouco compdésito na primeira gosgpresentam um metabolismo
significativamente maior que nas outras duas pesicdE&ssa influéncia nao foi

observada no cultivo em alta vazao. Provavelmentmca de gases e nutrientes nesse
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cultivo se da de maneira intensa e rapida (de um@r@eira que neutraliza o efeito da

posicdo do compdsito no biorreator).

Morfologicamente as células corroboram os resuftada viabilidade. Nos
primeiros 7 dias de todos os sistemas de cultvaghulas apresentam-se bem aderidas,
com morfologia fibroblastéide, formando uma redeédleilas interconectadas, com seus
prolongamentos em contato com as fibras minerazada matriz. Nota-se que
estruturas minerais comecam a aparecer nas cdéubasetidas ao cultivo estatico a

partir do 3 dia.

A partir do ? dia, a morfologia das células comecam a diferiguantidade de
células observadas em cultivo dindmico em baixa@waliminui e as poucas células
observadas apresentam-se ocupando uma superfioer,ngem menor quantidade de
processos celulares. Aos 21 dias de cultivo, neanfanais observadas células viaveis.
Em cultivo dindmico de alta vazdo, as células nmmargé com morfologia
fibroblastéide, com o aparecimento de estruturasetmias e mineralizadas em sua
superficie. Os resultados da concentracédo de &o® enostram uma intensa adsor¢ao

desses pelas células e/ou material empregado.

O tipo de biorreator utilizado permitiu o escoana liquido (meio de cultivo)
pela lateral das amostras. Para a bioengenhanuée, mais especificamente, para o
processo de colonizacdo de matrizes 3-D, um biomrede perfusdo completa seria
ideal. Em seu interior, 0 meio de cultivo seriaigdio a permear todos os poros da
estrutura, carregando as células e provocandosfalgaisalnamento mais importantes.
Entretanto, as propriedades mecéanicas das mati&esn ser ajustadas e mantidas ao

longo do tempo de cultivo.

Além de melhores resultados em viabilidade e mogial as células Stro+1A
submetidas ao cultivo dindmico em alta vazdo miastraexcelente capacidade de
migracdo em direcdo ao interior do arcabouco tedisional. Enquanto as células
submetidas ao cultivo estatico sédo limitadas peddignte de concentracdo de oxigénio
e nutrientes formado a partir da superficie (rasdbd numa camada estratificada celular

na superficie do arcabouco), as células submediddta vazdo penetram no material,
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colonizando seu interior. Adicionalmente, foi olvs®la uma migracéo celular em todas

as superficies das amostras.

As células Stro+1A cultivadas em sistema estatipeesentaram aumento
significativo da enzima FA e do PIP aos 21 diascdkivo. Apesar dessa tardia
expressao da FA, os resultados para OC e PIP endipbm a bibliografia e com as
morfologias apresentadas nas micrografias: uma eafgr secregdo de matriz
extracelular posteriormente mineralizada. Para @slas submetidas aos sistemas

dindmicos, verifica-se o pico de FA em 21 dias de®C e pro-colageno | em 14 dias.

Esses resultados podem apresentar limitacdes dawgande diluicdo presente
nos sistemas dinamicos. A utilizacdo de um sistiatiaado (com retorno do meio de
cultivo; sistema dinadmico em alta vazao) demonssmeficaz. Uma vez que a difusao
de oxigénio pode ser realizada através das pamaesubos conectores e ndo se
demonstrou um limitante para o crescimento popoiteadj a concentracdo de moléculas

sinalizadoras pode atuar de maneira importantemportamento celular.

O arcaboucgo 3-D constituido por HA e Col mostrou ca@paz de servir de
suporte para a adesdo, proliferagdo, migracdo eredifiacdo das células
osteoprogenitoras estromais até 21 dias, sob dityecondicbes de cultivo. A
manutencdo da sua estrutura original € importaata  reequilibrio do sitio de
aplicacdo no organismo humano. Por apresentar twstimente uma proteina
degradavel, a reabsorcdo do material poderda sérads de maneira eficiente e
concomitante com a nova deposicdo de matriz oggeanesmo tempo, esse tipo de
arcabouco poroso podera permitir a invasado deakidoteliais e posterior formacao

de vasos sanguineos.

