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RESUMO

O crescente avanco na area de engenharia tecidual, o desenvolvimento
de tecnologias e técnicas de cultura de células e ainda, a obtencdo de
arcaboucos biocompativeis e tridimensionais, tém se mostrado como
ferramentas promissoras no que compete a regeneracao de tecidos e 6rgaos. O
menisco € formado por um tecido fibrocartilaginoso, parcialmente vascularizado,
submetido a grandes esforcos mecéanicos e quando lesionado é retirado parcial
ou totalmente, levando a futuras complica¢6es articulares. Uma Unica protese a
base de poliuretana € comercializada até o momento, mas pouco acessivel
devido ao seu alto custo. Tendo em vista este panorama, foram obtidos
membranas por evaporacdo de solvente e arcaboucos pelo processo de
liofilizac&o a partir de uma nova poliuretana, Poli(Policaprolactona-co-Trimetileno
Carbonato)uretana (Poli(PCL-TMC)uretana). Por meio de microscopia eletrénica
de varredura (MEV) observou-se a presenca de poros interconectados na
estrutura tridimensional do material. As membranas e os arcabougos foram
submetidos a ensaios de citocompatibilidade, proliferacdo e diferenciacao
celular, respectivamente, por meio do cultivo de células-tronco mesenquimais
(CTMs). Na maior parte dos ensaios, utilizou-se um biorreator em modo de fluxo
dindmico e mecéanico a uma taxa de 0,4 mL/min com aplicacdo de forca de
compressédo de 1N e 2N, submetidos ou ndo a diferenciacdo. Quando aplicadas
as forcas, o numero de células nos arcaboucos de poliuretana diminuiu ao longo
do tempo, devido a fadiga do polimero. A partir desses resultados, 0s ensaios
foram realizados apenas em modo de fluxo dinamico a taxa de 0,4 mL/min. A
analise por microscopia de varredura confocal a laser (MVCL) mostrou que a
taxa promoveu o crescimento e a diferenciagdo celular no interior dos
arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana. Este estudo demonstrou a aplicabilidade
do polimero como carreador celular em abordagens de engenharia tecidual para

futura aplicacdo como protese meniscal.

Palavras-chave: Engenharia tecidual, Células-tronco mesenquimais,

Poliuretana, Biorreator.



ABSTRACT

The growing advances in tissue engineering, the development of cell
culture technologies associated with biocompatible and three-dimensional
scaffolds have shown to be promising for the regeneration of tissues and organs.
The meniscus is constitudet by a fibrocartilaginous tissue, partially vascularized,
subjected to great mechanical stresses and when it is injured is removed partially
or totally, leading to future joint complications. An unique prosthesis based on
polyurethane is marketed, but it is not acessible due to its high cost. In view of
this scenario, membranes were obtained by solvent evaporation and the
scaffolds by the Iyophilization process from a new polyurethane, Poly
(Polycaprolactone-co-Trimethylene Carbonate) urethane (Poly (PCL-TMC)
urethane). Scanning electron microscopy (SEM) showed the presence of
interconnected pores in the three-dimensional structure of the material. The
membranes and the scaffolds were submitted to cytocompatibility, proliferation
and cell differentiation assays, respectively, by culturing mesenchymal stem cells
(MSCs). In most assays, a dynamic and mechanical flow mode bioreactor was
used at a rate of 0.4 mL/min with or not application of 1N and 2N compression
force, whether or not subjected to differentiation. When forces were applied, the
number of cells in the polyurethane scaffolds decreased over time due to polymer
fatigue. From these results, the tests were performed only in dynamic flow mode
at the rate of 0.4 mL / min. Laser confocal scanning microscopy (LCSM) analysis
showed that the rate promoted cell growth and differentiation within the Poly
(PCL-TMC) urethane scaffolds. This study demonstrated the applicability of the
polymer as a cellular carrier in tissue engineering approaches for future

application as a meniscal prosthesis.

Keywords: Tissue engineering, Mesenchymal stem cells, Polyurethane,

Bioreactor.
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1 INTRODUCAO

As lesbes da cartilagem do joelho, incluindo a cartilagem articular e os
meniscos, representam ainda hoje um desafio no que compete ao seu reparo e
regeneracao. Por se tratar de uma forma especializada de tecido conjuntivo, a
cartilagem ndo apresenta vasos nem terminagdes nervosas, salvo algumas
excecdes, e apesar da grande quantidade de colageno presente em sua
composicado, a escassez de componentes celulares dificulta sua capacidade de
regeneracao, levando as lesdes a uma tendéncia de se tornarem cronicas.

As lesdes meniscais estdo entre os tipos mais comuns de lesdo na
ortopedia, e estdo muitas vezes relacionadas a pratica de esportes. Entretanto,
guestdes como o0 aumento da expectativa de vida e obesidade também podem
levar ao surgimento deste tipo de dano. Nestes casos, principalmente se a area
afetada estiver na porcdo avascular do menisco, a principal op¢ao cirurgica
consiste na remocao, parcial ou total, do tecido lesado. Isso, entretanto, leva a
uma reducdo permanente na funcionalidade da articulagdo do joelho, com
degeneracdo da cartilagem e 0ssos, levando a osteoartrites e osteoartroses.
Dessa forma, diversas abordagens, incluindo a utilizacdo de biomateriais como
alternativas aos tratamentos convencionais, vem sendo desenvolvidas. No caso
dos meniscos, por exemplo, existe uma protese disponivel comercialmente
(ACTIFIT®) a base de uma poliuretana cujo propdésito é a facilitacdo do processo
de cura natural do préprio tecido.

Frente a essa problematica e pensando na melhoria da qualidade de vida
da populacdo, o grupo de biomateriais coordenado pela Profa. Eliana Duek ja
desenvolveu dois projetos envolvendo outros polimeros para aplicagdo em
protese meniscal, sem e com a presenca de células cultivadas em cultura
estatica. Diante disso, a proposta deste trabalho consiste na otimizacdo de
parametros de fluxo e forcas mecanicas de compressdo em biorreator, na
caracterizagdo biologica de uma nova poliuretana — Poli(PCL-TMC)uretana —
para futura aplicacdo como implante em regides articulares do menisco. De
forma semelhante a protese comercializada, a poliuretana estudada neste
trabalho apresenta caracteristicas de flexibilidade e tenacidade, essenciais para
a regiao de interesse.
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Portanto, no ambito do presente trabalho, a utilizagdo de um biorreator
com estas funcionalidades contribui para o desenvolvimento de substitutos
implantaveis com a geracéo de tecido alvo de forma mais semelhante a condicao

do tecido nativo, neste caso a cartilagem.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Dentro desse contexto, o objetivo geral deste trabalho consiste na

otimizacdo dos parametros de fluxo e forcas dindmico-mecéanicas em

arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana cultivados com condrécitos em biorreator.

2.2 Objetivos especificos

1.

Obter membranas e arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana por
evaporacao do solvente e liofilizacdo, respectivamente.

Caracterizar a morfologia dos arcabouc¢os por microscopia eletronica de
varredura (MEV).

Analisar a citocompatibilidade de membranas de Poli(PCL-TMC)uretana
cultivadas com CTMs.

Avaliar a proliferacdo celular das CTMs nos arcabougos de Poli(PCL-
TMC)uretana ao serem cultivadas em biorreator sob modo de fluxo
dindmico e mecanico por forcas de compressao.

Avaliar a proliferacdo celular das CTMs nos arcaboucos de Poli(PCL-
TMC)uretana ao serem cultivadas em biorreator sob modo de fluxo
dinamico.

Induzir a condrogénese das CTMs em arcaboucos de Poli(PCL-
TMC)uretana.

Avaliar a condrogénese das CTMs quando colocadas em biorreator em
parametros variados, tanto sob modo de fluxo dinamico apenas, quanto

sob modo de fluxo dindmico e mecéanico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Em diversas situagdes, tais como o envelhecimento, anomalias
congénitas, traumas ou processos patologicos em geral, tecidos e érgaos podem
perder a capacidade de desempenhar suas funcgdes fisiologicas e embora esses
processos degenerativos sejam cada vez mais bem compreendidos, muitas
vezes 0s tratamentos convencionais ndo sao efetivos, gerando uma caréncia de
procedimentos que sejam capazes de promover a regeneragao ou a restauracao
das funcdes perdidas (IKADA, 2006; BAKER et al., 2009; AKTER, 2016).

Nesse contexto, o transplante de 6rgdos se apresenta, muitas vezes,
como uma opcao de tratamento para pacientes com algum tipo de insuficiéncia
(PHILLIPS; CALLAGHAN, 2017). Entretanto, existe uma grande lacuna entre o
namero de pacientes que necessitam de érgaos e tecidos e sua disponibilidade
(CORDNER; MCKELVIE, 2016) e além dos desafios médicos e cirdrgicos desta
modalidade de tratamento, a principal barreira bioldégica sdo os problemas de
rejeicdo imune, podendo levar a perda do enxerto. Embora os farmacos
imunossupressores sejam administrados para modular essa condigcéo, alguns
deles devem ser tomados para a vida toda, além de serem de alto custo e
apresentarem ocasionalmente efeitos colaterais (HENCH; JONES, 2005).

Alternativamente, terapia inovadoras a partir de 6rgaos artificiais tém se
apresentado bastante promissoras na tentativa de restauracao das fungdes de
um tecido lesionado. No entanto, apesar dos avan¢cos em engenharia biomédica
nos ultimos anos, a organizacdo dos oOrgdos de forma estruturalmente
orquestrada para uma infinidade de fung@es é de dificil mimetizacao. Devido aos
inUmeros tipos celulares, proteinas e moléculas de sinalizacéo, além de matriz
especifica, a criagdo de 0rgaos a partir de materiais artificiais requer uma ampla
avaliacdo quanto suas propriedades funcionais e de compatibilidade biol6gica
(OSHIMA et al., 2015; MORONI et al., 2018).

Dessa forma, a engenharia tecidual surgiu como uma nova diretriz com
uma abordagem versatil e eficaz a reconstrucédo de tecidos e 6rgaos, pois traz
como opc¢ao o direcionando a regeneracao dos tecidos lesionados, reduzindo as
dificuldades inerentes ao transplante de 6rgdos, a imunossupressao associada

a eles e a viabilidade em mimetiza-los.
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3.1 Engenharia Tecidual
O termo engenharia tecidual foi definido pela primeira vez em 1988, em

um simpasio intitulado com o mesmo nome, o qual recebeu a seguinte redacao:

Aplicacdo dos principios e métodos de engenharia e das ciéncias da
vida de forma a compreender as rela¢cdes fundamentais entre estrutura
e funcdo em tecidos normais e patolégicos bem como o
desenvolvimento de substitutos bioldgicos a fim de restaurar, manter
ou melhorar a fungéo tecidual (SKALAK; FOX, 1988).

Logo, como uma ciéncia multidisciplinar, a engenharia tecidual emerge
dos campos da biologia celular, engenharia, ciéncia dos materiais e medicina a
fim de desenvolver um novo tecido funcional utilizando células vivas e um
arcabouco (“scaffold”, em inglés) que, por sua vez, pode ser natural, sintético ou
até mesmo uma composi¢do de ambos (ATALA; MOONEY, 1997).

Considerada uma area relativamente nova, esse campo de pesquisa
apresentou significativos avancos no final da década de 80 devido ao suporte
das tecnologias desenvolvidas durante o século XX, incluindo cultura de células,
transferéncia de genes e sintese de materiais (PALSSON; BHATIA, 2004,
SALTZMAN, 2004).

Wakitani e colaboradores (1989) relataram o reparo de superficies
articulares de coelhos com condrécitos de aloenxerto embutidos em gel de
colageno. Ja no ano de 1997, Cao e colaboradores avaliaram a viabilidade de
desenvolver cartilagem na forma de uma orelha humana usando condrdcitos
semeados em um polimero biodegradavel sintético, para posteriormente
implanta-los no dorso de ratos, evidenciando sua utilidade em cirurgia plastica e
reconstrutiva.

Trinta anos de desenvolvimento neste campo mostram o potencial
impacto que esta area vem apresentando, desde o aperfeicoamento nos
procedimentos com células-tronco, avan¢os em biomateriais com propriedades
mecanicas e bioquimicas capazes de preservar a funcao das células em cultura,
aumentar a sobrevivéncia das mesmas quando transplantadas e ainda orientar
a regeneracao tecidual, até o progresso das tecnologias de bioengenharia,
revolucionando o campo da medicina regenerativa (MADL; HEILSHORN; BLAU,
2018; MORONI et al., 2018; SMITH et al., 2018; ZARRINTAJ et al., 2018).
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Portanto, para alcangar seu fim desejado, a engenharia tecidual faz uso
de trés elementos: (1) selecdo do tipo celular apropriado para dar origem ao
tecido alvo; (2) desenvolvimento de um arcabouco adequado para preencher e
se integrar ao tecido a fim de promover a proliferacéo celular, podendo assumir
funcéo indutora ou n&o; e (3) provisdo de um ambiente de cultura que propicie o
crescimento tecidual (JULIAN; AL-RUBEAI, 2005).

3.1.1 Selegéo Celular

No que compete a selecdo celular, o tipo celular apresenta uma grande
influéncia para o sucesso da engenharia tecidual. A autorrenovacdo, a
capacidade de proliferar indefinidamente se mantendo indiferenciada e a de
gerar uma variedade de Ilinhagens celulares especializadas sao as
caracteristicas principais, que destacam as células-tronco como um tipo celular
amplamente utilizado neste contexto (PITTENGER; KERR, 2014; TONELLI et
al., 2016; KALVELYTE et al., 2017).

As células-tronco podem ser de diferentes naturezas: embrionarias ou
precursoras do organismo ja desenvolvido, chamadas adultas ou soméaticas. As
células-tronco adultas, por sua vez, sdo importantes para o mecanismo de reparo
de muitos tecidos e 6rgdos, além de serem responsaveis por manter a
homeostase dos tecidos ao repor as células que foram perdidas na maturacéo,
no envelhecimento ou dano (BARRY; MURPHY, 2004; ERMOLAEVA et al.,
2018), representando grande promessa para utilizacgdo em protocolos de
reparacao e regeneracao tecidual.

