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RESUMO

No contexto da engenharia de tecidos, as novas propostas t€ém em vista a
recriagdo dos microambientes bioldgicos (nichos) onde residem as
células-tronco (CTs) in vivo, em particular os nichos hematopoiéticos
onde as células-tronco progenitoras hematopoiéticas (CTPHs) sdo
naturalmente expandidas. Sistemas de cultivo celular tridimensionais
(3D) baseados em arcabougos poliméricos, tém sido empregados com a
finalidade de controlar os processos de multiplicagdo e diferenciacdo
dessas células in vitro. Assim, o presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento e avaliacdo de um sistema de cultivo 3D de células-
tronco mesenquimais da placenta humana (CTMs-PH) como possivel
modelo de nicho hematopoiético in vitro para o estudo da fisiologia da
hematopoiese, e em particular para a expansdo ex vivo das CTPHs para
transplante. Para isso, as células foram isoladas, da regido das vilosidades
corionicas da placenta humana (n=3) onde se encontram os nichos
hematopoiéticos nesse 6rgdo durante o desenvolvimento embrionario,
pela capacidade da adesdo ao plastico de cultivo. As células foram, entdo,
caracterizadas morfologicamente e funcionalmente como sendo
fibroblastdide, com potencial de diferenciagdo nas linhagens
mesodermais adipogénica e osteogénica e com capacidade de formar
coldonia (CFC) quando semeadas em baixa densidade obtendo em média
5 + 4,546, 15,83 + 3,488, 3,75 + 2,872 colonias nas amostras 1, 2 e 3,
respectivamente. Todavia, foram realizados ensaios de curvas de
proliferagdo para avaliar o comportamento da multiplicagcdo das células
em cultivo em fung@o do tempo, observando um padrao de duas fases na
cinética de multiplicag@o. Por outro lado, as CTMs-PH foram capazes de
ser transfectadas com o plasmideo pCX-EGFP, que contém um inserto do
gene da proteina verde fluorescente (GFP), através da metodologia de
eletroporacdo, utilizando o sistema comercial Neon® Transfection
System. Para tal, 5 x 10*células foram submetidas a tratamentos com dois
protocolos denominados A (1 pulso de 20 ms de 1700 V) e, B (1 pulso de
40 ms de 990 V) utilizando concentragdes de 1 ou 2 pg de DNA
plasmidico, e comparados através da quantificacdo da fluorescéncia,
sendo a configura¢do do protocolo B com 1 pg de DNA a condigdo de
maior eficiéncia relativa de transfec¢@o. Ainda, foi possivel padronizar a
confecgdo de arcabougos de poli(metacrilato de metila) (PMMA) com
valores calculados do tamanho de poros de 875,1 £ 231,9 um, 1424 +
310,3 pm e 1832 + 260,1 um, porosidade média de 75,14%, 73,49% e
71,71%, respectivamente, ¢ modulo de Young controlavel mediante a
utilizagdo de um sistema de fusdo de cristais de NaCl em ambiente timido.



Finalmente, foi possivel cultivar as CTMs-PH nos arcabougos de PMMA
com os trés tamanhos de poros. Através das técnicas de microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia confocal foi observado que
as CTMs-PH apresentaram uma distribui¢do 3D no interior dos
arcabougos, com boa capacidade de adesdo e possivelmente com
depositos de moléculas de matriz extracelular. Com base nos resultados,
conclui-se que este sistema de cultivo 3D de CTMs-PH em arcabougos de
PMMA representa um modelo atrativo para futuras avaliagdes de
expansdo ex vivo de CTPHs.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais. Placenta Humana.
Nicho hematopoiético. Arcabouco de PMMA. Cultivo tridimensional.



ABSTRACT

In the context of tissue engineering, the current proposals aim for the
mimicking the biological microenvironments where the stem cells (SCs)
reside in vivo, particularly the hematopoietic stem cells niche in which the
hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) are naturally expanded, by
through the engineering of three-dimensional (3D) scaffolds based on
biomaterials. This in order to control the processes of self-renewal and
differentiation of these cells in vitro. This study is focused on the
development and evaluation of a 3D culture system of human placenta
derived mesenchymal stem cells (P-MSCs) as a possible model of
hematopoietic niche in vitro for the study of the physiology of
hematopoiesis, and in particular for the ex vivo expansion of the HSPCs
for transplantation. For this purpose, mesenchymal stem cells were
isolated based on their culture plastic adhesion from the chorionic villi of
the human placenta (P-MSCs) (n=3) which compose the HSPCs niche
throughout embryonic development. Cells were then morphologically and
functionally characterized as fibroblastdide-like morphology exhibiting
capability to differentiate into adipogenic and osteogenic mesodermal
linages and in still they show ability to form colonies at a low density of
seeding cells obtaining 5 + 4.546, 15.83 + 3.488, 3.75 + 2.872 colonies
from samples 1, 2 and 3 respectively. In addition, growth curve assays
were performed to evaluate the kinetics of the cell’s proliferation in
culture showing a two-phase pattern in multiplication kinetics. Further,
the P-MSCs was able to be transfected with a pCX-EGFP plasmid which
contain the fluorescent green protein (GFP) gene insert through
electroporation methodology by using the Neon® Transfection System.
For this, 5 x 10* cells were treated with two differences protocols designed
A (1 pulse of 20ms, 1700V) and B (1 pulse of 40ms, 990V) with 1 or 2
pg of plasmid DNA per 10uL volume reaction, and compared by using
fluorescence quantification, resulting the configuration of protocol B with
1 pg of DNA the condition of superior efficiency of transfection. In
addition, it was possible to standardize the fabrication of poly(methyl
methacrylate) (PMMA) scaffolds with pore size of 875,1 + 231,9 um,
1424 + 310,3 pm and 1832 + 260,1 pm, porosity of 75,14%, 73,49% e
71,71% respectively and a controllable compression modulus using a salt
fusion method. Finally, it was possible to culture the P-MSCs in the
PMMA scaffolds of the three different pore sizes. By using a scanning
electron microscopy (SEM) and confocal microscopy it was observe that
the P-MSCs acquire a real 3D distribution within the PMMA scaffolds,
having good adhesion capacity and likely deposit of extracellular matrix



molecules. So, based on the results it is concluded that this 3D culture
system of P-MSCs in PMMA scaffolds represents an attractive model for
future valuations of ex-vivo expansion of HSPCs.

Keywords: Mesenchymal stem cells. Human placenta. Hematopoietic
stem cell niche. PMMA scaffold. 3D culture system.
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1. INTRODUCAO

O transplante de células hematopoiéticas (TCH) constitui o inico
tratamento baseado em células-tronco (CTs) integralmente estabelecido
na clinica, com mais de cinco décadas de reconhecimento e plena
consolidagio (HENIG; ZUCKERMAN, 2014). E visto com grande
potencial curativo, sendo utilizado para tratar mais de 80 doencas
hematoldgicas, tanto neoplésicas quanto ndao neoplasicas com origem em
disfungdes imune ou metabolica (HOROWITZ, 2016).

Tradicionalmente, as fontes de células-tronco/progenitores
hematopoiéticos (CTPHs) utilizadas para transplante tém sido o sangue
de medula dssea e o sangue periférico mobilizado (BLUME; THOMAS,
2016). Entretanto, o uso dessas fontes para TCH requer uma estreita
compatibilidade imunologica (entre receptor e doador) quanto ao
antigeno HLA (Antigeno Leucocitario Humano do inglés; human leucocyte
antigen) (PARK; SEQ, 2012). Isso estabelece a problematica do encontro
de possiveis doadores compativeis, o que impde certa limitagdo ao uso
desse recurso terapéutico (ALWASAIDI; BREDESON, 2014).