Em relacéo ao sistema dinamico de cultivo no iotate biorreatores muito ja se
avancou para otimizar a migracao celular e colgdiaaEntretanto, o efeito sinérgico
de inimeras variaveis parece determinar o0 sucessofésso de um “complexo”
proposto para aplicagbes em bioengenharia tecitfodldemonstrado nessa tese que
vazbes que diferem 10x influem de forma drasticaenéiferente no comportamento
celular. A partir do 7 dia, duas possiveis vias metabodlicas podem ter séguidas

pelas células Stro+1A: a da morte celular paraéagas submetidas a baixa vazéo; e a
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alta atividade metabdlica, diferenciacdo e secrelgdmatriz para as submetidas a alta

vazao.

A diferenca no transporte de massa de nutrientegige€nio, 0 aumento da
porosidade da matriz, as maiores forcas de cisa&h@mme o aumento da viabilidade,
namero de células e sinalizagBes paracrinas poeleagido conjuntamente para atingir
o resultado obtido.
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Vli(a). CONCLUSIONS

1. Une matrice composite tridimensionnelle poreetsmalléable a été synthétisée par
I'agglomération de fibres de collagenes et la diéjomsde phosphate de calcium.

2. La phase minérale est constituée d'une hydraadyt@p carbonatée de type B
déficiente en calcium déposée sur et entre leedilde collagene. Les cristaux
nanométriques sont présents dans la matrice ong@s@ns orientation apparente.

3. Le processus de réticulation accroit la réstgtadu composite dans I'environnement
de culture. Le composite synthétisé et réticul&tnpas cytotoxique et aucune libération
de glutaraldéhyde n’a été constatée pendant 2§ gmiculture.

4. Les fibres de collagénes minéralisées maintignieairs propriétés de surfaces tout
en permettant I'adhésion cellulaire. Les cellulesnBlent bien adhérées avec une
morphologie polygonale durant 7 jours quelles qoerg les différentes conditions

d'immersion (statique, dynamiques a basse et haigtgse).

5. La viabilité cellulaire est fortement influencgar les systémes de culture utilisés au
cours des 21 jours. En conditions statiques, l#sles présentent une faible viabilité.
Dans les systémes dynamiques, le comportementaediuifférent & partir du '™
jour. Une forte chute de la viabilité et de la qiténde cellule est observée en basse

vitesse alors qu’en haute vitesse, une augmentdtiovombre de cellule est observée.

6. La position de I'échantillon a l'intérieur dudbéacteur est un facteur déterminant
pour la viabilité seulement durant les 3 premiensrg dans le systeme dynamique a

basse vitesse.

7. La morphologie cellulaire corrobore les réssltabtenus pour la viabilité. En basse
vitesse, les cellules cultivées disparaissent algrésd®™ jour. Néanmoins, dans les
conditions statiques et dynamiques haute vitdeseellules continuent de bien adhérer

et de petites structures minéralisées peuvent@iservées a leur surface.
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8. La migration cellulaire et la colonisation @erhatrice sont bien établies durant les
21 jours de culture dans le systeme dynamique & vitesse. En systéme statique, une
couche continue de cellules se forme a la surfad&dhantillon.

9. A Tlintérieur du bioréacteur, les échantillonsbssent différentes contraintes
dynamiques. Dans les 2 systemes dynamiques, lanrgmiriphérique présente une
guantité de cellule plus importante comparée ad#on centrale.

10. Le systeme dynamique a haute vitesse montmaddkeurs résultats pour la culture
cellulaire dans une matrice tridimensionnelle. Le omplexe
« composite+cellulestbioréacteur » a haute vitegs¢é apte a [I'utilisation en

bioingénierie.
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VII. CONCLUSOES

1. Através da sintese de fosfato de calcio com corteoiei agregacédo de fibras de
colageno, foi produzido um arcabouco compdsitoinr@hsional poroso e

moldavel.