No corpo humano existem ainda, as ceélulas-tronco hematopoiéticas
(CTH) encontradas principalmente na medula Ossea, e as células-tronco
mesenquimais (CTM), encontradas no corddo umbilical, medula éssea, tecido
adiposo, entre outros, sendo ambas de origem mesodérmica (BAGNO et al.,
2018; WEI; FRENETTE, 2018).

As CTMs foram descritas pela primeira vez pelo grupo de pesquisa de
Alexander Friedenstein quando em seus estudos, entre as décadas de 60 e 70,
perceberam uma subpopulacdo de células presentes na medula éssea, que
apresentava grande potencial osteogénico (FRIEDENSTEIN, 1990). Estas

células eram distinguiveis da maioria das células hematopoiéticas pela sua
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rapida aderéncia as garrafas de cultura de células e pela aparéncia semelhante
a dos fibroblastos (BIANCO; ROBEY; SIMMONS, 2008). Uma vez explorada esta
descoberta, em 1991 passaram a receber a nomenclatura pela qual s&o
conhecidas hoje, dada por Arnold Caplan (CAPLAN, 1991).

Entre as células-tronco adultas, as CTMs consistem em uma promissora
fonte celular para aplicacdo em terapias reparativas e regenerativas devido a sua
facilidade de isolamento, alta capacidade proliferativa e multipoténcia
(BACAKOVA et al., 2018). Séao capazes de se diferenciar em tipos celulares do
tecido conjuntivo, incluindo ostedcitos, condrdcitos e adipocitos (Fig.1l) e a
primeira descricdo detalhada sobre esta capacidade tri-linear de diferenciacao
foi reportada em 1999 por Pittenger e colaboradores. A partir de entdo, muito se
estudou acerca deste potencial (DEANS; MOSELEY, 2000; JORGENSEN;
GORDELADZE; NOEL, 2004; MARION; MAO, 2006; CHEN et al., 2008;
STERODIMAS et al., 2010; ZHANG et al., 2012; ALEXANDER et al., 2014;
KOBOLAK et al., 2016; JIANG et al., 2018).

Figura 1: Representacdo esquematica da capacidade tri-linear de diferenciacéo
das CTMs. A identificacdo de cada tipo celular resultante da diferenciacao é feita
pela identificacdo de moléculas contendo acidos graxos (adipdcitos), célcio e/ou

colageno (ostedcitos) e matriz cartilaginosa (condrdcitos).

v v v
ADIPOCITOS OSTEOCITOS CONDROCITOS

Fonte: Adaptado de R&D Systems

Nas abordagens de engenharia tecidual e medicina regenerativa, uma

das estratégias utilizadas consiste em diferenciar, in vitro, as células-tronco nas
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linhagens de interesse para posteriormente aplica-las in vivo. Nesse contexto,
diversos sdo os procedimentos utilizados, incluindo o uso de fatores de
diferenciacéo, estimulacdo mecanica, proteinas de matriz extracelular (MEC) e
abordagens de engenharia genética. A diferenciacdo condrogénica, por
exemplo, pode ser induzida pela cultura das células na presenca de
dexametasona, acido ascorbico, p-Glicerofosfato, fatores de transformacao do
crescimento-B1 e B3 e proteina morfogenética 6ssea do tipo 2 (BMP-2), entre
outros (Fig. 2) (LI; 'HEUREUX; ELISSEEFF, 2011). Durante a diferenciacéo, as
CTMs se organizam formando um blastema inicial, que se caracteriza pela
organizacdo celular densa em grande proliferacdo seguida de diferenciacéo
condrocitica. No blastema tardio, ha intensa expressao de moléculas tipicas da
matriz e a presenca destas induz a um efeito paracrino no que tange a atividade
celular diferenciada (PRITCHARD, 1979).

Figura 2: Representacdo esquematica dos estagios da condrogénese. A
identificacdo para caracterizar a diferenciagdo condrogénica pode ocorrer tanto
a nivel nuclear, pela identificacdo dos fatores génicos de transcricdo ou a nivel
citoplasmatico, seja pela identificacdo de mRNA especificos ou mesmo, pela

sintese das moléculas-chave envolvidas na formacao da matriz cartilaginosa.
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Em lesdes teciduais, as CTMs séo recrutadas no local da leséo e estdo
envolvidas em uma série de fatores de modulacao da resposta inflamatoria e da
diferenciacdo. Estimulos da prépria lesédo, tais como citocinas inflamatérias
(i.,e.TNF-q, IL-1, IFN-y), induzem as mesenquimais a produzirem fatores de
crescimento variados (i.e. EGF, FGF, VEGF, TGF-B, etc), que por sua vez irdo
favorecer a diferenciacéo, além de controlar a resposta inflamatéria, regulando o
reparo e a regeneracao tecidual (AGUILAR et al., 2009; SHI et al., 2012; HUNG
et al., 2013; MA et al., 2013).

O reparo e a regeneracao do tecido cartilaginoso, entretanto, ainda é um
desafio (ZHANG et al., 2018). Embora inicialmente considerado como um tecido
com uma estrutura simples, a reproducdo de suas interacfes finamente
equilibradas é de implementacao complexa (JOHNSTONE et al., 2013). O tecido
cartilaginoso, assim como os demais tipos de tecido conjuntivo, € composto por
células, neste caso 0s condrocitos, e abundante material intercelular,
constituindo sua matriz (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Dentre os tipos de
cartilagem existentes, a MEC da cartilagem hialina € caracterizada pela
presenca de fibrilas de colageno, preferencialmente do tipo Il, e uma por¢éo
amorfa constituida por glicosaminoglicanas combinadas com proteinas,
formando complexos denominados proteoglicanos. Quando organizados, estes
complexos constituem grandes moléculas denominadas agrecanas, que
conferem a cartilagem sua capacidade de suportar cargas compressivas. Todo
este conjunto, por sua vez, encontra-se associado a longas moléculas de &cido
hialurénico e também as fibras de colageno, criando uma rede tridimensional na
matriz cartilaginosa (Fig. 3) (KIANI et al., 2002; ROUGHLEY; MORT, 2014).
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Figura 3: Representacdo esquematica da organizacdo da MEC da cartilagem.
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Devido a avascularizacdo da cartilagem, salvo regiées em que esta se
apresenta muito espessa, associada a alta densidade da MEC, caracteristica
deste tecido, os condrdcitos apresentam pouca atividade proliferativa e
capacidade regenerativa. Esta limitacdo, quando associada a fatores genéticos
ou ambientais, geralmente leva ao desenvolvimento acelerado de doengas como
a osteoartrite (OA), por exemplo, ou a remodelacdo dos defeitos da cartilagem
com tecido fibroso ou fibrocartilaginoso, cujo potencial mecéanico € diminuido
guando comparado com a cartilagem hialina normal (STROMPS et al., 2014).

Estudos in vitro mostram que as CTMs submetidas a condrogénese
expressam biomoléculas tipicamente associadas ao tecido cartilaginoso, como
a agrecana e colageno tipo Il (SOLCHAGA; PENICK; WELTER, 2011;
GRASSEL; STOCKL; JENEI-LANZL, 2012), entretanto, é importante ressaltar
gue embora esses marcadores estejam associados a cartilagem, a geracéo de

condrdcitos in vitro consiste na mais complexa das trés diferenciagfes classicas.
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Isto se explica, entre outros fatores, pela auséncia de estrutura estratificada e
organizacao espacial normalmente encontradas na cartilagem nativa, resultando
em propriedades mecanicas inferiores quando comparadas ao processo in vivo
(SOMOZA et al., 2014; ASSIS-RIBAS et al., 2018). Assim, apesar deste potencial
promissor, a participacdo das CTMs na formagéo de tecido funcional pode ser
limitada.

Nesse ambito, os biomateriais na forma de arcaboucgos atuam como uma
ferramenta essencial para contrariar estes fatores, uma vez que além de
preencherem o local da leséo e se integrarem ao tecido circunjacente, oferecem
suporte, atuando como carreadores celulares, permitindo a proliferacdo e
consequentemente a diferenciacéo celular no tecido de interesse, em estruturas
tridimensionais (KEANE; BADYLAK, 2014; YU et al., 2017).

3.1.2 Biomateriais

Por definicdo, os biomateriais englobam qualquer substancia, oriunda de
compostos naturais ou sintéticos, destinada a interagir com o sistema biolégico
para substituir a matéria viva que perdeu sua funcao (WILLIAMS, 1999). Dessa
forma, os arcaboucos produzidos por meio de biomateriais séo planejados para
interagir com o0 organismo, auxiliando na recuperacdo de tecidos, érgdos ou
funcdes (WILLIAMS, 2009).

O uso dos biomateriais ndo € recente, e sua aplicacdo na correcdo de
diversos tipos de problemas relacionados a satde humana remete a antiguidade.
Entretanto, com o passar do tempo e a evolucdo da ciéncia e tecnologia,
esforgcos foram dedicados a fim de desenvolver biomateriais que apresentem
propriedades biolégicas e mecanicas adequadas e um microambiente
tridimensional poroso que permita a adesao, crescimento e diferenciacao celular
(GAO et al.,, 2017), além de métodos de processamento apropriados que
resultem em respostas teciduais favoraveis. Ademais, as propriedades fisico-
quimicas dos biomateriais, que os faz serem divididos em metalicos, ceramicos
e poliméricos, também exibem especificidades que geram diferentes respostas
teciduais (LI et al., 2018b).

Independente da sua classificacdo, € importante ressaltar que além de

facilitar o transporte de nutrientes e oxigénio o arcabouco deve obedecer a
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alguns requisitos (Tabela 1), entre eles, fornecer a forma adequada e o suporte
estrutural para a configuracdo anatdbmica pretendida, além de que sua presenca
ndo deve causar danos ao sistema biolégico, ndo podendo ser téxico,
cancerigeno, antigénico ou mutagénico (MORAIS; GUIMARAES:; ELIAS, 2007).

Tabela 1: Caracteristicas gerais dos arcaboucos para aplicacdo em engenharia

tecidual.

- Apresentar componentes em sua estrutura que néo
. o causem rejeicao imunoldgica;

Biocompatibilidade L
- Os produtos de sua degradacdo ndo podem ser

toxicos.

- Apresentar degradacao controlada que complemente
0 crescimento tecidual, garantindo suporte suficiente;

. . - Degradar por processos enzimaticos ou bioldgicos do
Biodegradabilidade _
hospedeiro;

- Favorecer que as células produzam sua propria matriz

extracelular.

- Apresentar poros interconectados que permitam a
difusdo e migracao celular;

Arquitetura - Apresentar porosidade suficiente para viabilizar o
crescimento celular sem enfraquecer as propriedades

mecéanicas.

- Apresentar resisténcia elastica, compressiva e de

_ fadiga comparaveis ao tecido hospedeiro;
Propriedades _ . _
o - Apresentar propriedades mecéanicas que permitam
mecanicas _ _
gue o arcabouco possa ser facilmente manipulado no

ambiente clinico.

Fonte: Adaptado de Turnbull et al (2018)

Na década de 1980, James Anderson realizou estudos que investigaram
a resposta celular e imunolégica a materiais quando implantados no organismo,
tornando-se referéncia para estudos posteriores (ANDERSON; MILLER, 1984;
ANDERSON, 1988). Suas pesquisas mostraram a resposta inflamatéria aguda
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e de longo prazo aos biomateriais sintéticos, fornecendo a base para definir a
reacao do organismo vivo a estes. Desde entdo, a compreensao das interacdes
célula-material e das propriedades dos biomateriais permitiu o aperfeicoamento
dos mesmos e consequentemente possibilitou aplicagbes mais compativeis
(SADTLER et al., 2016).

3.1.2.1 Biomateriais poliméricos

Os polimeros sdo macromoléculas naturais ou sintéticas compostas de
unidades de repeticdo (monbmeros), geralmente dispostas na forma de uma
cadeia. Em comparacdo com ceramicas, vidros e metais, 0s polimeros sdo
relativamente mais fracos e flexiveis, no entanto, devido a sua versatilidade,
facilidade de processamento e biocompatibilidade, muitos polimeros, naturais e
sintéticos, séo frequentemente utilizados na engenharia tecidual (PERTICI,
2017). Entre os polimeros sintéticos pertencentes a classe dos biorreabsorviveis,
pode-se destacar o poli(acido-lactico) (PLA), poli(acido-glicélico) (PGA),
poli(caprolactona) (PCL), poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA), os
policarbonatos e as poliuretanas, sendo bastante utilizados para a criacao de
arcaboucos.

Uma classificacdo geral distingue os biomateriais poliméricos em duas
categorias: materiais degradaveis (biorreabsorviveis) e ndo degradaveis, 0s
quais sao utilizados como implantes temporarios e permanentes,
respectivamente (BARBANTI et al., 2005).

Normalmente, os tecidos tém a capacidade suficiente de cura ou
regeneracao e necessitam apenas da presenca temporaria de um biomaterial
para dar suporte e guiar sua recuperacao. Assim, os polimeros biorreabsorviveis
tem atraido um interesse crescente no campo da medicina, uma vez que podem
ser degradados e excretados ou reabsorvidos sem remocao cirargica, ja que 0s
produtos da degradacao sao metabolizados pelo préprio organismo (CASALINI,
2017). O controle do processo de degradacéo, que por sua vez, depende da
estrutura molecular do polimero, dos processos quimicos e fisicos sofridos por
ele e da razdo do copolimero, quando houver, também se torna possivel (DE
REZENDE DUEK; CRISTINA MOTTA, 2017; PERTICI, 2017). Assim, como uma

forma de alcancar propriedades especificas para determinada aplicacédo, €
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possivel realizar uma combinacdo de materiais, sendo os polimeros sintéticos
bastante atraentes para esta estratégia (LI, 1999; ALEXIS, 2005; VERT, 2005).