Assim, o uso ha quase trés décadas do sangue de cordao umbilical
e placenta (SCUP) como uma fonte alternativa de CTPHs tem significado
uma amenizagao do problema do encontro de doadores HLA compativeis
(BALLEN, K. K.; GLUCKMAN; BROXMEYER, 2013).

Nao obstante, o reduzido volume de SCUP que se encontra
disponivel nas redes vasculares do corddo umbilical e placenta determina
uma baixa quantidade absoluta de CTPHs disponivel para transplante
(BALLEN, K., 2017).

Em vista disso, um conjunto de estratégias tém sido utilizadas nos
ultimos anos com intuito de superar as limitacdes impostas pela baixa
quantidade absoluta de CTPHs (ROCHA; BROXMEYER, 2010;
STABA KELLY et al., 2010). Essas estratégias incluem a utilizacdo de
mais de uma unidade de SCUP para transplante, regimes preparatdrios
especiais, tratamentos das células com moléculas estimuladoras
previamente ao transplante e métodos de expansio ex vivo de CTPHs
(DELANEY; RATAJCZAK; LAUGHLIN, 2010).

Especificamente, as abordagens de expansio ex vivo de CTPHs
buscam aumentar a quantidade absoluta de CTPHs mediante a
multiplicagdo clonal dessas células in vitro (XIE; ZHANG, 2015). Os
protocolos de expansdo ex Vivo podem ser baseados em sistemas de
cultivo em suspensio com adicdo de citocinas hematopoiéticas
especificas, ou em sistemas de co-cultivo com células-tronco
mesenquimais (CTMs), tendo em vista que essas células participam da



28

regulacdo do comportamento das CTPHs no microambiente medular
(VAIDYA; KALE, 2015).

Contudo, ainda néo tem sido possivel controlar eficientemente a
multiplicac¢do clonal das CTPHs mediante esses protocolos de expansao
ex vivo, na medida em que a elevada taxa de multiplicagdo e diferenciagéo
dos progenitores provoca a dilui¢do da populagdo de CTs (FLORES-
GUZMAN; FERNANDEZ-SANCHEZ; MAY ANI, 2013).

Por outro lado, no contexto da engenharia de tecidos, a
possibilidade de reproduzir a organizagdo funcional tridimensional (3D)
dos tecidos in vivo ¢é vista como uma abordagem necessaria para controlar
os processos de multiplicacdo das células de maneira eficiente
(VACANTIL, J. P.; VACANTI, 2014).

Em vista disso, varios sistemas de cultivos 3D vém sendo
desenvolvidos, os quais podem estar baseados, ou ndo, na utilizagdo de
arcaboucos como interface de crescimento das  células
(EVANGELATOV; PANKOV, 2013). Esses arcabougos, quando
presentes, podem ser confeccionados a partir de uma vasta gama de
biomateriais disponiveis, de origem natural e sintética (KEANE;
BADYLAK, 2014).

Assim, sabendo que o nicho hematopoiético na medula dssea
(MO) também estd funcionalmente organizado de maneira 3D
(MORRISON, SEAN J.; SCADDEN, DAVID T., 2014), novas propostas
buscam o desenvolvimento de protocolos de expansio ex vivo de CTPHs
em sistemas de cultivo 3D (CHOI; MAHADIK; HARLEY, 2015).

Sendo assim, a possibilidade de mimetizar o nicho hematopoiético
como uma unidade interconectada e coordenada de agdo requer,
inicialmente, a constru¢do de arcaboucos de crescimento celular que
mimetizem a arquitetura espacial do microambiente medular (CHOI et
al., 2015).

Particularmente, o poli(metacrilato de metila) (PMMA), o qual ¢é
um polimero sintético, tem sido utilizado na area biomédica com diversas
finalidades, incluindo a fabricagdo de proteses Osseas, ja que apresenta
algumas vantagens quanto as suas propriedades mecanicas, além da
biocompatibilidade e da relativa facilidade de sintese (ALI; KARIM;
BUANG, 2015).

Por outro lado, varios estudos demostraram que a placenta também
representa um oOrgdo hematopoiético durante o desenvolvimento
embrionario, com grande capacidade de expansio das CTPHs
(ALVAREZ-SILVA et al., 2003; GEKAS et al., 2005).

Ainda, células com caracteristicas tipicas padronizadas em cultivo
de CTMs tém sido encontradas na regido das vilosidades coridnicas da
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placenta, onde reside o nicho hematopoiético nesse Orgdo
(CASTRECHINI et al., 2010).

Interessantemente, um estudo recente observou maior capacidade
de expansdo de CTPHs em co-cultivo com CTMs isoladas da placenta
humana (CTMs-PH) quando comparado com células isoladas da medula
Ossea (LUAN et al., 2013).

Diante do exposto acima, este trabalho teve como finalidade a
padronizacdo de um sistema de cultivo tridimensional de células-tronco
mesenquimais da placenta humana isoladas da regido das vilosidades
coridnicas, baseado em um arcabou¢o de PMMA como modelo de nicho
hematopoiético in vitro.
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1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar um sistema de cultivo tridimensional de
células-tronco mesenquimais da placenta humana em arcabougos de
poli(metacrilato de metila) como modelo de nicho hematopoiético.

1.1.2. Objetivos Especificos

e Reproduzir o isolamento, a expansdo e a caracterizagdo
(padronizada em cultivo) de CTMs de placenta humana,;

e Padronizar a confeccdo de arcabougos de poli(metacrilato de
metila) que reproduzam aspectos genéricos da arquitetura do
nicho hematopoiético na medula dssea;

e (Caracterizar estrutural e mecanicamente os arcaboucos de
poli(metacrilato de metila);

e Analisar, através de técnicas de microscopia confocal e
eletronica de varredura, a interagdo e a morfologia das CTMs-PH
nos arcaboucos de poli(metacrilato de metila).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. CELULAS-TRONCO

As células-tronco (CTs) sdo definidas de acordo com duas
caracteristicas funcionais: a capacidade de automanutengio' e
diferenciacdo (POTTEN; LOEFFLER, 1990). Assim, as CTs sdo
consideradas células indiferenciadas com grande capacidade de
multiplicacdo clonal, isto €, de dar origem, através do processo de divisdo
celular, a duas novas células que conservam as propriedades funcionais
de CT. Além disso, as CTs de um determinado tecido sdo caracterizadas
por terem a capacidade de dar origem, através da diferenciacdo das células
descendentes, a todas as células funcionalmente especializadas
(linhagens) do tecido (LOEFFLER; ROEDER, 2002).

Por outro lado, as CTs sdo classificadas de acordo com dois
critérios: a ontogenia e o potencial de diferenciacdo. Assim, em fung¢io
do critério da ontogenia, as CTs sdo classificadas como células-tronco
embrionarias (CTEs), aquelas isoladas da massa celular internas (MCI)
do embrido em blastocisto, as CTs fetais e as neonatais (CTF) derivadas
dos nichos proliferativos dos 6rgdos do feto em desenvolvimento ou do
recém-nascido e as CTs adultas ou pos-natais (CTP/A), as quais sdo
derivadas dos 6rgdos e/ou tecidos do individuo ap6s o nascimento, como
ilustrado na figura 1 (BONGSO; LEE, 2005).