2. Obteve-se como fase mineral uma hidroxiapatita cceatada do tipo B
deficiente em célcio depositada sobre e entre lassfi de colageno. Os
policristais nanométricos aparecem embebidos nariznairganica sem

orientacdo aparente.

3. O processo de reticulagdo provocou aumento datéesia do arcabouco a
degradacdo em ambiente de cultivo. O arcabouco @sitopndo € citotoxico.
N&o foi verificada a liberacdo de glutaraldeidoadite 21 dias sob diferentes

condicdes de cultivo celular.

4. A proporcdo HA:Col encontrada (60:40) foi similar té@orica (50:50). O
arcabouco HA/Col mantém suas propriedades estrsitt@smo apos 21 dias de

cultivo.

5. O arcabouco formado pelas fibras de colageno niipadas mantém sua
disponibilidade a adesé&o celular. As células aptasese bem aderidas e com

morfologia fibroblastoide até 7 dias de cultivo ®xdos os sistemas propostos.

6. A viabilidade celular foi altamente influenciaddqsesistemas de cultivo até 21
dias. Em condicdo estatica, as células apreserdaa b constante viabilidade.
Nos sistemas dinamicos, o comportamento celulareli partir do %dia, com
intensa queda na viabilidade e numero de célulasiglema dindmico de baixa
vazao (0,03ml/min); e aumento significativo paracakilas submetidas a alta

vazéao (0,3ml/min).

7. A posicdo da amostra no interior do biorreator éfatar determinante para a

viabilidade nos primeiros 3 dias no sistema dinandie cultivo em baixa vazao.
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8. A morfologia celular corrobora os resultados oltigmara a viabilidade. Em
baixa vaz&o ocorre o desaparecimento das célulasaterial a partir do f4lia.
Em contrapartida, para a condicdo estética e sistEntultivo em alta vazao, as
células continuam a apresentar a morfologia filastidide, com presenca de

estruturas secretadas mineralizadas em sua sugperfic

9. Durante os 21 dias de cultivos nos trés sistemessaptados, observou-se a
adsorcéo de ions célcio. A presenca de ceélulas raansggnificativamente a

adsorcao.

10.A migragéao celular e colonizacdo do arcabouco ecam ao longo dos 21 dias
de cultivo em sistema dinamico de alta vazdo. Endicdo estatica, verifica-se

a formacéo de uma camada estratificada na sumed@camostra.

11.Diferentes comportamentos de migragao celular foremmalizados. As regides
periféricas das amostras submetidas aos sistemamidos mostram-se mais
colonizadas que as regides centrais. Em sistem@amiin de alta vazéo, as

células também foram uma camada em torno de tadwatra.
12.As células Stro+1A apresentam baixas concentragfiess indicadores de

diferenciacdo. Os resultados das analises paraultivoc dinamico séo

significativamente maiores que os encontrados ftiivawestatico.
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VIII- SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Controlar a porosidade do arcabouco compdsito Xiapatita/colageno
(HA/Coal);

2. Estudar de maneira mais detalhada o processo nimagéo do colageno;

3. Otimizar o processo de inoculacéo das células smhareabougo HA/Col;

4. Verificar as diferencas de viabilidade celular eslagdo a posicdo das amostras

no interior dos bhiorreatores;

5. Modelar o fluxo no interior do biorreator:

6. Realizar andlises de imunohistoquimicas relaciahada proliferacéo,
diferenciacdo e apoptose nas laminas histologi@asardabouco compdsito

HA/Col com cultivo celular sob as diferentes codés de cultivo;

7. Estudar a expressao de genes osteogénicos eéniifludos diferentes sistemas

de cultivo sob as células Stro+1A;

8. Estudar os processos de osteointegracédo e suiibittecidual em testan-

Vivo;
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