As poliuretanas (PUs) sdo uma classe versatil de polimeros cuja primeira
sintese foi realizada em 1937 pelo quimico aleméo Otto Bayer. Esta classe tem
atraido a atencdo devido as propriedades mecanicas, resisténcia quimica e
resiliéncia apresentadas por estes materiais, aléem de serem biocompativeis.
Foram introduzidos como biomateriais para reparo 0sseo e cartilaginoso no final
dos anos 90 e desde entdo vém sendo aplicados como arcaboucgos, sistemas de
liberacdo de farmacos, entre outros (MARZEC et al., 2017).

A poliuretana difere de outros polimeros uma vez que ndo existem
mondmeros de uretana. A ligacdo quimica existente no polimero € denotada
como uretana (NHCOO) mas sua sintese ocorre por meio da reagdo entre
moléculas com dois ou mais grupos hidroxila, reagindo com moléculas contendo

dois ou mais grupos isocianato (Fig. 4) (GABRIEL et al., 2017).

Figura 4: Reacao quimica de formacao do grupo uretana.
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As propriedades desejaveis das PUs podem ser adaptadas alterando a
composicao quimica, a proporcdo de matérias-primas ou parametros de sintese.
Dessa forma, elas podem ser obtidas como estaveis ou biodegradaveis,
hidrofébicas ou hidrofilicas, termoplasticos ou termofixos. Além disso, a
presenca de funcionalidades reativas na cadeia principal da poliuretana aumenta
sua compatibilidade com a maioria dos polimeros e, portanto, se torna adequada
para a formagéao de estruturas em rede. Assim, dependendo das matérias-primas
utilizadas, o produto final difere em sua natureza, propriedades e aplicacbes
(COOPER; GUAN, 2016; MARZEC et al., 2017). Neste contexto, o presente
trabalho faz uso de uma poliuretana modificada, utilizando como base a
policaprolactona (PCL) e o trimetileno carbonato (TMC) a fim de se obter um

arcabouco biorreabsorvivel.
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A policaprolactona, utilizada na composi¢cdo do copolimero, foi um dos
primeiros polimeros sintetizados pelo grupo Carothers, no inicio da década de
1930 e consiste em um poliéster semicristalino extensivamente estudado, com
excelente biocompatibilidade in vitro e in vivo (NATTA; HILL;, CAROTHERS,
1934; VENUGOPAL; ZHANG; RAMAKRISHNA, 2006; CAO et al., 2009). Tais
caracteristicas, associadas a degradabilidade de suas ligacdes éster por
hidrolise, flexibilidade de suas cadeias a temperatura ambiente, capacidade de
ser combinada com multiplos materiais e a solubilidade em uma grande
quantidade de solventes organicos, transformam a PCL em um polimero
amplamente utilizado em varios dispositivos médicos (FELICE et al., 2018).
Contudo, tal biopolimero possui uma degradacdo lenta, entre 3 a 4
anos, limitando sua utilizagcdo (LAM et al., 2009). Assim, sua combinacdo com
outros polimeros permite a obtencdo de materiais com tempo de degradacao
mais adequado as necessidades de aplicacdo, além de manter as propriedades
reologicas e viscoelasticas referentes a PCL (LEE et al., 2003; DAI et al., 2004;
LIESHOUT et al., 2006; THOMAS et al., 2006; LABET; THIELEMANS, 2009;
WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

O TMC, também utilizado na composicéo do copolimero, consiste em um
polimero biocompativel, biodegradavel e bastante flexivel (BAT et al., 2010;
MARQUEZ; FRANCO; PUIGGALI, 2012). Sua taxa de degradac&o in vitro é
lenta, entretanto, devido a agdo enzimatica, torna-se mais rapida quando in vivo
(ZHU et al., 1991). Apresenta propriedades mecéanicas deficientes e por esta
razdo a utilizacdo deste polimero € voltada para a obtencdo de blendas e
copolimeros, os quais adquirem como caracteristica, elevados valores de
madulo de elasticidade (DIAZ-CELORIO et al., 2012).

Portanto, a sintese de uma nova poliuretana, tendo como base a
policaprolactona e o trimetileno carbonato, teve como resultado a obtencéo de
um poli(éster-carbonato) biorreabsorvivel que apresenta como caracteristicas
tenacidade e flexibilidade mais acentuadas (GOMES, 2016).

3.1.3 Cultura de Células 3D

A semeadura celular em um arcabouco tridimensional (3D) € um passo

importante para alcancar um cultivo bem-sucedido e uma distribuicdo uniforme
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das células no interior do material. Nesse cenario, as estratégias de cultura
estatica comumente aplicadas podem apresentar problemas e limitacdes, isso
porque na cultura estatica, uma suspensao de células concentrada € pipetada
no arcabouco poroso podendo resultar numa distribuicdo celular heterogénea,
com baixa eficiéncia de semeadura e baixa profundidade de penetracdo das
células. Assim, uma cultura estatica em arcaboucos 3D € mais deficiente em
termos de distribuicdo celular no interior dos arcaboucos quando comparado a
uma cultura dindmica (BESKARDES et al., 2018a; KATO; KIM; KINO-OKA,
2018).

O corpo humano representa uma colecdo complexa de ambientes
dindmicos onde intera¢des bioquimicas, fisico-quimicas e mecano-estruturais
atuam para regular o comportamento das células. As células séao
constantemente submetidas as forcas de cisalhamento, compressao e tensao,
enguanto que a magnitude destes estimulos esta relacionada as caracteristicas
funcionais do préprio tecido (UTO et al., 2017). Assim, estratégias in vitro que
mimetizam a dinamica in vivo fornecem uma melhor compreenséo dos processos
biolégicos fundamentais e neste contexto, os biorreatores atuam de forma vital,
pois sdo capazes de promover a cultura celular em um ambiente controlado,
garantindo a manutencdo e nutricdo das células no interior do arcabouco e
consequentemente o desenvolvimento tecidual (FRITH; THOMSON; GENEVER,
2010).

3.1.3.1 Biorreator

Em engenharia tecidual os biorreatores séo indicados para conduzir a
proliferacéo celular e tecidual de forma controlada e reprodutivel, por meio do
controle de varidveis como o fluxo de meio, pH, forcas mecénicas, entre outros
(JULIAN; AL-RUBEAI, 2005). Dessa forma, o biorreator é capaz de mimetizar
mais precisamente a condi¢cdo de um organismo vivo, fornecendo um ambiente
fisioloégico in vitro especifico do tecido desejado durante sua maturagao
(ROSSER; THOMAS, 2018a), assegurando resultados mais proximos de um
ensaio pré-clinico.

Existem diversos tipos de biorreatores — biorreatores de fluxo para induzir

perfusdo; de inducdo de forcas de cisalhamento; inducdo de presséo
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hidrostatica; biorreatores de compresséo, etc. - entretanto, cada tipo de tecido
(ex: pele, osso, vasos sanguineos, cartilagem, etc.) requer um biorreator
especifico que se adeque as suas necessidades. No caso do tecido
cartilaginoso, o biorreator deve ser capaz mimetizar as condigbes mecanicas in
vivo, a fim de garantir um melhor resultado (ZHAO et al., 2016).

Os biorreatores aplicados a regeneracéao de tecido cartilaginoso tém sido
utilizados a bastante tempo. Marlovits e colaboradores em 2003, mostraram a
partir de um biorreator rotativo foram capazes de formar tecidos cartilaginosos
cilindricos nas dimensdes de 1.25 + 0.06 x 0.60 £ 0.08 cm, com expressao
confirmada de agrecana e colageno tipo | e I, dentro de 12 semanas. Em 2004,
Chang e seu grupo de pesquisa formularam um biorreator de camara dupla
capaz de formar enxertos osteocondrais bifasicos em um Unico aparato, em até
4 semanas.

Biorreatores de perfusdo também se mostraram bastante eficientes para
a formacdo de tecido cartilaginoso. Os biorreatores de perfusdo revelaram
aumentar a qualidade da cartilagem, pois melhoram a retencdo de matriz
extracelular. Por exemplo, o aumento das taxas de fluxo de 0.075 mL/min para
0.2 mL/min, para condrécitos humanos semeados em arcaboucos de PLGA, por
até 5 semanas, aumentou a porcentagem de glicosaminoglicanas retidas na
MEC (SHAHIN; DORAN, 2011). Além disso, a cartilagem cultivada em
biorreatores de perfusdo apresentou propriedades biomecéanicas que se
assemelham a maior parte da cartilagem nativa (SANTORO et al., 2010).

Os biorreatores de compressdo também estdo sendo cada dia mais
utilizados na engenharia tecidual de tecido cartilaginoso. Eles sdo responséaveis
pela aplicagdo de cargas de compressédo dinamicas, as quais sao similares a
carga fisiol6gica natural da cartilagem. Os biorreatores de compressao podem
melhorar a formag&o de massa e aumentar os médulos elasticos da cartilagem
formada, aproximando-a da cartilagem nativa (DAVISSON et al., 2002;
MARLOVITS et al.,, 2003; SEIDEL et al., 2004; XIE; HAN; MATSUDA, 2006;
TSUANG et al.,, 2008; WANG et al., 2009; TRAN; COOLEY; ELDER, 2011;
NEBELUNG et al., 2012; ELHAMIAN et al., 2015; ZIGNEGO; HILMER; JUNE,
2015).

O desenvolvimento e o0 avanco da tecnologia referente aos

biorreatores garante um grande progresso no campo da engenharia tecidual,
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uma vez que eles fornecem os meios tecnoldgicos para a realizacao de estudos
controlados (MARTIN; WENDT; HEBERER, 2004). Logo, a otimizacdo e
padronizacao de parametros para a construcao de tecidos em sistemas fechados
se faz de grande importancia, frente a compreensao limitada do papel regulador
destes parametros no desenvolvimento tecidual, visando a identificacdo das
condicbes ambientais e operacionais ideais para a geracdo de tecidos

especificos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao de membranas e arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana

As sinteses e as caracterizagdes quimicas da poliuretana foram
realizadas previamente no Laboratério de Biomateriais — PUC/SP (GOMES,
2016).

Para a producédo de membranas aplicou-se o método de evaporacao de
solvente. O copolimero, previamente sintetizado, foi diluido em cloroférmio em
uma concentracdo de 10% (m/v). Uma vez diluido, verteu-se a solugdo em molde
de vidro com dimenséo de 3 x 5,5 cm em temperatura ambiente e atmosfera
saturada de cloroférmio. Ap6s a completa evaporacdo do solvente, as
membranas foram submetidas ao cultivo celular.

Para a producdo dos arcaboucgos, solubilizou-se o material em 1,4-
dioxano em uma concentracdo de 10% (m/v). Em seguida, congelou-se a
solucéo, a uma temperatura de aproximadamente 0 °C, em um molde cilindrico
de teflon. Apdés o congelamento, o molde contendo a solucéo foi submetido ao
processo de liofilizagdo durante 48h, a fim de obter a formagdo de poros no
interior do material. Os arcaboucgos processados foram cortados nas dimensdes

de 1cm de diametro por 0,5 cm de altura.

4.2 MEV dos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana

A anadlise morfolégica da Poli(PCL-TMC)uretana foi feita por meio de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) (EVO MA15-ZEISS, IB/UNICAMP).
Para avaliar a distribuicdo dos poros na superficie e no interior dos arcaboucos,
o material foi congelado em nitrogénio liquido e submetido a fratura. As amostras
foram metalizadas em 15-30nm de ouro (Emitech K550) e visualizadas em

aumentos variados.

4.3 Angulo de contato

A molhabilidade das superficies das membranas de Poli(PCL-
TMC)uretana foi avaliada medindo-se os angulos de contato estatico de gotas
de liquido polar (dgua destilada) na superficie da membrana. O angulo de
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contato foi determinado por um goniémetro Rammeé-Hart 100-00 e o resultado €

a meédia de vinte valores medidos em trés locais diferentes da superficie.

4.4 Cultura de células

As CTMs utilizadas nos experimentos foram adquiridas pela empresa
Thermo Fisher Scientific (Codigo: R7788110). Uma vez recebidas, as células
foram congeladas em nitrogénio liquido (-196°C) e entdo descongeladas em
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich — cédigo:
D6046) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibidticos. As
células foram expandidas em garrafa de cultura de células de 75cm? e apés
assumirem monocamada, foram tripsinizadas com solucdo tripsina-EDTA a
0,2%. Células entre a 3% e 52 passagem foram utilizadas nos experimentos.
Todos os cultivos controle utilizaram laminulas redondas Thermanox® (Nunc
ThermoScientific, USA) produzidas com filme de poliéster modificado e tratado,
para que suas superficies sejam hidrofilicas com molhabilidade em torno de 66°,
atuando como um modelo padrdo-ouro em cultura de células aderentes
(MITTAL, 2004).

4.4.1 Cultura de células 2D — membranas de Poli(PCL-TMC)uretana

Em virtude de poli(PCL-TMC) uretana ser uma material novo com
propriedades fisico-quimicas ainda em estudo, antes do direcionamento da
avaliacdo 3D em arcaboucos, foram produzidas membranas deste material a fim
de avaliar sua biocompatibilidade inicial e, principalmente, avaliar a afinidade de
adeséao do tipo celular alvo para a aplicacdo clinica ao qual o arcabouco de
Poli(PCL-TMC)uretana se destina. As CTMs foram submetidas a ensaios de
adesao e proliferagdo nas membranas, cortadas em cilindros de 0,5 cm de
didmetro por 0,1 cm de espessura. As membranas foram esterilizadas por
radiacdo ultravioleta (254nm) (UV-C) durante 1h e imersas em DMEM puro por
24h a 37°C. Transcorridos os tempos de cultivo (1, 7 e 14 dias), as células foram
fixadas com paraformaldeido (PFA) a 4%, os nucleos marcados com DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) e o citoesqueleto marcado com faloidina conjugada com
AlexaFluor 647. As analises foram feitas por microscopia de varredura confocal
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a laser (MVCL) (Leica TCS SP8) e ap0s a obtencdo das imagens, os nucleos

das células aderidas foram identificados e contados usando o software Image J.