Quanto ao potencial de diferenciacdo, as CTs sdo classificadas
como totipotentes, aquelas que tém a capacidade de dar origem a um
organismo completo, incluindo os tecidos extraembrionarios, como 0s
blastomeros resultantes das primeiras divisdes do zigoto. Ja as células
pluripotentes, sdo aquelas com a capacidade de dar origem a todos os
tecidos do organismo, com excecao dos tecidos extraembrionarios, como
as CTE. Por sua vez, as células multipotentes sdo aquelas com a
capacidade de diferenciacdo em varios de tipos celulares, como por
exemplo, as células-tronco/progenitoras hematopoiéticas (CTPHs) e as
unipotentes, células que se diferenciam em apenas um unico tipo celular,
como as CT germinais, que ddo origem aos gametas (BISSELS et al.,
2016).

! Embora o termo comumente utilizando na literatura para referir-se ao processo de
multiplicacdo clonal das CTs seja autorrenovagao, este ndo reflete os acontecimentos
que, de fato, ocorrem quando as CTs dividem-se para gerar duas novas CTs
(POTTEN; LOEFFLER, 1990).
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Figura 1: Tipos e fontes de CTs. Da esquerda para a direita: as CTE
sdo células pluripotentes isoladas a partir das células da massa celular
interna (azul) do embrido em etapa de blastocisto, as CTF (centro) séo
células multipotentes isoladas dos 6rgdos do feto ou do recém-nascido e
as CTP/A sdo células multipotentes derivadas dos 6rgéos e/ou tecidos do
individuo apos o nascimento.

\ ] [N i \
& ¢ ;{3 /,é‘? \
i s

Células-tronco pés-natais/adultas

[
Orgéos fetais  Liquido amniético lacenta  Cordao umbilical

GC" QO

Fonte: adaptado de PAPPA; ANAGNOU, 2009.

Além desses tipos, também ¢é possivel incluir, nessa classificagao,
as denominadas células reprogramadas ou CT de pluripoténcia induzida
(iPSC ou iPS do inglés; induced pluripotent stem cells), as quais séo
resultantes da aplicagdo de metodologias de manipulacdo genética de
células adultas e as CTs cancerigenas obtidas de tecidos tumorais
(NASSAR; BLANPAIN, 2016). Entretanto, essas ndo seguem o critério
da ontogenia.

2.1.1. Células tronco mesenquimais

As denominadas células estromais (ou células osteogénicas da
medula 6ssea) foram identificadas por Alexander Friedenstein e seus
colaborados nas décadas de 60-70, a partir do sangue de medula 6ssea.
Essas células foram, incialmente, caracterizadas por ter potencial
osteogénico, aderentes ao recipiente de cultivo tecidual ou celular,
morfologia fibroblastéide e capazes de formar colénias (agregados com
mais de 50 células), independente da densidade (BIANCO, PAOLO;
ROBEY; SIMMONS, 2008).

Entretanto, posteriormente constatou-se que a populacdo de células
estromais da medula dssea (MO) ¢é constituida por uma populacio
bastante heterogénea de células que incluem os fibroblastos, os
adipdcitos, os pericitos e os macrofagos (BIANCO, P. et al., 2001).
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Em 1991, Caplan aplica o termo de célula-tronco mesenquimal
(CTM) para designar, uniformemente, todas as células dos tecidos
esqueléticos (osso, cartilagem e gordura) que apresentam as
caracteristicas de células estromais (CAPLAN, 1991). Embora o
acolhimento desse termo implicou uma simplifica¢@o na identificagdo das
células, trouxe, por outro lado, um conjunto de problemas.

Como proposta para resolver essas conjunturas, o Comité de
Células-Tronco e Tecidos da Sociedade Internacional de Terapia Celular
propos a adogdo de um conjunto minimo de critérios para caracterizar o
que eles denominaram de células mesenquimais estromais multipotentes.
Assim, de acordo com essa posi¢do, as CTMs devem ser aderentes ao
plastico nos sistemas padronizados de cultivo celular, devem expressar os
marcadores de superficie CD105 (englobina), CD90 (antigeno 1 de
células do timo, Thy-1) e CD73 (ecto-5'-nucleotidase) e ndo apresentar
expressdo para marcadores hematopoiéticos e endoteliais como CD45,
CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR. Todavia, essas
células devem ter a capacidade de diferenciagdo nas linhagens
mesodermais osteo, adipo ¢ condrogénica (DOMINICI et al., 2006).

Por outro lado, alguns estudos t€m observado que as CTMs
também apresentam propriedades imunomoduladoras, capazes de
controlar a resposta imunoldgica (ANKRUM; ONG; KARP, 2014).

Ainda, existem evidéncias que as CTMs possam existir em todos
os tecidos e orgdos (DA SILVA MEIRELLES; CHAGASTELLES;
NARDI, 2006).

Tudo isso tem estimulado o isolamento de CTMs com fins de
pesquisa biomédica a partir do tecido adiposo, da polpa do dente, das
glandulas salivais, do sangue periférico e menstrual, do endométrio e do
corddo umbilical e da placenta (ASHRI; AJLAN; ALDAHMASH, 2015;
HASS et al., 2011; ULRICH; MURALITHARAN; GARGETT, 2013).

2.2. O NICHO DAS CELULAS-TRONCO

Em 1978, Raymond Schofield introduziu a ideia de nicho como
conotagdo as caracteristicas funcionais de um microambiente
especializado que determina o comportamento das CTs. Assim, segundo
a proposta original, o nicho tem como fungdo a capacidade de preservar
as caracteristicas funcionais de CT enquanto permanegam em contato
(SCADDEN, 2014).

Atualmente, o nicho de varios tecidos e orgdos de espécies-
modelo tem sido estrutural e funcionalmente caracterizado, incluindo o
nicho hematopoiético na medula éssea (LI; XIE, 2005).
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A grande maioria dos nichos estudados sdo compostos por uma
relagdo funcional de moléculas e células. As moléculas podem ter fungéo
estrutural como parte da matriz extracelular (MEC), permitindo o
ancoramento fisico das CTs, e também func¢des de regulacido bioquimica
sobre o comportamento (REZZA; SENNETT; RENDL, 2014).

Por outro lado, as células do nicho regulam o comportamento das
CTs mediante o contato célula-célula e pela secrecdo de moléculas
bioativas como citocinas, fatores de crescimento, interleucinas,
hormonios etc (FERRARO; CELSO; SCADDEN, 2010).

Ainda, as CTs também secretam moléculas regulatérias autdcrinas,
que regulam o préprio comportamento, além de moléculas paracrinas, que
influenciam o comportamento das células do nicho. Todavia, as CTs e as
células dos nicho estabelecem relacdes funcionais sistémicas, sendo
ambas influenciadas por sinais endodcrinos e circadianos, figura 2
(DRUMMOND-BARBOSA, 2008).

Contudo, as CTs e seus nichos interagem reciprocamente,
estabelecendo unidades funcionais que permitem a manutengdo e a
regeneracdo local do tecido (LANE; WILLIAMS; WATT, 2014).

Figura 2: Os componentes dos nichos das CTs. Os nichos das CTs
nos tecidos estdo compostos por uma relagao funcional de moléculas que
oferecem uma interface fisico-quimica de interagdo com as CTs, e
diferentes tipos de células que interagem direta ou indiretamente com as
CTs, regulando seu comportamento. Além desses, elementos externos ao
microambiente local sdo também importantes moduladores do
comportamento das CTs.
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2.2.1.0 nicho hematopoiético na medula dssea

As CTPHs sdo originadas a partir de células precursoras do
mesoderma e transitam entre varias regides anatdmicas ao longo do
desenvolvimento embrionario (MIKKOLA; ORKIN, 2006). Na maioria
dos mamiferos estudados, incluindo o ser humano, antes do nascimento,
as CTPHs migram desde o figado fetal para a regido medular dos ossos,
onde se estabelecem de maneira definitiva (CIRIZA et al., 2013).
Portanto, na vida pos-natal/adulta, o processo hematopoiético ocorre,
exclusivamente, na MO, onde residem as CTPHs em seus nichos
especializados.

Especificamente, o tecido hematopoiético na MO esta distribuido
nos espacos delimitados pelas trabéculas do osso esponjoso (TRAVLOS,
2006). Novas tecnologias de imagem e métodos de reconstrugdo
assistidos por computador tém permitido diferentes abordagens
morfométricas e analises mecanicas do 0sso esponjoso, oferecendo uma
ideia detalhada da arquitetura espacial dessa regido, como observado na
figura 3 (OFTADEH et al., 2015; PARKINSON; FAZZALARI, 2013).

Figura 3: Macro e microarquitetura do 0sso esponjosos. No  osso
adulto tipico, debaixo da regido de osso compacto, estd a regido de osso
esponjoso a qual ¢ formada por arranjos de trabéculas (reconstrugio
computacional em cinza). Os espagos entre as trabéculas sdo preenchidos
por tecido hematopoiético. Alguns parametros morfométricos dessa
regido de diferentes ossos humanos sdo descritos na tabela 2.
/Osso esponjoso 0Osso esponjoso
I Bl (Trabéculas)
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Fonte: adaptado de MARIEB; HOEHN, 2015 e PARKINSON; FAZZALARI,
2013.
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Tabela 1: Propriedades estruturais e mecanicas do 0ss0 esponjoso.

Regido anatdmica Espessura Separacéo Mddulo de
trabecular trabecular compressao
Calcaneo 170 pm 540 pm -
Fémur distal 200 pm 450 pm 10,88 GPa
Vértebra lombar 233 pum 1470 pm 2,1 GPa
Crista iliaca 151 pm 747 pm -

Valores médios (literatura) 188 +36 um 802 £462 pm 3,78 GPa

No nicho medular, as CTPHs sdo responsaveis pela manutencao da
homeostase hematopoiética, com uma capacidade de reposi¢do de cerca
de 2 bilhdes de células diariamente (DYGAIL, ZHDANOYV, 2014).

Através de metodologias de condicionamento genéticos, tem sido
possivel identificar diferentes tipos de células, as quais interagem com as
CTPHs, tendo importante efeito na homeostase hematopoiética na MO
(MORRISON, S. J.; SCADDEN, D. T., 2014). Assim, os osteoblastos das
superficies do endodsteo e das trabéculas, as diferentes subpopulagdes de
células estromais, além das células endoteliais vasculares dos vasos e
sinusoides medulares, tém sido identificadas como importantes
reguladores do comportamento das CTPHs na MO. Além destes, outros
tipos de células como os macrofagos, os adipocitos e as células dos nervos
simpaticos também sdo considerados moduladores do comportamento das
CTPHs no microambiente medular (YU, V. W.; SCADDEN, 2016). Cada
um desses tipos celulares interatua diretamente através do contato célula-
célula e/ou indiretamente através da secrecdo de citocinas ou fatores de
crescimento com as CTPHs as quais integram e processam
sistematicamente todos os sinais (HOFFMAN; CALVI, 2014).

Por outro lado, estudos recentes tém identificado que as CTPHs
residem em duas localizacdes especificas, onde exercem fun¢des bem
diferentes: na regido perivascular, isto é, nas proximidades dos vasos
sanguineos e sinusoides medulares, onde sdo mais ativas, ¢ nas regides
adjacentes ao endodsteo, onde se encontram em estado quiescente
(BOULALIS; FRENETTE, 2015).

Contudo, o tecido hematopoiético na MO pode ser entendido como
sendo funcionalmente organizado de maneira 3D (NOMBELA-
ARRIETA; MANZ, 2017).
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Figura 4: O nicho hematopoiético na medula dssea. Varios tipos de
células praticam da regulacao do comportamento das CTPHs nos nichos
(endosteal e perivascular) na MO, incluindo as CTMs, como as células
estromais perivasculares, os osteoblastos e os osteoclastos, as células
endoteliais, os macrofagos, as células CAR, as células de nervos
simpaticos ¢ as células de Schwann nao mielinizantes. Cada um desses
tipos de células tem influéncia positiva ou negativa através do contato
célula-célula ou mediante secrecdo de fatores de crescimento, citocinas e
quimiocinas entre outros.
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Além da MO, a placenta também tem sido identificada como sendo
um 6rgdo hematopoiético, com grande capacidade expansdo clonal das
CTPHs durante o desenvolvimento (ROBIN et al., 2009).

2.3. PLACENTA HUMANA

A placenta humana (PH) ¢ um 6rgdo materno-fetal transitorio que
participa dos processos de troca de gases, nutrientes, metabolitos e sais
minerais entre a mae ¢ o feto. Todavia, oferece protecdo mecéanica e
protecdo contra o estresse oxidativo, além de garantir a imunotolerancia
ao embrido em desenvolvimento (KUMPEL; MANOUSSAKA, 2012;
MALTEPE; FISHER, 2015).

A classificag@o da placenta entre os diferentes tipos de organismos
da-se de acordo com trés caracteristicas principais: 0s aspectos
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macroscopicos ou anatdmicos, a interface materno-fetal e o arranjo das
membranas. Assim, de acordo com esses critérios, a placenta humana é
classificada como discoidal, hemocorial, corioalantoide, e vilosa (FILHO;
OLIVEIRA, 2012).

Em humanos, o desenvolvimento da placenta comec¢a apds o
processo de implantagdo do blastocisto no endométrio decidualizado da
mae entre os dias 6 e 7 da gestagdo (HUI, 2012).

No final da quarta semana de gestacdo, comeca a circular sangue
pela complexa rede vascular das vilosidades coridnicas, movido pelo
inicio dos batimentos cardiacos (WANG, Y.; ZHAO, 2010).

A partir do quarto més de gestacdo, a placenta humana esta
completamente formada, apresentando forma discoide e funcionalmente
constituida pela placa coridnica, como ilustrada na figura 5 (MOORE;
PERSAUD; TORCHIA, 2015).

Figura 5: Estrutura interna da placenta humana. A estrutura da
placenta a termo é composta por uma por¢ao fetal, o vilo coridnico, e por
uma por¢do materna, a decidua basal. No final da terceira semana de
gestacdo, todos os arranjos anatdmicos necessarios a funcionalidade de
intercambio de gases e nutrientes entre o feto ¢ a mae (flecha azul) sdo
estabelecidos.
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2.3.1. A placenta humana como fonte de células-tronco

Diversos estudos vém demostrando que a PH constitui uma fonte
rica em varios tipos de CTs (MALEK; BERSINGER, 2011).

Ainda, o fato de a placenta ser um 6rgéo descartado apds o parto
estabelece uma condicdo que minimiza os conflitos de carater ético, para
obtenc¢do de células para pesquisas biomédicas (MALEK; BERSINGER,
2011).

Em vista disto, varios protocolos para o isolamento de diferentes
tipos de CTs da placenta tém sido padronizados (OLIVEIRA;
BARRETO-FILHO, 2015).

Especificamente, células com caracteristicas tipicas padronizadas
em cultivo de CTMs tém sido isoladas mediante protocolos que envolvem
dissociagdo mecanica e digestdo enzimatica (PAROLINI; ALVIANO;
BAGNARA; BILIC; BUHRING; et al., 2008).

Por outro lado, analises moleculares das CTMs-PH tém revelado
que essas células expressam marcadores de CTE como c-Kit, Oct4,
SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 e TRA-1-81.

Todavia, outra propriedade favoravel das CTMs-PH é sua
identidade imunologica. Assim, as CTMs-PH expressam baixos niveis
dos alelos HLA-ABC ¢ ndo expressam HLA-DR, o que minimiza o
reconhecimento antigénico da placenta pelo sistema imunologico da mae.