4.4.2 Diferenciacdo celular em condrécitos — arcaboucos de Poli(PCL-
TMC)uretana

Para a diferenciacdo das CTMs, utilizou-se o protocolo de diferenciacéo
em condrdcitos do Kit StemPro® (Gibco — codigo: A1007101). As CTMs foram
inicialmente cultivadas nos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana em meio
DMEM, suplementado com 10% de SFB e antibioticos. Apos as culturas estarem
estabelecidas (cerca de 4 dias), o meio padrdo foi trocado pelo meio
condrogénico, suplementado por fatores de crescimento de condrdcitos,
conforme estabelecido no Kit. Transcorrido o tempo de cultivo em cultura estéatica
(21 dias), parte dos arcaboucos tiveram suas células fixadas com PFA a 4% e
0s nucleos marcados com DAPI. Os demais arcaboucos foram colocados no
biorreator durante 7 e 14 dias, para ensaios de fluxo dinamico e
dindmico/mecanico. Apos a fixacao das células, foi realizada a imunomarcacao
das amostras com anticorpos primarios de origem humana produzidos em
camundongos, anti-agrecana e anti-colageno Il, e anticorpo secundario anti-
camundongo, conjugado com AlexaFluor 647, para a analise da expressao de

agrecana e colageno I, respectivamente.

4.4.3 Cultura de células 3D — arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana
4.4.3.1 Ensaio mecéanico da Poli(PCL-TMC)uretana

Para determinar a capacidade de deformacdo mecéanica do material
quando submetido a forcas de compresséo, fez-se um ensaio mecanico do
arcabouco de Poli(PCL-TMC)uretana, sem a presenca de células, mas com
apresentacao estrutural do material semelhante quando na presenca destas (1
cm de diametro por 0,5 cm de altura). As forcas aplicadas foram aumentando
gradativamente em funcéo do tempo até atingir o limite de deformag&o em torno
de 50%. A curva de deformacéo foi realizada no sentido axial para o interior do
arcabouco. Tal andlise foi determinante para definir os parametros

metodoldgicos iniciais para a realizacdo dos experimentos.
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4.4.3.2 Proliferagé&o celular em biorreator em modo de fluxo dindmico e mecéanico

De modo a avaliar a influéncia da dinamica de fluxo e da compressao
mecanica na proliferacdo celular em arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana,
realizaram-se ensaios no biorreator em modo de fluxo dindmico e mecanico,
tanto para células indiferenciadas (CTMs) como para as CTMs submetidas a
diferenciacdo em condrocitos.

Para o ensaio com as células indiferenciadas, configurou-se o biorreator
para bombeamento do meio a uma taxa de fluxo dindmico continuo em torno de
0.4 mL/min e ensaio mecanico de compressao, com ciclos de 2N de forca a cada
5 segundos, durante todo o periodo experimental (14 dias). Em relagdo ao ensaio
com as células submetidas a diferenciacéo, a taxa de fluxo utilizada foi a mesma
do ensaio anterior (0.4 mL/min), entretanto, a aplicacdo da forca compressiva se
deu de forma diferente: aplicou-se ciclos de 1N de forca a cada 60 segundos,
durante 2h por dia, trés dias por semana. Esse planejamento esta melhor
representado na Tabela 2. A determinacéo da taxa de fluxo ocorreu com base
na literatura (CARTMELL et al., 2003) e também em virtude de ser o limite
minimo de velocidade possivel de ser configurado na bomba peristaltica do

eguipamento.

Tabela 2: Desenho experimental Tempo x Parametros dos ensaios mecanicos

no biorreator

Dias
EXPp. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Piloto [----- a e e PP e |
Exp.” | |--c-—| e

a Ciclos de 2N de forca aplicados a cada 5 segundos. Este parametro
inicial baseou-se no limite maximo de deformacdo (2N) obtido pelo
ensaio mecanico do material; b Para este experimento, as forgas foram
aplicadas durante 2h ao dia, sendo os dias 4-7 e 11-14 sem aplicacéo
de forc¢a; ¢ Ciclos de 1N de forca aplicados a cada 60 segundos.

Inicialmente, os arcaboucos com dimensfes de 1 x 0,5 cm foram
desinfectados com etanol 70%, lavados com tampéao fosfato-salino (PBS) e
ambientados por 24 horas em DMEM puro a 37°C. Em ambos 0s ensaios, as
CTMs foram cultivadas nos arcaboucos na concentragdo de 2 x 10* células/poco,

com trocas periodicas de meio. Apds os tempos de cultivo em cultura estatica,
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os arcaboucos foram acoplados as camaras de cultura e as mesmas montadas
no biorreator (Electroforce 5200 BioDynamic, TA Instruments) e mantidas a 37°C
em 5% de atmosfera de CO: (Fig. 5). Cada camara de cultura, contendo o
arcabouco, foi entdo preenchida com 180 mL de meio DMEM, suplementado
com 10% de SFB e antibioticos. Transcorridos os tempos de cultivo, as células
foram fixadas com PFA a 4%, os nucleos marcados com DAPI e analisados por
MVCL. Também foi feita a imunomarcacdo para a analise da presenca de
agrecana e colageno Il. Apés obtencdo das imagens, os nucleos das células

foram contados usando o software Image J.

Figura 5: Biorreator Electroforce 5200 BioDynamic. A esquerda, imagem do
sistema do biorreator. A direita, imagem durante um experimento em que
arcaboucos (seta) se encontram montados em camaras para ensaio de

compressao mecanica (inserto).

Fonte: Obtido de TA Instruments (a esquerda).

4.4.3.3 Proliferacao celular em biorreator em modo de fluxo dinamico

A fim de qualificar o efeito da taxa de fluxo aplicada (0.4 ml/min) na
proliferagdo celular, realizaram-se ensaios no biorreator em modo de fluxo

dindmico, sem o efeito da forca compressiva, tanto para células indiferenciadas
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(CTMs) como para as CTMs submetidas a diferenciagdo em condrdcitos.
Arcaboucos porosos de Poli(PLC-TMC)uretana de 1 X 0,5 cm foram
desinfectados com etanol 70%, lavados com PBS e ambientados por 24 horas
em DMEM puro a 37°C. As ceélulas foram cultivadas nos arcabougos na
concentracdo de 2 x 10* células/poco, com trocas periédicas de meio. Apds os
tempos de cultivo em cultura estatica, os arcaboucos foram acoplados as
camaras de cultura e as mesmas montadas no biorreator e mantidas a 37°C em
5% de atmosfera de CO2. Cada camara de cultura, contendo o arcabouco, foi
preenchida com 180 mL de meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal
bovino e antibidticos. Transcorridos os tempos de cultivo, as células foram
fixadas com PFA a 4% e os nucleos marcados com DAPI. Foi feita a
imunomarcacao das amostras e a analise se deu por MCVL. ApGs obtencéo das
imagens, foi realizada a quantificacdo dos nucleos e a expresséo de agrecana e

colageno II.

4.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA: um critério
para comparacao nos mesmos tempos e dois critérios para comparagdo em
tempos diferentes. A diferenca entre os grupos foi analisada pelo teste de Tukey

com p <0.05 e <0.01 indicando significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de citocompatibilidade — membranas de Poli(PCL-TMC)uretana

O ensaio de citocompatibilidade das membranas de Poli(PCL-
TMC)uretana, apos 1, 7 e 14 dias de cultura foram avaliadas por MVCL (Fig. 6).
Foi possivel observar que houve proliferacdo ao longo do tempo no material e
seu respectivo controle. A avaliagdo da morfologia das CTMs sobre as
membranas evidenciou que estas apresentaram formas preferencialmente
poligonais fusiformes, com disposi¢ao uniforme das fibras tensionais de actina,
sendo capazes de aderir, proliferar e espraiar na Poli(PCL-TMC)uretana.
Peculiarmente, ap6s 14 dias em cultura, as células assumiram um padrao
morfologico irregular, espraiado porém com aumento dos filopodios. Além disso,
0 espraiamento das células na membrana foi menor quando comparado com o
controle. Essa diferenca pode estar fundamentada nas principais caracteristicas
gque um material deve possuir para mediar a adeséo celular, sendo elas: 1)
topografia e porosidade do material; 2) grau de hidrofilia; 3) estabilidade do
material quanto a sua taxa de degradacéo; 4) carga de superficie; e 5) angulo de
contato (INTHANON et al., 2013), conforme sera melhor elucidado no tépico que
segue. Mesmo assim, o0 conjunto de resultados obtidos mostrou evidente
afinidade das células ao material pela adesdo homogénea das mesmas,
mantendo sua capacidade de proliferacdo ao longo do tempo. Uma vez que os
biomateriais sdo destinados a interagir com o sistema biolégico para substituir a
matéria viva que perdeu sua funcdo (WILLIAMS, 2009), as membranas e
arcaboucos produzidos por esses materiais devem ser capazes de apoiar a
adesdo, manutencao, proliferagdo e, ocasionalmente, a diferenciacdo de
populacdes de células especificas (KEANE; BADYLAK, 2014). Dessa forma,
dentre os varios requisitos de biocompatibilidade que o material deve possuir, a
capacidade de adeséo e proliferagdo diretamente sobre o material é um fator
muito importante quando se direciona a pesquisa a uma aplicacdo de contato

direto ou de integracédo do material ao tecido.
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Figura 6: Micrografias de varredura confocal a laser identificando as CTMs
aderidas em membranas de Poli(PCL-TMC)uretana (a direita) e controle em
laminula (& esquerda) em diferentes tempos de cultivo (1, 7 e 14 dias). Em azul
é identificado o ndcleo pela marcagdo com DAPI, enquanto que em vermelho
evidencia-se o citoesqueleto por meio de faloidina conjugada com Alexafluor
647. Barras 100 pm.

Controle Poli(PCL-TMC)uretana
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A quantificagdo das CTMs sobre as membranas de Poli(PCL-
TMC)uretana e do controle foi obtida a partir da analise por MVCL para os
diferentes tempo de cultura. Péde-se observar que o crescimento celular no
dispositivo foi exponencial. Adicionalmente, verificou-se que houve diferencga
significativa no crescimento celular quando comparado a Poli(PCL-TMC)uretana
e 0 controle, sendo que este apresentou uma quantidade maior de células

aderidas, principalmente apos 7 e 14 dias (Fig. 7).

Figura 7: Andlise quantitativa da proliferacdo de CTMs em membranas de
Poli(PCL-TMC)uretana realizada por MVCL por meio da marcacao dos nucleos
com DAPI, apo6s 1, 7 e 14 dias em cultura estatica. Resultados representados
pela média + desvio padrdo. Diferenca estatistica entre os grupos demonstrado
por*p<0.05e#p<0.01.

700 *

600 #

500
B POLI(PCL-TMC)URETANA

a
[ =]
o

B CONTROLE

300

N° células/mm?

200

100

1 dia 7 dias 14 dias

Tempo (dias)

De forma geral, a maior parte das reagcées que ocorrem na biologia
acontece entre superficies, desde interacdes entre células e sua matriz até as
relacbes entre as ceélulas e materiais (CASTNER; RATNER, 2002). Excluindo
estimulos externos que afetam a adesdo como alteracbes de temperatura ou o

pH por exemplo, sabe-se que durante o contato entre uma célula e um material,
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informacdes sédo transferidas da superficie do material para a célula, criando um
fendmeno sensorial entre ambos. A adeséao celular a biomateriais € feita gracas
a formacéao de contatos focais das células, que séo regides de interacdo destas
com o substrato onde ocorre o ancoramento destas pontualmente sobre o
material. Os pontos de adesdo sdo formados por proteinas transmembrana
denominadas integrinas, que se ligam aos filamentos de actina que compdem o
citoesqueleto, permitindo a mecanotransducédo entre o substrato e a célula,
formando um complexo de adesado. A formacgéo deste complexo é essencial na
sinalizacdo celular para direcionar a migracdo, proliferacdo e diferenciacéo
(GEIGER etal., 2001; SAIF; SAGER; COYER, 2003; HONARMANDI et al., 2011;
ZHONG; HE; JI, 2012; DUMBAULD et al., 2013). Como consequéncia a adeséo,
a célula dispara uma complexa rede de sinalizagdo como resultado da
exploracéo e deteccdo da superficie, seja por um material inerte ou bioativo, e
adota um comportamento celular de acordo com a sinalizacdo proveniente do
biomaterial do qual esta aderida. Assim, a atividade metabdlica das células pode
ser modulada e se tornar mais ou menos ativa em funcdo da superficie de
contato imediato. (LOTFI; NEJIB; NACEUR, 2013).

Diversas pesquisas mostram, que tanto a poliuretana, como a
policaprolactona e o trimetileno carbonato, apresentam citocompatibilidade
(ALPERIN; ZANDSTRA; WOODHOUSE, 2005; GUAN et al., 2005; GUELCHER,
2008; RUIZ; FLANAGAN; MASTERS, 2013; ROCHA et al., 2014; GHORBANI et
al., 2015; FUKUSHIMA, 2016), entretanto, uma vez que a literatura em relacéo
a poliuretana a base destes dois polimeros (PCL e TMC) é bastante escassa,
algumas de suas propriedades fisico-quimicas sao desconhecidas, bem como a
distribuicdo molecular de seus grupamentos funcionais ao longo da estrutura
polimérica. Assim, as diferengas no grau de adesdo dependem da natureza do
material aplicado, o que explica as diferentes formas de adesado e taxa de
disseminacédo celular em estruturas com superficies distintas, conforme foi

observado nas Figuras 6 e 7.
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5.2 Angulo de contato

A molhabilidade da superficie do biomaterial é caracteristica fundamental
que interfere na adeséao celular, e pode ser representada pelo angulo entre o
contorno da superficie da gota e a interface liquido/sélido, denominado angulo
de contato. ApGs o ensaio, o valor médio obtido foi igual a 88,00° com desvio
padrdao de 1,96°. limite do que se considera hidrofilico, sendo 0°< © < 90° =
hidrofilico e 90°< © < 180° = hidrofébico (LAM et al., 2002).