Além disso, as CTMs-PH apresentam mecanismos de
imunomodulacdo, mediadas por fatores secretados e pelo contato célula-
célula (TALWADEKAR; KALE; LIMAYE, 2015).

Assim em conjunto, essas propriedades tunicas das CTMs-PH
tornam-nas importantes candidatas para usos clinicos (FIERABRACCI et
al., 2015).

2.3.2.A placenta como o6rgdo hematopoiético durante o
desenvolvimento

Além das fungdes materno-fetais, foi constatado que a placenta
também desempenha um importante papel como 6rgdo hematopoiético
durante desenvolvimento (ALVAREZ-SILVA et al., 2003).

Todavia, um estudo em modelo de animal encontrou que a placenta
apresenta grande capacidade de expansdo das CTPHs (GEKAS et al.,
2010). Ainda, os pesquisadores destacaram que as CTPHs sdo
encontradas na regido da vasculatura labirintica da placenta, a qual ¢
homologa a regido das vilosidades coriénicas em humanos.
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Jaum estudo recente verificou que células que expressam o gene
RUNXI1, o qual é critico para o desenvolvimento das CTPHs, sdo
encontradas nos grandes vasos do mesénquima corioalantoide.
(OTTERSBACH; DZIERZAK, 2005). Além disso, esse estudo observou
que as CTPHs s3o detectadas na placenta simultaneamente ao
aparecimento na regido de aorta-gonada-mesonéfrons (AGM), antes,
inclusive, que sejam identificadas na circulac¢do ou no figado fetal.

Finalmente, a hipdtese de a placenta ter a capacidade de originar
CTPHs de novo foi confirmada no modelo de camundongo por um estudo
que utilizou um sistema de knockout para o gene Ncx 12, Nesse estudo, foi
observada a presenca de células que expressam o marcador de CTPHs
CDA41, aderidas na superficie luminal das paredes dos grandes vasos do
mesénquima corioalantéide (RHODES et al., 2008).

2.3.3.0 nicho hematopoiético na placenta

A constatacdo de a placenta ser um 6rgao hematopoiético, no qual
as CTPHs sio formadas de novo e expandidas, tem promovido o estudo
da fisiologia hematopoiética nesse 6rgao (LEE, L. K. et al., 2010).

Assim, um estudo notificou a presenca de CTMs na regido das
vilosidades coridnicas, onde reside o nicho vascular hematopoiético nesse
6rgdo (CASTRECHINI et al., 2010).

Todavia, uma pesquisa em modelo de camundongo identificou que
a sinalizacdo do fator de crescimento 3 derivado de plaqueta (PDGEF- f3,
do inglés Platelet-derived growth factor ) secretado pelas células
trofoblastica é responsavel, em parte, por condicionar o microambiente
na placenta, fazendo com que as CTPHs multipliquem-se clonalmente,
inibindo sua diferencia¢do (CHHABRA et al., 2012).

Mais recentemente, no Laboratério de Células-tronco e
bioengenharia da UFSC, foi apresentado um modelo de nicho molecular
das CTPHs na placenta humana através da identificagdo de componentes
como, colageno tipo 1, laminina, e fibronectina (GARGIONI, 2014).

2.4. TRANSPLANTE DE CELULAS HEMATOPOIETICAS

O emprego do transplante de células hematopoiéticas como terapia
médica teve inicio em meados dos anos 1950, sendo que os primeiros
estudos foram realizados pelo médico e pesquisador Edward Donnall
"Don” Thomas e sua equipe de Seattle em 1957 (THOMAS et al., 1957).

2 Nex1 é um gene relacionado & capacidade de contragdo do musculo cardiaco.
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Entretanto, grande ceticismo prevaleceu em torno do TMO como
terapia até o comeco da década de 70, ja que a revisdo dos estudos da
época mostrava que nenhum paciente tinha sobrevivido, a longo prazo,
com esse tratamento (BORTIN, 1970).

Apesar disso, Thomas e seus colaboradores prosseguiram seus
estudos de transplante em modelo canino, nos quais constataram a
necessidade de uma estreita compatibilidade imunoldgica para ter boas
chances de sucesso no TMO (RUDOLPH et al., 1969).

Assim, no ano de 1977, estando disponiveis os primeiros métodos
de tipagem HLA, Thomas e sua equipe de Seattle publicaram o primeiro
trabalho documentando a sobrevivéncia, a longo prazo, de treze (13) de
cem (100) pacientes com leucemia tratados com quimioterapia, irradiagdo
corporal total e TMO (THOMAS et al., 1977).

No Brasil, o primeiro TMO foi realizado no ano de 1979 pelo
médico hematologista Ricardo Pasquini no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana, em Curitiba (FERREIRA et al., 1985).

Entretanto, o uso de sangue de medula dssea e de sangue periférico
mobilizado como fontes de CTPHs para TCH exige uma estreita
compatibilidade HLA, sendo necessarias 10/10 ou de 9/10
correspondéncias alélicas (CHARRON; PETERSDORF, 2013). Isso
torna o encontro de doadores compativeis uma questdo de pouca
probabilidade, dado o grande nimero de variantes alélicas HLA
existentes na populacdo (ALEJANDRO MADRIGAL; BARBER, 2016).

Em virtude disso, no ano de 1988, o sangue de corddao umbilical e
o placentario (SCUP) foram usados pela primeira vez pela Dr". Eliane
Gluckman e sua equipe no Hospital Saint-Louis de Paris, na Franca, para
tratar uma crianga com anemia de Fanconi, a qual recebeu o processado
de seu irmédo HLA-compativel (GLUCKMAN, E. et al., 1989).

O uso de SCUP como fonte de CTPHs para transplante apresenta
algumas vantagens potenciais quando comparada a utilizagdo de fontes
como a MO ou a do sangue periférico mobilizado. Essas vantagens
incluem a facilidade de coleta com pouco ou nenhum risco para a mae ou
o recém-nascido, a disponibilidade imediata, o baixo risco de transmissdo
da infec¢@o, o menor risco de doenga de enxerto contra hospedeiro com
preservacdo da capacidade de enxerto contra tumor (ECT), o que ¢
atribuido a uma populagido menos estimulada de linfécitos T. Todavia, o
SCUP exige uma menor rigidez de correspondéncia HLA, sendo
necessarias 6/6 ou 5/6 correspondéncias alélicas (ROURA et al., 2015).

Contudo, o SCUP tem se estabelecido como uma fonte alternativa
de obtengdo de CTPHs para transplante, estimulando o estabelecimento
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de banco para armazenamento desses recursos bioldgicos em forma de
unidades testadas e criopreservadas.

No ano de 2013, um estudo registrou mais de 300 Bancos de
Sangue de Corddo Umbilical e Placentario (BSCUP) publicos ao redor do
mundo, com mais de 620 mil unidades armazenadas (BMDW, 2013).

No Brasil, no ano 2000, o Instituto Nacional do Cancer (INCa)
inaugurou o primeiro BSCUP em territorio nacional e, em setembro de
2004, o Ministério da Saude langou, oficialmente, o programa BrasilCord,
uma rede nacional de armazenamento de sangue de corddo umbilical,
através da rede SUS, visando a aumentar as chances de localizagdo de
doadores para os pacientes que necessitam de transplante de progenitores
hematopoiéticos (BRASIL, 2004).

O relatorio anual dos dados de produgdo dos BSCUP, no Brasil,
apontou que, atualmente, existe uma rede que conta com treze (13) bancos
publicos contendo 1804 unidade armazenadas, além de vinte (20) bancos
privados contendo 117.325 unidade armazenadas (ANVISA., 2016).

2.4.1. Problemética associada ao SCUP

Apesar de o uso, ha quase trés décadas, do SCUP como uma fonte
alternativa de CTPHs ter significado uma amenizag¢do ao problema do
encontro de possiveis doadores HLA compativeis, o reduzido volume de
que se encontra disponivel nas redes vasculares do corddo umbilical e
placenta constitui-se com uma limitagdo desse recurso bioldgico
(BALLEN, K. K. et al., 2013). Isso, por sua vez, determina uma baixa
quantidade absoluta de células de CTPHs disponiveis para transplante
(BALLEN, K., 2017).

De forma geral, a dose celular minima recomendada por kg de peso
do receptor ¢é de 3,7 x 107 células nucleadas e de 1,7 x 10°- 2,5 x 10°
células CD34+ (GLUCKMAN, ELIANE et al., 1997; MIGLIACCIO et
al., 2000).

Contudo, tais doses ndo sdo sempre alcangadas com o SCUP
particularmente para pacientes com mais de 40 - 45 kg de peso corporal
(MEHTA etal., 2017).

Portanto, mesmo tendo o SCUP um conjunto de vantagens em
relagdo as fontes tradicionais para o enxerto halogénico de CTPHs em
pacientes na falta de um doador HLA compativel adequado, com uma
reducdo de até 50% nas chances de rejeicdo, o limitado volume
compromete a utilizagdo desse recurso terapéutico (PINEAULT; ABU-
KHADER, 2015).
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2.4.2. Estratégias para superar as limitagbes do SCUP como fonte de
células hematopoiéticas para transplante

Na busca de métodos que permitam superar as limitagdes impostas
pelas condigdes biologicas do SCUP, um conjunto de estratégias vém
sendo utilizadas (ROCHA; BROXMEYER, 2010; STABA KELLY et
al., 2010).

Algumas dessas estratégias incluem a infusdo de duas ou mais
unidades de SCUP, o tratamento das células, prévio ao transplante, com
drogas estimuladoras, e métodos de expansao ex vivo de CTPHs.

Especificamente, os métodos de expansdo ex vivo de CTPHs
buscam aumentar a quantidade absoluta de CTPHs em sistemas de cultivo
células in vitro.

Assim, esses protocolos de expansdo ex Vivo podem ser baseados
em sistemas de cultivo de células em suspensdo com adicao de citocinas
hematopoiéticas especificas como o Fator de Célula-tronco (SCF, do
inglés Stem Cell Factor), o ligante de FLT3, TPO (Trombopoietina),
Interleucina 6 (IL-6) (HEIKE; NAKAHATA, 2002).

Todavia, os protocolos expansdo ex Vivo podem ser baseados em
sistemas de co-cultivo com CTMs, tendo essas células um papel
importante como reguladores do comportamento das CTPHs no nicho
hematopoiético na MO.

Interessantemente, um estudo observou que as CTMs-PH tém
maior capacidade de expansdo das CTPHs em sistemas de co-cultivo, em
comparacdo as CTMs da MO, sendo, também, capazes de inibir a
proliferagdo de linfocitos T (LUAN et al., 2013).

A ideia desses protocolos alternativos ¢ mimetizar a fisiologia
encontrada nos diferentes nichos hematopoiéticos, nos quais as CTPHs
s30 naturalmente multiplicadas.

Além do uso de citocinas hematopoiéticas e dos sistemas de co-
cultura, varias outras abordagens metodologicas t€m sido utilizadas com
finalidades de expansdo ex vivo (FLORES-GUZMAN et al., 2013).

2.5. SISTEMAS DE CULTIVOS TRIDIMENSIONAIS E
BIOMATERIAIS PARA ENGENHARIA DE TECIDOS

A maioria das abordagens in vitro com finalidade de expansdo ex
vivo de CTPHs tém sido baseadas em sistemas de cultivo com capacidade
de crescimento bidimensional (2D) (GAO, J.-X.; ZHOU, 2011).

Entretanto, nos ultimos anos, diversos trabalhos vém expondo
varias limitagdes dos sistemas de cultivo 2D, ja que ndo ¢é possivel recriar
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certas condi¢des funcionais dos tecidos e 6rgaos que estdo organizados
de maneira tridimensional 3(D) (HAYCOCK, 2011).

Portanto, tendo em vista essas limitagdes, vém sendo
desenvolvidos diferentes sistemas de cultivo tridimensionais (3D), os
quais permitem uma melhor reprodugdo in vitro da organizagéo funcional
dos tecidos e orgaos in vivo (KNIGHT; PRZYBORSKI, 2015).
(EVANGELATOV; PANKOV, 2013).

A configuragdo espacial das células nos sistemas de cultivo 3D
pode estar baseada, ou ndo, na incorporacdo de arcabougos de origem
artificial ou sintéticos. Esses arcabougos, quando presentes, oferecem a
estrutura fisica para que as células possam crescer de maneira 3D (MENG
etal, 2014).

Pesquisas recentes revelam que aspectos como o padrao de adesdo
e a taxa de migracdo, a taxa de apoptose e a quiescéncia sdo
bioquimicamente regulados de maneira diferentes quando as mesmas
células sdo cultivadas em sistemas 2D ou 3D (DOYLE; YAMADA,
2016).

2.5.1. Biomateriais e arcaboucos para engenharia de tecidos

Diversos tipos de biomateriais tém sido utilizados para a confecgao
de arcabougos para cultivo 3D com propositos de aplicagdes em
engenharia de tecidos (KEANE; BADYLAK, 2014).

Os arcabougos podem ser elaborados com biomateriais inorganicos
como o titanio e o tantalo, poliméricos e copolimeros de origem natural
como o colageno, a seda, a agarose, o hialuronano e a quitosana
(WILLERTH; SAKIYAMA-ELBERT, 2008).

Por outro lado, os arcabougos também podem ser elaborados a
partir de polimeros ou copolimeros artificiais como o acido polilatico,
poliglicolico ou polilaticoglicolico (PLA, PLG e PLGA,
respectivamente), acido polietilenglicélico (PEG) e poli(metacrilato de
metila) (PMMA), entre muitos outros (LEE, E. J.; KASPER; MIKOS,
2014).

Todavia, materiais biocerdmicos, como a hidroxiapatita, também
sdo utilizados na fabricagdo de arcabougos com fins de engenharia de
tecidos (BAINO; NOVAIJRA; VITALE-BROVARONE, 2015).

O tipo de biomaterial a ser utilizado na fabricac¢do dos arcabougos
deve incluir caracteristicas como a quimica, o peso molecular, a
solubilidade em agua, a relagdo hidrofobicidade/hidrofilicidade, a
molhabilidade e a degradagdo (BAKER, 2011; GAO, Q. etal., 2016).
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Todavia, o design dos arcabougos deve ser escolhido para permitir
a infiltragdo e o crescimento das células e a difusdo dos nutrientes do meio
de cultivo (GUO et al., 2015; LIU; XIA; CZERNUSZKA, 2007).

Ainda, varios métodos e novas tecnologias estdo disponiveis para
assistir a confec¢do dos arcabougos. Dentre os métodos comumente
usados estdo a liberagdo por solvente, as técnicas de sacrificio de
particulas porogénicas, as espumas de gas, a separagdo de fases, a
eletrofiacéo, a automontagem e os designs assistidos por impresséo 3D,
além de muitos outros (SUBIA; KUNDU; KUNDU, 2010).

Contudo, as propriedades dos biomateriais, o design e os métodos
e tecnologias usados na confec¢do devem permitir a fabricagdo dos
arcaboucos em funcdo das particularidades desejadas (YANG, 2008).