Durante a adesdo e o espraiamento celular estatico in vitro, as células
passam por trés estagios distintos enquanto se adaptam a nova superficie: 1)
fixacdo do corpo celular ao substrato; 2) achatamento e disseminacéo da célula
com reorganizacao do citoesqueleto e 3) formacéao dos contatos de adeséao focal
entre a célula e o material (XU; SIEDLECKI, 2007; KHALILI; AHMAD, 2015).
Assim, semelhante ao que acontece durante o processo de adeséao celular, os
estudos de angulo de contato permitem aferir o grau de hidrofobicidade ou
hidrofilicidade dos materiais que, por sua vez, interferem diretamente no
processo de adeséo destas células.

Diversos trabalhos mostram que a adeséao, o crescimento e a proliferacdo
celular sdo favorecidos quando ha hidrofilicidade moderada em vez de
substratos hidrofébicos ou altamente hidrofilicos (ALTANKOV; GRINNELL;
GROTH, 1996; GECKELER; WACKER; AICHER, 2000; CHEN et al., 2003). Em
contraste, outros autores relatam que as células aderem e proliferam em maior
taxa quando cultivadas em substratos com superficies hidrofébicas (IKADA,
1994; LEE et al., 1998; WANG; WU; CHEN, 2003; FAUCHEUX et al., 2004;
ALLEN et al., 2006). Estes resultados conflitantes podem ser explicados devido
ao uso de diferentes materiais, com diferentes topografias e quimicas de
superficie, alterando a molhabilidade final (BAUER et al., 2008). Ademais, além
de ser um processo dependente de tempo, a adeséo pode ser influenciada pelo
tipo de célula, uma vez que linhagens diferentes aderem a superficies com
angulos de contato distintos (DOWLING et al., 2011).

Em estudos com fibroblastos, por exemplo, foi demonstrado que estas
aderem e proliferam melhor em biomateriais com hidrofilicidade moderada,
assim como CTMs que espraiaram e apresentaram morfologia tipica quando na

presenca de substratos hidrofilicos com angulos de contato intermediarios,
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diferente das semeadas em superficies altamente hidrofobicas, que exibiram
morfologias contraidas e baixa adesdo (HAO et al., 2014). Estes resultados
sugerem que as CTMs respondem bem as superficies hidrofilicas, em termos de
disseminagdo e morfologia global. Conforme revisto por Mittal (2004), as
laminulas Thermanox apresentam molhabilidade de 66°. Comparados com 0s
88° da molhabilidade da PU, esta diferenca infere as modificacdes na adeséo
observadas na Figura 6 entre laminula e PU. No entanto, tais diferencas nao
inviabilizaram a adesdo e a proliferagcdo das células sobre o material. Logo,
apesar do valor aferido pelo presente ensaio estar proximo a 90°, ou seja,
limitrofe ao considerado hidrofébico, os resultados obtidos pelo ensaio de
citocompatibilidade demonstraram que as células foram capazes de espraiar na
presenca da poliuretana, com aumento deste espraiamento ao longo do tempo,
conforme discutido anteriormente.

Outro fator a se considerar € a aplicacao pretendida. Uma vez que nao
existe material com todas as caracteristicas que simulem o tecido biolégico,
deve-se levar em consideracdo as proprieades mecanicas de resisténcia e
flexibilidade do material, que fornecem a Poli(PCL-TMC)uretana grande

potencial para aplicacdo em defeitos de regides osteocondrais.

5.3 MEV dos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana

Os arcabougcos de Poli(PCL-TMC)uretana foram avaliados por
microscopia eletrbnica de varredura, onde verifica-se que 0S mesmos sdo
porosos e apresentam uma distribuicdo de tamanho dos poros relativamente
homogénea e estéo interconectados, tanto na superficie quanto na superficie da
fratura (Fig. 8 € 9).
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Figura 8: Eletromicrografias da superficie dos arcaboucos de Poli(PCL-
TMC)uretana.

POli(PCL-TMC)uretana _ Signal A = SE1 EHT=10.00kv 30 pm ) EHT = 10.00 kv Y
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Figura 9: Eletromicrografias da superficie da fratura dos arcaboucos de

Poli(PCL-TMC)uretana.
,

EHT = 10.00 kV p°|i(pc|_.TMq,mm Signal A = SE1 EHT = 10.00 kV 20 pm
Fratura Mag= 500 X WD = 7.0 mm o Fratura Mag= 1.00 KX WD = 7.0mm — o

Sabe-se que a arquitetura de poros em arcabougos poliméricos 3D
desempenha um papel critico na engenharia tecidual, influenciando as
propriedades, desempenhos mecanico, fisico, quimico e biolégico do material e
consequentemente do dispositivo desenvolvido (JAKUS et al.,, 2018). O
tamanho, forma e distribuicdo dos poros controlam a resposta celular aos
materiais implantados. Do ponto de vista biol6gico, a porosidade possibilita a
integracdo adequada do material ao tecido, permitindo além da proliferacédo
celular, a angiogénese, vascularizagdo e, finalmente, a reabsorcdo total e
substituicdo dos implantes por tecidos neoformados (MBARKI et al., 2017).
Dessa forma, a interconectividade observada nos arcaboucos viabiliza a
migracao, proliferacao e difusao de nutrientes para as CTMs, em toda a extenséo
do material (HOLLISTER, 2005; KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005).
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Diversas sdo as técnicas de obtencdo de poros em arcaboucos
poliméricos, tais como lixiviacao de particulas de sal, liofilizacdo de solugdes ou
emulsdes poliméricas, utilizacdo de agente expansor, eletrofiacdo, manufatura
aditiva, entre outras. A técnica de liofilizacdo, por sua vez, utilizada neste
trabalho, associada aos parametros de processamento, permitiu a obtencéo de
arcaboucos porosos com porosidade acima de 90%, além de garantir a
interconectividade dos poros (CLYNE, 2011; JANIK; MARZEC, 2015), tornando
a Poli(PCL-TMC)uretana favoravel ao crescimento celular, conforme descrito

anteriormente.

5.4 Ensaio mecanico de compressdao do arcabouco de Poli(PCL-
TMC)uretana

Para avaliar a resisténcia a deformacgdo dos arcaboucos de Poli(PCL-
TMC)uretana, realizou-se um ensaio de compressao do material no biorreator
antes da cultura com CTMs. Este ensaio foi executado a fim de minimizar
possiveis danos celulares a longo prazo, quando fosse realizada a cultura nos
arcaboucos sob forcas compressivas, conforme descrito na metodologia. Foi
avaliado apenas a fase de deformacao elastica de um ensaio mecéanico padréo,
portanto nado foi avaliado a fase de deformacao plastica, uma vez que esta fase
envolve condi¢gdes mecéanicas que inviabilizam totalmente o crescimento celular
no arcabouco. Como resultado, obteve-se que apoés a aplicacdo de 2N de forca
o material sofreu uma deformacdo maior que 50% (Fig. 10). A deformacéo
maxima em torno de 50% foi escolhida em virtude de consequente deformacao
no tamanho dos poros em igual propor¢cdo, desde modo a forca de 2N foi
inicialmente adotada como o limite maximo de deformacdo suportado pelo
material sem afetar, em teoria, o crescimento celular nos arcaboucgos devido a

diminuicdo do espaco disponivel no interior de seus poros.
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Figura 10: Curva mecéanica da deformacdo do arcabouco de Poli(PCL-

TMC)uretana quando submetido a forca compressiva de até 2N.

5V

30000

& 25000 |- _
o 20000 [ .
& 15000 [ ]
S 10000 [ :
[ 5008 E ! : I L
. 55 0.3 0.4 0.5
Deformacao (%) [-]
Y
25 ' | | ]
g 2f
% 15[
.10
05
¢} | I
10 1> 20
Tempo (s)

Uma vez que a aplicagdo pretendida para este material esta direcionada
a regides osteocondrais, ou seja, regibes que estdo sujeitas a estimulacao
mecanica quase que constantemente, a avaliacdo da forca maxima suportada
pela Poli(PCL-TMC)uretana € de grande importancia para o desenvolvimento
dos experimentos subsequentes. Apesar da Poli(PCL-TMC)uretana sintetizada
apresentar caracteristicas de memoria de forma, oriundas principalmente da
policaprolactona (PCL) presente em sua composicdo (MENG et al., 2007), uma
deformacéo acima de 50% inviabializa a proliferacéo celular, uma vez que este
resultado esta relacionado a diminuicdo do tamanho dos poros em funcéo da
forca aplicada, impactando a sobrevivéncia das células no interior dos

arcaboucos.

5.5 Ensaio em biorreator em modo de fluxo dindmico e mecanico

A avaliagdo da proliferacdo celular sob o efeito de forgas dinamico-
mecanicas foi realizada em duas condigbes distintas: inicialmente com
arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana cultivados com CTMs indiferenciadas e

na sequéncia com CTMs diferenciadas em condrocitos.



46

5.5.1 Ensaio com CTMs indiferenciadas sobre arcabouco de Poli(PCL-
TMC)uretana

Para o ensaio piloto no biorreator, com CTMs indiferenciadas, adotaram-
se os parametros de fluxo dinamico ciclico a 0.4 mL/min e ciclos de forca de
compressdo de 2N a cada 5 segundos. De acordo com os resultados da analise,
foi possivel observar a presenca de células apenas apos 1 e 7 dias de cultura,
sendo que em 7 dias a quantidade de células presentes nos arcaboucos caiu
consideravelmente. Apos 14 dias de cultura, por sua vez, nota-se um

aglomerado de células mortas (Fig. 11).
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Figura 11: Micrografias de varredura confocal a laser identificando a proliferacao
das CTMs em arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana, apés 1, 7 e 14 dias em
cultura (A, B e C, respectivamente) em biorreator dinamico/mecanico. Em azul
€ identificado o nucleo pela marcacdo com DAPI. Barras 100 um. Em D,

quantificacdo das CTMs.
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Ja foi demonstrado pela literatura que a estimulagdo mecanica incentiva
as ceélulas-tronco a se diferenciarem em diferentes linhagens, viabilizando a
obtencdo de diferentes tipos de células (ZHAO et al., 2016). Além disso, no
contexto do reparo de tecido cartilaginoso, normalmente esta reparacao nao
exibe as propriedades estruturais ou biomecanicas do tecido nativo. Assim,
biorreatores que simulam um ou mais componentes do ambiente mecéanico da

cartilagem, emergiram como uma ferramenta priméria na engenharia tecidual



48

(ANDERSON; JOHNSTONE, 2017). Outra descoberta importante foi a do grupo
de pesquisa de Grodzinsk (2000), que demonstrou que as células respondem
melhor a compressao quando estdo em um ambiente dinamico, diferente do que
ocorre em ambiente estético. Por esta razéo, optou-se pela aplicacdo da forca
compressiva associada a taxa de fluxo dinamico.

Um dos fatores a ser considerado em relagéo aos resultados obtidos esta
relacionado ao intervalo da forca aplicada, 5 segundos entre cada compressao.
Apdés uma analise da literatura, verificou-se que grande parte dos estudos
aplicam forgas compressivas com intervalos maiores entre as compressoes.
Mauck e colaboradores (2000), por exemplo, cultivaram condrocitos em
hidrogéis e os submeteram a compressao por 3 horas, seguidos de intervalos de
1 hora, 5 dias por semana, durante 28 dias. Chowdhury (2003), por sua vez,
avaliou o efeito da compressao intermitente no metabolismo celular, com
intervalos de 24 horas entre as compressfes. Outros estudos também
mostraram a aplicacdo de intervalos mais longos, i.e, 30 min, 1h, 2h, 3h, etc.
(HUNG et al., 2004; KISIDAY et al., 2004; KELLY et al., 2008, 2013; BIAN et al.,
2010; MESALLATI et al., 2013).

Além desta questdo, observou-se também que grande parte dos estudos
tiveram tempos de duracdo menores, desde uma até 180 horas (MAUCK et al.,
2007; MOUW,; IMLER; LEVENSTON, 2007; BOUGAULT et al., 2008; TSUANG
et al., 2008; VILLANUEVA; WEIGEL; BRYANT, 2009; WANG et al., 2009;
WISEMAN et al., 2010; KAUPP; WEBER; WALDMAN, 2012).

Outra diferenca quanto aos trabalhos encontrados na literatura se refere
a selecao do tipo celular. Quase em toda a totalidade dos estudos, faz-se uso de
condrocitos. Nesse estudo piloto, entretanto, fez-se uso de CTMs, que diante da
estimulacdo dindmica e mecanica podem ser induzidas a diferenciagdo. Durante
esse processo, porém, sua populacdo pode diminuir, conforme sera explicado
adiante, no topico 5.6.1.

Diante do exposto, 0 experimento teve duracéao de 14 dias, logo, devido a
frequéncia da forca aplicada (5s entre cada compressao) e do tempo de
exposicdo das células a esta forca (14 dias), acredita-se que estes parametros
escolhidos tenham sido excessivos para que as células pudessem suportar.
Deste modo, uma vez que o dispositivo de Poli(PCL-TMC)uretana e o biorreator

utilizado apresentam caracteristicas inovadoras, priorizou-se neste ensaio piloto
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pela escolha de parametros limitrofes, incluindo a for¢ca de compresséo de 2N,
definida como limite maximo de deformacéo, e a menor taxa de fluxo admitida
pelo equipamento (0,4 mL/min), a fim de avaliar como as CTMs se adaptariam
nestas condi¢cdes para que, a partir destes resultados, fossem otimizados os
parametros.