2.5.2. Poli(metacrilato de metila) (PMMA)

O poli(metacrilato de metila) (PMMA) ¢ um polimero organico
termoplastico insaturado que contém um grupamento éster na sua cadeia
(ALI et al., 2015).

Figura 6: Estrutura quimica PMMA. A estrutura quimica do PMMA
¢ constituida pelo grupamento éster metilico com o 4cido 2-

metilpropenoico.
s
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A polimerizacdo do PMMA ocorre pela adigdo de unidade do
monomero metilmetacrilato (MMA) com a presenga de um iniciador via
radical livre. O mecanismo de reacdo ¢ composto de trés etapas
fundamentais: iniciagdo, propaga¢do e terminagdo (HOLMES;
BOHRER; KOHN, 2008). Esse mecanismo ¢ ativado por um iniciador,
que rompe a ligagdo do grupo vinilico, e promove a reacdo de
polimerizagdo, segundo o esquema da figura 10.

Sendo assim, o PMMA pode ser sintetizado por diferentes
técnicas: polimerizacdo em suspensdo, polimerizagdo em emulsdo,
polimerizagdo em massa e polimerizagdo em solucdo (STICKLER;
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RHEIN, 2000). O tipo de polimerizacdo utilizado dependera,
principalmente, da aplicagdo do produto final.

Figura 7: Reacéo de polimerizagdo do PMMA. O PMMA resulta da
polimerizagdo do MMA via radical livre com a presenga de um iniciador.

H CH, H CH,
Iniciador { ][ |[ Y
n - [\ /a
H ?:O H {f::}
OCH4 OCH5
Monomere de metilmetacrilato PMMA
(MMA)

O PMMA apresenta um conjunto de propriedades fisico-quimicas
(descritas na tabela 2) que o tornam muito atrativo em fun¢do de uma
variedade de aplicagdes.

Tabela 2: Propriedades fisicas e mecanicas do PMMA.

Propriedades Valores

Peso Molecular 100,117g/mol

Ponto de ebuligdo 100°C

Ponto de derretimento -48°C

Densidade 0,943g/cm®
Solubilidade em H,O 1,5¢/100 mL de H,O

Rigidez (modulo de Young)  3,1GPa (compacto)

Especificamente na area biomédica, o PMMA e seus derivados tém
sido utilizados com bastante sucesso como cimento de osso em
tratamentos ortopédicos e odontoldgicos além de ser usado na fabricagdo
de lentes de contato (ALI et al., 2015; FRAZER et al., 2005).

Interessantemente, em um estudo no qual foram desenvolvidas
pecas de PMMA porosas com diferentes tamanhos de poros, a fim de
estimular o reparo de 0sso em processos traumaticos, foi observado que
os arcabougos com tamanho de poro de até 3mm apresentam maior

invasdo de células osteoides, resultando em uma melhoria de reparo
(CIMATTI et al., 2015).
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Por outro lado, dois estudos nos quais foram produzidos
arcabougos copoliméricos de PMMA, como cimento de reparo de osso,
observaram que as propriedades mecanicas (valor de médulo de Young)
desses arcaboucos eram similares ao do 0sso  esponjoso
(DURGALAKSHMI; BALAKUMAR, 2015; HE et al., 2012).

Finalmente, um estudo relatou uma estratégia relativamente facil
de producdo de arcabougos porosos de PMMA para enxerto de
preenchimento de osso utilizando quitosana como elemento porogénico,
a qual € totalmente solubilizada e removida com agua destilada na tltima
etapa do processo (HAN; MA; NIE, 2011).

Com base no que foi exposto acima o PMMA, em virtude de suas
propriedades de biocompatibilidade e mecanicas, além de sua facilidade
de polimerizagdo, torna-se um material atrativo para utilizacdo na
confec¢do de arcabougos com a finalidade de desenvolver um modelo de
nicho hematopoiético in vitro.






51

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. APROVACAO NO COM;TE DE ETICA DA UFSC E NO
CENTRO DE OBSTETRICIA DO HU

Todos os procedimentos referentes a este trabalho de mestrado
estdo amparados pelo parecer ético aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), sob os protocolos 311/2008 1962/11-CEPSH/PRPG. Da mesma
maneira, todos os procedimentos de analise, divulgagdo de informagdo e
aspectos técnicos ficam inclusos no previsto pela resolucdo n° 466, de 12
de dezembro de 2012.

Todas as informac¢des do objeto da pesquisa, suas diretrizes e
regulamentagdes foram devidamente apresentadas e aprovadas pelos
responsaveis dos diferentes centros colaboradores do Hospital
Universitario.

3.2. DOS DOADORES E DOS CRITERIOS DE SELECAO

As maes doadoras dos materiais bioldgicos (placentas) foram
gestantes internadas no Centro Obstétrico do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina. As pacientes doadoras e/ou seus
responsaveis foram devidamente esclarecidos quanto a natureza e aos
objetivos da pesquisa que, apds concordarem em participar, assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ver anexo A).
Apos terem assinado esse termo, prosseguia-se a consulta aos prontuarios
médicos das gestantes. Para a inclusdo das doadoras nesta pesquisa,
seguiu-se um conjunto adaptado de critérios de sele¢do (ver anexo B)
previstos pela resolugdo RDC n° 56, 16 de dezembro de 2010.

3.3. OBTENCAO E PROCESSAMENTO INICIAL DAS AMOSTRAS
DE PLACENTA

Uma vez confirmado o parto e imediatamente ap6s a dequitagdo da
placenta, foi solicitada a equipe do Centro Obstétrico a vestimenta
adequada e o acesso a sala do expurgo, onde o material era separado,
preservado em saco plastico e mantido em condicao refrigerada. Uma vez
coletadas’, as placentas (n=3) foram inicialmente analisadas mediante

3 As amostras de placenta (n=3) foram coletadas em momentos diferentes ao longo do
periodo 2016/1.
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observagdo macroscopica da anatomia da placenta e do corddo umbilical.
Logo, prosseguia-se a amputagdo do corddo umbilical com uma tesoura
no ponto de inser¢do da placenta. A seguir, realizavam-se entre 3 a 4
cortes radiais profundos a partir do ponto de amputacao, subdividindo,
assim, a superficie fetal da placenta em porgdes. Depois, realizava-se a
remogdo do Amnio de cada por¢do mediante peeling mecénico iniciando
pelo ponto de amputagdo. A continuagio, realizava-se a separagio do
corion do tecido subjacente com tesoura e pinga.

Finalmente, entre 3 a 6 pequenos fragmentos de tecido com uma
profundidade de aproximadamente 0,5 cm, em relacdo a superficie fetal
(correspondente a regido do vilo), foram coletados e colocados em um
tubo Falcon de 50 mL contendo solugdo tampao (PBS pH 7,2) refrigerado
e transportados ao Laboratério de Células-tronco e bioengenharia, em
recipiente térmico.

Uma vez no laboratdrio, todo o processamento subsequente de
digestdo dos fragmentos, assim como todos os outros procedimentos
relativos aos cultivos e subcultivo celular eram realizados na cabine de
seguranca biologica, em ambiente estéril.

3.4. ISOLAMENTO, CULTIVO PRIMARIO E SUBCULTIVO DAS
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA PLACENTA
HUMANA

Um fragmento de cada vez foi colocado em placa de Petri onde,
incialmente, foram lavados de 3 a 5 vezes com PBS pH 7,2 refrigerado e
estéril até a maxima remocgao possivel de sangue. Logo, todos os vasos
proeminentes e possiveis coagulos foram cuidadosamente removidos com
pinca. Cada fragmento foi mecanicamente dissociado, tanto quanto
possivel, utilizando pin¢a e tesoura. Aproximadamente 4 g de tecido
dissociado foram, entdo, distribuidos em dois tubos Falcon de 15 mL e
submetidos a tratamento enzimdtico durante 25 minutos com 4 mL de
Tripsina-EDTA 0,25% (GIBCO, codigo 25200-072) em banho maria a
37 °C, observando a reacdo a cada 5 minutos até evidenciar o inicio de
formagdo de gel.