A combinacdo de parametros adequados, em termos de tensdo e
compresséo, para obtencdo de tecidos funcionais in vitro é, ainda, um trabalho
em andamento e demanda aperfeicoamento. Além disso, a necessidade de
suplementos quimicos como suporte para induzir a resposta celular aos
estimulos mecéanicos, mostra-se cada vez mais predominante (AGRAWAL;
PRAMANIK; BISWAS, 2018). Diante desse cenario, para o ensaio subsequente
fez-se uso de meio de diferenciagdo condrogénico associado a estimulacdo

mecanica, com variacdo dos parametros aplicados neste experimento.

5.5.2 Ensaio com CTMs diferenciadas em condrocitos sobre arcabouco de
Poli(PCL-TMC)uretana

Uma vez submetidas as CTMs a diferenciacdo em condrdcitos, durante
21 dias em cultura estatica, e apds a cultura dinamico-mecéanica no biorreator (7
dias), avaliou-se a expressao de agrecana e colageno Il. Para tanto, analisou-se
os arcaboucos em ambos os tempos de cultivo.

O resultado observado nas micrografias (Fig. 12, A e B) demonstra que
apos os 21 dias de cultura estatica, a presenca de agrecana e colageno Il se
mostra evidente. A expressdo de agrecana se apresenta de forma difusa e
dispersa pelo citoplasma da célula acompanhando a morfologia da mesma. Esta
morfologia fusiforme associada ao nucleo alongado é caracteristica de
condroblastos. O colageno I, também presente, aparece preferencialmente
perinuclear, tipico de sua localizacdo quando no complexo de Golgi ocorre a
etapa de glicosilagdo da molécula colagena.

Em relagédo aos arcaboucos que nao foram submetidos a diferenciacéo,
apos 21 dias observa-se a presenca de nucleos celulares representativos de
CTMs ainda no estado indiferenciado, porém com nitida expressao de agrecana
e colageno Il (Fig. 12, E e F). Conforme sera melhor elucidado nos tépicos que

seguem, nos quais este evento se repete, ambas as proteinas de matriz podem
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ser expressas pela célula inclusive quando esta ainda se encontra indiferenciada
(GROGAN et al., 2007; VINATIER et al., 2009). A presenca da agrecana,
considerada com baixa especificidade ao tipo celular nesta situacdo, pode
também indicar um inicio de diferenciacdo espontdnea da mesenquimal, dentro
de sua capacidade tri-linear. O colageno Il, por sua vez, esti presente desde 0
inicio da condrogénese, ainda nas células-tronco mesenquimais, o que explica
a marcacao observada.

Ao se analisar os arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana, apos a cultura
dindmico-mecénica, observa-se que apenas na imagem C héa consideravel
presenca de agrecana, porém, sem nucleos celulares evidentes, enquanto que
0s nucleos remanescentes observados sdao indicativos de morte celular. I1sso
indica que as células, enquanto vivas, produziram quantidade significativa de
agrecana que se depositou sobre o material, entretanto, assim como
representado nas demais imagens (D, G e H), apos a aplicacdo da forca de

compresséo, as mesmas apresentaram sobrevida curta.
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Figura 12: Micrografias de varredura confocal a laser identificando as CTMs
aderidas em arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana em ensaio estatico ou
dindmico, submetidas a diferenciacdo ou ndo. Em azul é identificado o nucleo
pela marcacdo com DAPI, enquanto que em v ermelho evidencia-se marcacéo
indireta para agrecana ou colageno I, conforme especificado na imagem, por

meio da identificacdo de Alexafluor 647.
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Apesar de a forca aplicada ter sido diminuida pela metade (1N) em
relacdo ao experimento anterior, e as frequéncias, tanto dos ciclos (60 segundos)
quanto do tempo de aplicacdo (2h por dia, durante 6 dias), terem sido
consideravelmente alteradas, o resultado obtido sugere que a Poli(PCL-
TMC)uretana entrou em fadiga, diminuindo consequentemente o tamanho dos
poros e inviabilizando o crescimento celular ao longo do tempo em seu interior.

Para uma melhor compreensédo do processo de deformacdo ao qual o
arcabouco de Poli(PCL-TMC)uretana foi submetido, que levou ao processo de
fadiga, é importante salientar de que forma se d& a determinacéo da forca a ser
aplicada, no ambito deste biorreator. Como ja foi mostrado, o biorreator utilizado
€ composto por gquatro camaras de cultura as quais sao fixadas a dois
travessoOes, superior e inferior. Uma vez posicionados, camaras e arcaboucos,
determina-se um valor de deslocamento para o travessao inferior (cm). Esse
deslocamento ird comprimir 0s arcaboucos que se encontram entre as colunas
da camara e a forca, em Newton, gerada pelo deslocamento do travessao, €

detectada por um sensor localizado na base superior (Fig. 13).

Figura 13: Representacdo esquematica demonstrando todas as 4 camaras
configuradas para que o deslocamento do travessao gere a resposta de

interesse (1N) em cada amostra.

Travessao superior (Fixo)

Travessao inferior (Moével)
® Arcabouco

Deslocamento (cm)

Fonte: Elaborado pela autora
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O deslocamento do travesséo inferior ao encontro do superior é resultado
de uma distancia pré-determinada para que a forca resultante no arcabouco seja
equivalente ao valor de interesse. Conforme o material é submetido as
compressodes, e no caso deste entrar em processo de fadiga, o que se nota é
uma diminuicdo do seu comprimento inicial. Consequentemente, a forca
compressiva a qual o arcabouco responde reduz gradativamente ao longo do

tempo, confirmando a perda de resisténcia do mesmo (Fig. 14).

Figura 14: Representacdo esquematica demonstrando todas as 4 camaras
configuradas inicialmente para 1N (conforme o modelo anterior) respondendo

individualmente com valores menores para cada amostra.

Travessao superior (Fixo)

Deslocamento (cm)

Travessado inferior (Movel)
® Arcabouco

Fonte: Elaborado pela autora
O comportamento esquematizado pela figura anterior corresponde ao

observado no arcabouco de Poli(PCL-TMC)uretana, a partir da avaliagéo de sua

deformacgéo em razao da forga aplicada, durante a cultura celular (Fig. 15).
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Figura 15: Avaliagdo por curva de tempo (0 a 60 min) da deformagéo do

arcabouco de Poli(PCL-TMC)uretana em razéo da forca aplicada.
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Como é possivel observar, nos primeiros dois dias de aplicacao da forca
(1 e 2) a Poli(PCL-TMC)uretana respondia a 1N de forca, conforme estipulado
para este ensaio. No terceiro dia, entretanto, nota-se que o material, ja levemente
desgastado pela compressdo mecanica, respondeu apenas a 0,85N (3),
indicando perda de resisténcia da poliuretana que naturalmente refletiu na
diminuicao dos poros ao longo de sua estrutura.

Esse comportamento mostra-se ainda mais acentuado ao analisar a
compresséao durante um periodo de uma hora. Tomando-se como exemplo o dia
1, nota-se uma queda brusca da resposta durante o periodo observado.
Inicialmente respondendo a 1N, conforme ja discutido, ao final desta hora o
material respondia a apenas 0,75N. Este padrao repete-se nos demais dias (2 e

3), sendo o tempo de 60 min no terceiro dia 0 mais critico em relacéo a resposta
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a compressao (0,63N). Este desempenho comprova que a Poli(PCL-
TMC)uretana cede a medida que a sujeicdo a compressao aumenta.

Apoés quatro dias sem aplicacdo de nenhuma forca compressiva, apenas
a manutencao da taxa de fluxo de 0.4 mL/min, voltou-se a aplicar a forga dentro
dos mesmos parametros. O que se observou apoOs este intervalo, foi que o
material voltou a responder a 1N de forca (4), semelhante ao inicio do ensaio, o
gue demonstra que o arcabouco de Poli(PCL-TMC)uretana foi capaz de retornar
ao estado original mantendo relativa memoria-de-forma, caracteristica presente
neste material devido as suas propriedades oriundas da presenca do polimero
PCL na estrutura. Essa propriedade, entretanto, se perdeu uma vez que ao final
do ciclo de 1h sob forca mecéanica, a resposta do material foi de 0,8N. No quinto
dia (5) o padrao de comportamento observado ao longo dos dias se repetiu, com
a resposta inicial da poliuretana em 0,9N e ao final de 1h sob forca mecanica foi
de 0,7N. O sexto e ultimo dia indicou a menor resposta a compressao (0,8N) em
t0 (linha 6 na figura 15) antes de disparar o inicio da forca, evidenciando a
deformagcdo mais acentuada do material ao final do experimento, o que
caracteriza um processo de fadiga.

Portanto, de acordo com o conjunto de resultados obtidos, compreende-
se que a apenas a alteracdo dos parametros de compressdo mecanica néao foi
suficiente para garantir a sobrevivéncia celular. Dessa forma, estes resultados
sugerem que alteracdes nas propriedades de resisténcia mecanica a
compressao da Poli(PCL-TMC)uretana devem ser feitas de forma a elucidar esse

comportamento.

5.6 Ensaio em biorreator em modo de fluxo dinamico

De acordo com os resultados obtidos pela andlise da influéncia da
estimulacdo mecéanica no crescimento celular, realizaram-se ensaios no
biorreator apenas com o modo de fluxo dinamico, a uma taxa de 0,4 mL/min,
sem for¢as de compressao, a fim de conjecturar se a morte celular ocorrida nos

ensaios anteriores poderia ter sido causada pela forca compressiva.
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5.6.1 Ensaio com CTMs indiferenciadas sobre arcaboucos de Poli(PCL-
TMC)uretana

Através da MVCL, varias fatias Opticas foram obtidas para avaliacdo da
distribuicdo espacial das células nos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana (Fig.
16). As analises demostraram a presenca de células durante o periodo
experimental e a profundidade maxima onde foram encontrados nucleos de
células foi de 100um. Portanto, este foi o limite estabelecido para reconstrucao

das imagens e quantificacdo das células.

Figura 16: Micrografias de varredura confocal a laser observadas ap6s 1, 7 e 14
dias de cultura em biorreator com fluxo dinamico (A, B e C, respectivamente) em
arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana. Em azul é identificado o nucleo pela
marcagao com DAPI. Barras 50 um. Em D, quantificagdo das CTMs. Resultados
representados pela média + desvio padrdo. Diferenca estatistica entre os grupos

demonstrado por * p < 0.01.
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Estudos indicam que os sistemas de cultura de tecidos que fornecem
condi¢cBes dinamicas de fluxo estimulam positivamente o comportamento das
células. Quando as construcdes celulares 3D sao cultivadas em cultura estatica,
as células na superficie externa séo viaveis e proliferam ativamente, enquanto
as células no interior da construgcdo podem ser menos ativas ou necroticas
(BIRMINGHAM et al., 2013; WANG et al., 2013; VETSCH; MULLER; HOFMANN,
2015). Dessa forma, os sistemas de cultura de tecidos que fornecem condi¢des
dindmicas de fluxo s@o projetados para aumentar a troca de nutrientes e o
crescimento celular in vitro, além de serem capazes de mimetizar o ambiente in
vivo e ainda fornecer estimulacdo mecanica induzida pelo fluxo de fluido
(CARTMELL et al.,, 2003; GOMES et al., 2003; STIEHLER et al., 2008;
PLUNKETT; PARTAP; O’'BRIEN, 2010; LIN; MEQUANINT, 2017).

Ainda ndo é consenso na literatura qual a melhor taxa de fluxo para
proliferacdo das células, uma vez que ha diversos fatores que podem afetar o
crescimento celular. Em determinado estudo, por exemplo, verificou-se que
taxas de fluxo variadas exibiram niveis de marcadores que indicavam
diferenciacéo celular (3 mL/min), entretanto, tais niveis tornaram-se inibitorios
guando as células foram submetidas a taxas de fluxo mais altas, i.e., 9 mL/min
(LI etal., 2009). Outros ainda, apontam que algumas das melhores taxas de fluxo
estejam na faixa de 0.01 mL/min e 0.3 mL/min (GLOWACKI; MIZUNO;
GREENBERGER, 1998; BANCROFT et al.,, 2002; CARTMELL et al., 2003).
Apesar da cultura dindmica com perfusdo apresentar uma série de vantagens,
nos estagios iniciais da semeadura das células nos arcaboucos as interacdes
entre as células e o biomaterial ainda n&o séo fortes o suficientes e as mesmas
podem se soltar da superficie ao receberem o fluxo dinamico (SCAGLIONE et
al., 2006; SCHLIEPHAKE et al., 2009; ZHANG et al., 2010; BESKARDES et al.,
2018b). Dessa forma, além de favorecer o processo de diferenciacdo, a
realizacdo de pré-cultura estatica antes do ensaio dindmico aumenta a
viabilidade e o numero de células aderidas. Neste trabalho optou-se pelo periodo
de pré-cultura por 7 dias baseando-se em estudos anteriores que apontaram
diferencas significativas entre peridos curtos, i.e 24 horas ou 3 dias, quando
comparados a periodos mais longos, i.e 6 dias, em relagcéo a resposta celular &
perfusdo, adesao, infiltracao e proliferacdo das células no interior do arcabouco
(PLUNKETT; PARTAP; O’BRIEN, 2010). Assim, nesse estudo foi possivel
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demonstrar que a pré-cultura estatica e a taxa de fluxo aplicada de 0.4 mL/min
resultou de forma positiva em relagdo aos arcaboucos de Poli(PCL-
TMC)uretana, permitindo a proliferacdo e migracdo das células no interior do
arcabouco, ao longo do tempo.

Apo6s 14 dias de cultura também foi possivel verificar um declinio na
guantidade de células nos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana (Fig. 16, D), o
gue pode ser explicado pelos fatores descritos abaixo.

Varias evidéncias podem ser encontradas na literatura em relagdo a
sensibilidade das CTMs ao seu ambiente, estimulos externos, propriedades
fisico-quimicas e topografia dos arcaboucos, influenciando na proliferacéo,
propriedades morfolégicas e expressao génica destas células (CARTMELL et
al., 2003; LI; XIE, 2005; KAl et al., 2016; BESKARDES et al., 2018; MOBASSERI
et al., 2018). Desse modo, acredita-se que devido ao estimulo fornecido pelo
fluxo dinamico, as células foram instigadas a se proliferar mais rapidamente e
talvez iniciarem um processo de diferenciacdo, conforme ja observado na
literatura (BANCROFT et al., 2002; SIKAVITSAS et al., 2005; ZHAO; MA, 2005;
VOLKMER et al., 2008; YANG et al., 2009; GRAYSON et al., 2010; ALVES DA
SILVA et al., 2011; YEATTS; FISHER, 2011). Nesse contexto, sabe-se que a
populacdo de CTMs geralmente sofre uma diminuicdo rapida a medida que a
diferenciacdo espontanea ocorre (MCMURRAY et al., 2011), o que pode explicar
a queda na quantidade de células, observada apés 14 dias de cultura.

Além disso, a partir da analise dos nacleos nos arcaboucos de Poli(PCL-
TMC)uretana pode-se perceber que estes ndo apresentam caracteristicas de
células com indicio de morte celular. Durante a morte celular, o encolhimento
celular e a picnose sao visiveis por microscopia. Com este encolhimento, as
células sdo de tamanho menor, e a picnose, resultado da condensacdo da
cromatina, resulta em ndcleos completamente condensados que se segregam
em varios fragmentos (HACKER, 2000; ELMORE, 2007). Sendo assim, nota-se
gue os nucleos resultantes da analise de microscopia confocal, em todo o
periodo experimental, ndo apresentaram diferencas morfologicas entre si (1, 7 e

14 dias) e nem semelhancas com as caracteristicas descritas acima.
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5.6.2 Ensaio com CTMs diferenciadas em condrdcitos sobre arcaboucos de
Poli(PCL-TMC)uretana

As CTMs foram submetidas a diferenciagdo em condrécitos durante 21
dias em cultura estética. ApoOs este periodo foram submetidas a cultura dindmica
no biorreator por 7 e 14 dias sem os fatores de diferenciacdo os quais estavam
presentes durante os 21 dias do periodo de cultura estatica. Ao final de 7 e 14
dias no biorreator avaliou-se a expressdo de agrecana e colageno Il nos
arcaboucos. Portanto, as amostras foram analisadas em trés tempos de cultivo,

ou seja, apos 21 dias, apos 21 + 7 dias e apos 21 + 14 dias.

A partir da MVCL dos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana, apos 21
dias, foi possivel observar a presenca de agrecana e colageno Il, que sédo as
principais e mais abundantes moléculas constituintes da MEC do tecido
cartilaginoso (Fig. 17 e 20). A identificacdo destas moléculas demonstra que
houve condrogénese e a quantificacdo destas indica maior densidade de células

diferenciadas em condrdcitos ou condroblastos (BARRY et al., 2001).
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Figura 17: Micrografias de varredura confocal a laser identificando as CTMs
aderidas em arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana ap0s 21 dias de cultura
estatica, submetidas a diferenciacdo ou ndo. Em azul é identificado o nucleo pela
marcagao com DAPI, enquanto que em vermelho evidencia-se marcacao indireta

para agrecana por meio da identificacdo de Alexafluor 647.
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A analise das micrografias demonstrou predominancia de nucleos de
morfologia mista. Os nucleos esféricos e condensados nos arcaboucos
submetidos a diferenciacéo (Fig. 17, A e B), indicam caracteristicas morfolégicas

tipicas de condrécitos. Aléem destes, a presenca de nucleos maiores, alongados
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e descondensados indicam fendtipo para condroblastos. Esta apresentagédo é
classica das CTMs quando em processo de diferenciacéo, as células diminuem
seus filopodios irregulares assumindo fenotipo fibroblastéide regular com nucleo
descondensado inicialmente, enquanto que em estigios mais tardios assumem
morfologias mais esféricas com nudcleos condensados (SACCHETTI et al.,
2016).

Em relacéo as células que ndo foram submetidas a diferenciacdo, tanto
na Poli(PCL-TMC)uretana (C e D) quanto na laminula (E e F) verificam-se
ndcleos com aspectos morfolégicos caracteristicos de CTMs, semelhante ao
observado no ensaio anterior com as células indiferenciadas.

No que se refere a agrecana, nota-se uma expressao significativa
dispersa por toda a estrutura do material, com organizagao indicativa de
cartilagem, nas amostras submetidas a diferenciacdo. Nota-se ainda, em
algumas regides cuja marcacao se apresenta bastante intensa, a formacao de
aglomerados densos de matriz (Fig. 17, A e B). Nas imagens C a F percebe-se
a presenca de marcacao e embora considerada pouco especifica uma vez que
as células ndo apresentam indicios morfolégicos claros de diferenciacédo
fenotipica, devido a apresentacdo dos nlcleos ser homogénea e
descondensada. Portanto, dentro do conjunto de células observadas na figura
17, foi observado que ha uma disperséo tanto de condrécitos e condroblastos
sendo que ambos estdo expressando agrecana.

A partir da comparacao qualitativa da expressdo de agrecana, constata-
se, conforme esperado a partir da analise das micrografias, uma expresséo
intensa e significativa de agrecana nas células que receberam estimulos de

diferenciagcdo quando comparadas as CTMs indiferenciadas (Fig. 18).
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Figura 18: Avaliacao do sinal fluorescente oriundo da marcacao especifica para
agrecana, tanto nos arcaboucos submetidos a condrogénese (diferenciado)

quanto no material ndo submetido (indiferenciado), apds 21 dias em cultura

estatica.
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Apesar de presente, a marcacdo positiva para as células que nao
receberam estimulos de diferenciacdo, ndo € indicativa de que estas estejam se
diferenciando. Uma vez que as CTMs sao oriundas de tecido conjuntivo, elas
sdo capazes de sintetizar proteinas de matriz, visto que este tecido é
caracterizado por abundante material intercelular (SETAYESHMEHR et al.,
2019). Além disso, mesmo que estejam em um processo de diferenciacédo
espontanea, ndo € possivel afirmar que estéo se diferenciando especificamente
em condrécitos, uma vez que a agrecana encontra-se presente também em
outros tipos celulares, tais como os fibroblastos, por exemplo (TRACY;
MINASIAN; CATERSON, 2016).

Assim, a condicdo marcante apresentada por este resultado no ensaio de
diferenciagcdo nédo esta relacionada unica e exclusivamente a expresséo desta
marcacao, mas a um conjunto de fatores, entre eles, a apresentagéo fenotipica
das células, como também o somatorio de outras marcagfes, conforme sera

apresentado posteriormente.
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Na quantificacdo da marcacéo inespecifica entre as diferentes superficies,
Poli(PCL-TMC)uretana e laminula, percebe-se uma maior expressdo de

agrecana na superficie da laminula em relacdo ao material (Fig. 19).

Figura 19: Avaliacéo do sinal fluorescente oriundo da marcacéao especifica para
agrecana, tanto nos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana quanto na superficie
da laminula, ambos ndo submetidos a condrogénese, apds 21 dias em cultura
estatica.
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Este contraste, por sua vez, esta associado as diferencas de superficie.
Entre estas diferencas inclui-se o fato de que o arcabouco de Poli(PCL-
TMC)uretana é tridimensional, diferente da laminula, cujas células crescem em
monocamada sobre uma superficie ideal. Entre as caracteristicas que favorecem
o crescimento celular nas superficies das laminulas, estdo a topografia (lisa e
homogénea), o tratamento elétrico (superficie eletricamente positiva) e quimico
(diminuicédo da tensao superficial da molécula de dgua aumentando a hidrofilia)
(MITTAL, 2004). Outra consequéncia destes fatores, € a adsor¢éo gradativa dos
componentes do meio e principalmente do soro fetal bovino que ao longo do
tempo forma uma cobertura de moléculas presentes no soro como a albumina e

fibronectina, além de moléculas do meio como aminoacidos essenciais, assim,
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esse conjunto de moléculas, que vao sendo adsorvidas com o tempo, formam
um fator somatorio a longo prazo que favorece a adesédo. Esse fendmeno
ocorreu também nos arcaboucos, porém néo foi possivel comparar o quanto de
moléculas foram adsorvidas em sua superficie visto que por ser ainda um
material novo, futuras analises fisico-quimicas deste material precisam ser
realizadas.

Assim, os resultados obtidos com a laminula apenas representam um
controle do método, onde fica evidente que a Poli(PCL-TMC) uretana, apesar de
possuir caracteristicas que possam favorecer menos a adesao e
consequentemente a expressdo de proteinas de matriz, apresenta todos os
requisitos essenciais que definem a biocompatibilidade de um material, tais
como: atividade metabdlica, adeséo, proliferacdo e diferenciacdo, entretanto em
proporc¢des diferentes ao oferecido pela superficie da laminula. Isto, no entanto,
nao significa que o material ndo € apropriado para a aplicacdo pretendida. De
maneira oposta, a estrutura tridimensional associada as caracteristicas de
tenacidade e flexibilidade, conjuntamente com as propriedades biolégicas acima
citadas, garantem a Poli(PCL-TMC)uretana excelente panorama para aplicacées
como implantes em regifes de articulacéo.

Foi avaliada também a expressao do colageno Il nas mesmas condicdes
do ensaio anterior, ou seja, apos 21 dias de cultura estatica com e sem
suplementacao de fatores de condrogénese (Fig. 20, A-D).

Nos resultados obtidos, para as células diferenciadas, observa-se tanto a
presenca de condrécitos como condroblastos, estes em maior quantidade
dependendo da regido da amostra, 0 que demonstra que as ceélulas estdo em
ativo processo de diferenciacdo. Em relacdo as amostras de poliuretana sem
diferenciacdo, os nucleos apresentam caracteristicas morfolégicas de CTMs (C
e D), conforme observado no ensaio anterior para o grupo sem diferenciagao.

Por fim, observando o controle em laminula com as células submetidas a
diferenciacdo, notam-se nucleos predominantemente condroblasticos, ou seja,

nacleos maiores, mais alongados e descondensados (E e F).
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Figura 20: Micrografias de varredura confocal a laser identificando as CTMs
aderidas em arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana apos 21 dias de cultura
estatica, submetidas a diferenciacdo ou ndo. Em azul é identificado o nucleo pela
marcagao com DAPI, enquanto que em vermelho evidencia-se marcacao indireta

para colageno Il por meio da identificacdo de Alexafluor 647.
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No que compete a marcacdo do colageno, percebe-se uma expressao
mais acentuada e difusa, tipica de matriz, nas amostras de Poli(PCL-
TMC)uretana quando na presenca de células com nucleos mais condensados
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ou quando ha formacgdo de uma estrutura semelhante a um blastema, como é
possivel observar em algumas regides da Fig. 20, A. Nestas células, ocorre uma
intensa sinalizac&o paracrina em virtude de estimulos externos, ou seja, quando
estdo formando o blastema, células justapostas sinalizam entre si além da
inducao oriunda dos fatores de diferenciacdo adicionados ao meio. Logo, elas
se organizam em um proposito comum direcionando a diferenciacdo em um tipo
celular especifico, neste caso, em condrocitos. Esse comportamento de
formacdo de blastemas, por sua vez, é tipico de células mesenquimais
(STAPPENBECK; MIYOSHI, 2009). Nos condroblastos, entretanto, a expressao
e organizacdo do colageno Il apresenta-se preferencialmente perinuclear,
evidenciando as moléculas de colageno recém-sintetizadas no citoplasma, no
complexo de Golgi (Fig 20, B, E e F). Nas imagens E e F, além da marcacéo
perinuclear, nota-se a apresentacdo difusa da proteina ocupando todo o
citoplasma, antes de ser exocitada.

Em relacdo a quantificacdo, nota-se a presenca de expressfes pontuais
em poucas células no grupo indiferenciado, diferente do grupo sob diferenciacao
onde se vé a marcacdo em todas as células. Observando os picos de intensidade

de fluorescéncia é possivel perceber essa distin¢ao (Fig. 21).
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Figura 21: Avaliacao do sinal fluorescente oriundo da marcacao especifica para
colageno ll, tanto nos arcaboucos submetidos a condrogénese (diferenciado)
guanto nos arcaboucos néo submetidos (indiferenciado), apds 21 dias em cultura

estatica.
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A presenca da marcacdo de colageno mesmo que modesta, no grupo
indiferenciado, pode ser explicada pela presenca de colageno tipo Il ja nos
primeiros estagios da condrogénese, incluindo as CTMs (RICHARDSON et al.,
2016). Uma vez que a morfologia nuclear destas células se mostra caracteristica
de CTMs, também né&o se pode afirmar que estas estao de fato diferenciadas.
Assim, de forma a esclarecer a expressao observada neste grupo, apés um
ensaio com duracdo de 1 dia em laminula, foram marcadas as células com os
anticorpos anti-colageno Il e mesmo em uma cultura de pouco tempo 0 mesmo

esteve presente (Fig. 22), corroborando com nossos resultados.
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Figura 22: CTMs marcadas para coldgeno Il apos 1 dia em cultura sem inducéo
de diferenciacao.
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Comparando-se a expressdo de coladgeno na Poli(PCL-TMC)uretana e
laminula, sendo ambos diferenciados, nota-se uma intensidade maior em

relacdo a poliuretana, exibindo expressao mais difusa em quase toda totalidade
da superficie analisada (Fig. 23).
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Figura 23: Avaliacao do sinal fluorescente oriundo da marcacao especifica para
colageno |II, tanto nos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana quanto na
superficie da laminula, ambos submetidos a condrogénese, apos 21 dias em

cultura estatica.
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Dessa forma, pode-se afirmar que embora a Poli(PCL-TMC)uretana néo
possua propriedades indutoras quando em presenca de moléculas sinalizadoras
para diferenciacao, esta favorecendo este processo através da proliferacao das
células em condrogénese, tanto em sua superficie quanto em seu interior, em

uma profundidade de até 100 pm.

Tendo em vista estes resultados, os arcaboucos de Poli(PCL-
TMC)uretana cultivados com condrdcitos durante 21 dias em cultura estéatica
foram colocados no biorreator, onde ficaram durante 7 e 14 dias com estimulac&o
dindmica de fluxo na taxa de 0.4 mL/min. A manutencéo da taxa escolhida se
deu uma vez que no ensaio com as CTMs, esse valor mostrou-se apropriado ao
crescimento celular.

Analisando as micrografias obtidas, nota-se que apés 7 dias em cultura

dindmica a quantidade de células é bastante expressiva. Estas, em sua maioria,



70

com morfologia indicativa de condroblastos. No entanto, percebe-se a presenca
de ndcleos condrociticos, condensados, permeados ao longo da estrutura do
material (Fig. 24). Nesse contexto, faz-se necessario salientar que as imagens
obtidas sdo resultado da reconstrucdo de diversas fatias Opticas em planos
focais diferentes, totalizando até 200 um. Assim, considerando que uma CTM
tem uma média de 15 a 20 um de nucleo e um citoplasma variando entre 50 e
70 um (GE et al., 2014), o que se observa € a presenca de varias camadas de
células, formando estratos celulares. Logo, € possivel perceber que as células
superficiais livres e que se apresentam mais nitidas nas micrografias, sao
condroblastos, enquanto que as que estdo mais profundas na estrutura da
Poli(PCL-TMC)uretana séo condrdcitos (Fig. 24, B e C). Além disso, as células
superficiais s&o mais recentes do que as que se encontram mais internamente,
sendo este um processo natural de arranjo das células na formacéo tecidual. A
diferenciacdo das células em condrdcitos da-se do centro para a periferia, de
modo que as células mais internas ja apresentam as caracteristicas de
condrécitos, enquanto as mais periféricas ainda sdo condroblastos tipicos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
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Figura 24: Micrografias de varredura confocal a laser identificando as CTMs
aderidas em arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana apos 21+7 dias de cultura
dindmica no biorreator, submetidas a diferenciacdo. Em azul é identificado o
nucleo pela marcagdo com DAPI, enquan to que em vermelho evidencia-se
marcacao indireta para agrecana ou colageno Il, conforme especificado na

imagem por meio da identificacéo de Alexafluor 647.
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As células, em todo o periodo experimental foram estimuladas a formacéo

de tecido cartilaginoso. Essa estimulacao, a principio (durante 21 dias) se deu

por fatores de diferenciacdo incluidos no meio de cultura e, posteriormente,
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quando deslocadas para o biorreator (+ 7 dias), se deu por conta da taxa
dindmica de fluxo aplicada. Essa estimulacéo, portanto, como ja se sabe, ativa
vias bioquimicas celulares as quais definem as propriedades funcionais do tecido
resultante (RATNER, D. BUDDY, HOFFMAN S. ALLAN, SCHOEN J.
FREDERICK, 2013).

A presenca das proteinas agrecana e coldgeno Il apés o periodo de 7 dias
no biorreator foi altamente expressiva (Fig. 25). A organizacéo do colageno, por
sua vez, ndo € mais perinuclear como o observado ap6s 21 dias. A apresentacao
se apresenta bastante difusa por toda a estrutura do material, assim como a
agrecana.

Portanto, a presencas das duas proteinas, com esta intensidade de
marcagao, comprovam o processo de diferenciacdo das CTMs especificamente
em condrécitos, uma vez que a presenca concomitante de ambas é

caracteristica de formacéo de matriz extracelular de tecido cartilaginoso.

Figura 25: Avaliacao do sinal fluorescente oriundo da marcacao especifica para
agrecana e colageno Il nos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana submetidos a

condrogénese, apo6s 7 dias em cultura sob modo dinamico no biorreator.
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Para os arcaboucos cuja cultura estética (21 dias) se deu com meio de
cultura padrao, ou seja, sem a adicéo de fatores de diferenciacéo, avaliou-se que
apos os 7 dias de cultura no biorreator, a apresentacao morfolégica dos ndcleos
e citoplasmas é coerente com a apresentacao fenotipicas das CTMs (Fig. 26).
Assim, o que é possivel constatar é a morfologia celular com aspecto
fibroblastéide poligonal irregular, representativo de célula-tronco mesenquimal
(Fig. 26, C e D). Adicionalmente, foi observado que nem toda as células
observadas apresentavam marcacdo para agrecana, ou seja, indicam

claramente que h&4 uma expressao espontanea ndo especifica e heterogénea.

Figura 26: Micrografias de varredura confocal a laser identificando as CTMs
aderidas em arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana ap6s 21+7 dias de cultura
dindmica no biorreator, ndo submetidas a diferenciagdo. Em azul é identificado
0 nucleo pela marcacdo com DAPI, en quanto que em vermelho evidencia-se
marcacao indireta para agrecana (a esquerda) e citoesqueleto (a direita) por

meio da identificacdo de Alexafluor 647.

Poli(PCL-TMC)uretana

Sem diferenciagdo
Agrecana

Citoesqueleto
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A comparacdo entre os arcaboucos diferenciados e indiferenciados no
gue compete a intensidade de fluorescéncia de agrecana, deixa evidente o que
ja fora discutido: a presenca marcante de agrecana apos o estimulo dinamico de
meio e a baixa expressdo da mesma para os arcaboucos indiferenciados (Fig.
27), lembrando que esta baixa expressao pode estar associada a diferenciacdo

espontanea da CTM em outro tipo celular dentro de sua multipoténcia.

Figura 27: Avaliacao do sinal fluorescente oriundo da marcacao especifica para
agrecana, tanto nos arcaboucos submetidos a condrogénese (diferenciado)
guanto nos arcaboucos ndo submetidos (indiferenciado), apos 7 dias em cultura
sob modo dinamico no biorreator. A deteccdo linear da fluorescéncia nas
imagens obtidas revela qualitativamente a predominéncia da agrecana de
acordo com cada grupo avaliado.
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B Diferenciado

200

150
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Por fim, foram analisados os arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana
diferenciados em condrécitos apos 14 dias de cultura no biorreator. De acordo
com a morfologia dos nucleos bem como do citoesqueleto observados, nota-se
que as longas fibras tensionais de actina sao indicativas de modificacéo

fenotipica de condroblastos (Fig. 28).
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Figura 28: Micrografias de varredura confocal a laser identificando as CTMs
aderidas em arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana apos 21+14 dias de cultura
dindmica no biorreator, submetidas a diferenciacdo. Em azul é identificado o
nucleo pela marcagdo com DAPI, enquanto que em vermelho evidencia-se
marcacao indireta para agrecana (a esquerda) e citoesqueleto (a direita) por

meio da identificacdo de Alexafluor 647.
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Com diferenciagdo
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Enquanto que o citoesqueleto mostra as células fusiformes, com aspecto

fibroblastéide, a agrecana identificada por sua vez, encontra-se dispersa por

todo citoplasma das células acompanhando a morfologia celular (Fig. 28, A e B).
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Entretanto, a diferenca entre ambos — citoesqueleto e agrecana — é notada uma
vez gque na agrecana nao se observa aspecto fibroso, caracteristico das fibras
de actina que compdem o citoesqueleto e que sao visiveis nas imagens C e D.
Dessa forma, a marcagao da agrecana se apresenta de forma difusa e
amorfa, totalmente dispersa pelo citosol, que em ultimo estagio sera liberada
pela célula para compor a MEC. A intensidade de fluorescéncia medida
demonstra que ha uma quantidade bastante expressiva de agrecana, conforme
a Fig. 29. A detecgéo linear da fluorescéncia revela qualitativamente a

predominéncia da agrecana no grupo avaliado.

Figura 29: Avaliacéo do sinal fluorescente oriundo da marcacéao especifica para
agrecana, nos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana submetidos a
condrogénese, ap0s 14 dias em cultura sob modo dindmico no biorreator.
Observa-se a marcacdo da agrecana em vermelho (acima) e a sobreposicéo

com nucleos em azul (abaixo).
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Pode causar questionamento o fato de que apo6s 35 dias em cultura, com

estimulos diversos de diferenciagcdo, as células tenham se mantido
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preferencialmente como condroblastos, entretanto, vale lembrar que uma vez se
tratando de cultura in vitro, algumas limitac6es impedem a exata mimetizacao do
gue acontece no tecido, apesar da influéncia da dinamica de fluido. Entre estas
limitacdes esta a auséncia de uma matriz que aumenta em densidade e aprisiona
0 condrdcito em seu interior, fazendo com que estes fiqguem espacialmente
separados e condensados, originando condrocitos esféricos com a morfologia
classica do tecido cartilaginoso (LI et al., 2018a; SIMON; JACKSON, 2018).

A andlise global dos resultados obtidos culminou com a comparacao
qualitativa da expresséo de agrecana, expressa nos trés tempos avaliados e nas
trés condicdes de experimento: 21 dias em cultura estética; 21+7 dias em

biorreator dinamico e 21+14 dias em biorreator dinamico (Fig. 30).
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Figura 30: Avaliacao do sinal fluorescente oriundo da marcacao especifica para
agrecana, tanto nos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana submetidos a
condrogénese, apoés 21 dias em cultura estatica, 7 e 14 dias em cultura sob modo

dindmico no bhiorreator.
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Analisando os picos de intensidade de fluorescéncia, nota-se que a
expresséo foi exponencial entre 21 dias estatico e 21+7 dias no biorreator,
evidenciando a influéncia positiva da estimulacéo dinamica proporcionada pelo
biorreator, quando comparado a cultura estatica. Quando a cartilagem articular
€ carregada em tensdo ou compressao no ambiente in vivo, o fluido intersticial
gue preenche a matriz extracelular € movido para regides de baixa pressao para
retornar ao estado inicial, apenas quando a carga for removida. Esse movimento
induz um fluxo de fluido oscilatério em todo o tecido cartilaginoso (BRUNELLI;
PERRAULT; LACROIX, 2019). Assim, a estimulacdo promovida pelo biorreator,
in vitro, favorece a formacéo de um tecido com aspectos funcionais semelhantes
a cartilagem nativa (PEROGLIO et al., 2017; ROSSER; THOMAS, 2018b).
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Apés 21+14 dias, ha distribuicdo intensa no interior do citoplasma das
células acompanhando a morfologia celular. Essa preferencialmente intracelular,
nao foi observada apos 21+7 dias cuja distribuicdo se apresentou difusa por toda
a superficie do material e preferencialmente extracelular.

Portanto, o conjunto de resultados demonstra que a diferenciacdo das
CTMs sobre o material foi bastante eficiente uma vez que tanto a agrecana
qguanto o colageno ll, proteinas especificas da MEC da cartilagem, estavam
presentes ao longo dos experimentos realizados. Conforme abordado
anteriormente, algumas caracteristicas das células-tronco, tais como
diferenciacdo e manutencdo de sua multipoténcia, sdo reguladas ndo apenas
por fatores bioldgicos, mas também pelo microambiente onde estas estdo
inseridas. Logo, fatores como composicdo quimica, morfologia dos biomateriais
e estimulacdo mecanica e dindmica sdo muito importantes para garantir o

processo de diferenciacdo destas células.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Por se tratar de uma nova poliuretana, os ensaios de citocompatibilidade
sobre as membranas poliméricas, obtidas por evaporacdo do solvente,
realizados para avaliar a resposta celular sobre uma superficie plana antes do
estudo nos arcaboucgos, demonstraram adesao e crescimento celular, definindo
a biocompatibilidade inicial do material.

A microscopia eletrébnica de varredura dos arcaboucos obtidos por
liofilizacdo evidenciou estrutura porosa da Poli(PCL-TMC)uretana com poros
interconectados por toda a estrutura do material.

Os arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana cultivados com CTMs
submetidas ou ndo a condrogénese, apods 21 dias em cultura estatica, mostraram
que as células foram capazes de aderir e crescer, enquanto as células
diferenciadas foram capazes de suplantar as fases da condrogénese, verificado
pela presenca de condrdcitos e condroblastos onde a marcacéo de agrecana e
colageno Il se mostrou evidente.

Os estudos preliminares dos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana
cultivados com CTMs no biorreator mostraram que a forga de 2N, fluxo de 0.4
mL/min, associados a frequéncia em tempos de 5 segundos mantiveram o
material comprimido por um tempo muito longo, diminuindo o tamanho dos poros
e dificultando a proliferacdo celular. Este resultado conduziu as alteracfes de
parametro para 0s ensaios posteriores.

O estudo dos arcaboucos de Poli(PCL-TMC)uretana cultivadas com
CTMs submetidas a diferenciagdo condrogénica no biorreator, sob forcas
intermitentes de 1N e taxa de fluxo de 0,4 mL/min, mostrou que inicialmente as
células aderiram, multiplicaram e diferenciaram mas, ao longo do periodo
avaliado, o material entrou em processo de fadiga, diminuindo a populagéo inicial
de células. A analise por MVCL mostrou que as mesmas adentraram até 200um
na estrutura 3D da poliuretana.

Nos ensaios com CTMs indiferenciadas nos arcaboucgos de Poli(PCL-
TMC)uretana em biorreator dindmico sob taxa de fluxo de 0,4 mL/min, observou-

se que a taxa aplicada foi promissora para o crescimento celular. O mesmo foi
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verificado para as células submetidas a condrogénese, que diferenciaram e
apresentaram elevada marcacdo de agrecana e colageno Il.

Os resultados obtidos no biorreator em maédulo dindmico, nos permite
concluir que embora os valores de forga de 1N e 2N impostos aos arcaboucos
restringiram o crescimento celular, a taxa de fluxo de 0,4 mL/min permitiu o
crescimento normal das células.

Portanto, por meio dos resultados obtidos conclui-se que a Poli(PCL-
TMC)uretana atende aos requisitos de biocompatibilidade apresentando grande
potencial como carreador celular em aplicagbes como prétese de menisco.
Devido a versatilidade do biorreator, do proprio material e também por conta de
uma literatura vasta no que tange aos parametros como forca e frequéncia
utilizadas, estudos futuros serdo necessarios para otimizacdo destes

considerando as propriedades e estrutura de cada material.
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