Apds a etapa anterior, o tratamento enzimatico foi neutralizado
(bloqueio da enzima) pela adig@o de aproximadamente 4 mL de meio de
cultivo (MdC) composto por Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM, Gibco, cédigo 12200-036) suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF, Vitrocell, lote 02/15) e 100.000U/L de penicilina e
estreptomicina (Pen/Es) (Gibco, codigo 15240-062), em cada tubo, e
mantidos cinco minutos em banho maria a 37 °C.
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A seguir, os fragmentos parcialmente digeridos foram
centrifugados a 400 x G durante 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado, e o pellet formado foi suspenso em MdC. Uma segunda
centrifugacao foi realizada.

Finalmente, o tecido tratado (fragmentos de tecido parcialmente
digeridos e células isoladas) foi suspenso em MdC e, entdo, semeados em
garrafas (4-6) de cultura de 25 cm? (Corning, codigo 430372) com 5 mL
de MdC e mantidas em incubadora de CO; a 37 °C, com umidade relativa
de 95% e ar atmosférico suplementado com 5% de CO».

Ap6s os 2 a 3 primeiros dias de cultivo, 0o MdC era cuidadosamente
removido para ndo desprender os fragmentos de tecidos parcialmente
aderidos ao plastico e substituido por MdC fresco. Com essa primeira
troca de meio, também eram descartadas as células ndo aderentes ao
plastico (principalmente células sanguineas remanescentes).

Desse modo, as presumidas CTMs da placenta foram selecionadas
pela adesdo ao plastico como condi¢do primaria da caracterizagdo
padronizada. A partir desse momento, o meio de cultivo foi, entdo,
trocado a cada 3 ou 4 dias até atingir uma confluéncia* de 80 - 90%.
Durante todo esse periodo, o padrdo de crescimento e a morfologia das
células foram regularmente observadas sob microscopia de contraste de
fase.

Dessa etapa em diante, as células multiplicadas e ja
individualizadas forma utilizadas para expansdo para nova passagem, ou
congeladas para estoque, conforme segue: as culturas (cada garrafa)
foram incialmente lavadas com 3 mL de PBS pH 7,2 a 37 °C e logo
tratadas com 2 mL de Tripsina-EDTA 0,05% (Gibco, codigo 25300-062)
a 37 °C e mantidas na incubadora de CO; durante dois minutos para
desprender as células do plastico da garrafa de cultivo. Transcorrido esse
tempo, as células foram visualizadas sob microscépio para verificar o
desprendimento das células da superficie da garrafa. Logo, as células em
suspensdo foram transferidas a tubo Falcon de 15 mL, onde a reacdo foi
neutralizada pela adi¢do de 3 mL de MdC e incubada em banho maria
durante 5 minutos a 37 °C. A seguir, as suspensdes de células foram
centrifugadas a 400 x G durante cinco minutos. Finalmente, o
sobrenadante foi descartado, o pellet foi novamente suspenso em MdC, e
as células foram semeadas em garrafas de cultivo para nova passagem ou
em meio de congelamento composto de SBF e dimetilsulféxido (DMSO)
em uma relagdo de volume 10:1, respectivamente. A suspensao de células

4 £ a relagdo entre a superficie coberta pelas células reproduzidas e a superficie nio
coberta da garrafa de cultivo.
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em meio de congelamento (1 x 10° células/mL) foi distribuida em
criotubos (1,25 mL por criotubo), os quais foram depositados no
dispositivo CoolCell® e armazenados no freezer de -80 °C durante,
aproximadamente, 24 h. Logo, os criotubos foram transferidos para caixas
de estoque devidamente identificadas.

Todos os ensaios experimentais foram realizados nas passagens 4
a 6. Isso foi escolhido em fung¢do dos resultados previamente obtidos em
nosso laboratério, no qual foi observada uma maior expressdo de
citocinas hematopoiéticas das CTMs-PH na quinta passagem em
comparacdo com as passagens 1 e 10 (BENEDETTI, 2014).

Assim, as células estocadas nos criotubos eram descongeladas,
cultivadas e expandidas até a terceira passagem antes dos experimentos>
propriamente ditos.

3.5. CARACTERIZACAO FUNCIONAL DAS CELULAS ISOLADAS
DA PLACENTA HUMANA

3.5.1.Ensaios de potencial de diferenciagdo nas linhagens
mesodermais

Com o objetivo de verificar se as células isoladas e cultivadas da
regido das vilosidades corionicas da PH apresentam o potencial de
diferenciacdo nas linhagens mesodermais padronizadas, que é uma das
propriedades que caracterizam as CTMs em cultivo, foram realizados
testes de indugdo adipogénico e osteogénico.

Para tal, foram semeadas 19 x 103 células (densidade de 1 x 10%)
células/cm?) em placas de cultivo de quatro pogos e cultivadas com MdC
em incubadora de CO; até atingirem confluéncia aproximada de 60%. A
partir desse momento, dois dos quatro pogos da placa de cultivo foram
mantidos como controle negativo dos experimentos com trocas de MdC
a cada 3 ou 4 dias.

Por outro lado, os outros dois pogos de cultivo receberam os
tratamentos com os meios indutores especificos, sendo esses também
trocados a cada 3 ou 4 dias. As formula¢des dos meios indutores® para
indugdo de ambas as linhagens foram reproduzidas a partir de
PELEKANOS et al., 2016.

5 No anexo C se oferece um fluxograma completo do desenho experimental.

¢ Os meios indutores foram preparados e fracionados (5 mL) em tubos Falcon de
15 mL sem a adigdo de SFB e estocados no freezer. Uma vez que aliquotas eram,
previamente, descongeladas aos tratamentos, o SBF era adicionado.
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Os experimentos de diferenciacdo foram realizados em duplicata
técnica e amostral para cada uma das amostras.

3.5.1.1.Ensaio de potencial de diferenciacao adipogénica

Para a diferenciacdo adipogénica, foi usado um meio indutor
composto pela mesma formulagio do MdC e suplementado com
10 pg/mL de insulina, 100 nM de dexametasona, 200 uM de indometacina
e 500 uM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX).

A diferenciagdo adipogénica foi promovida, ao longo de 21 dias de
tratamento dos cultivos, em incubadora de CO; com trocas do meio
indutor a cada 3-4 dias.

Ap6s o periodo de tratamento, a inducdo no fenotipo adipogénico
foi avaliado pela presenca de goticulas lipidicas intracelulares, utilizando
para isso a técnica de coloragdo com Oil Red O (Sigma, codigo O1391)
(diluido em isopropanol numa relagdo de 0,5 % em p/v).

Para isso, o meio indutor dos pogos experimentais, assim como o
MdC dos pogos de controle negativos foram suavemente removidos e as
culturas foram lavadas uma vez com PBS e fixadas com paraformaldeido
(PFA) 4% (Sigma) durante 30 minutos em temperatura ambiente e
protegido da luz.

Ap6s esse intervalo, o PFA foi removido e os quatro pocos de
cultivo foram lavados duas vezes com PBS pH 7,2. Logo na etapa de
coloragdo, a solugdo do corante Oil Red O foi adicionada sobre todos os
pogos (tratados e controles) e incubados durante 5 minutos em
temperatura ambiente e protegido da luz.

Finalmente, o corante foi removido e os pocos de cultivo foram
lavados de 3 a 4 vezes com PBS pH 7,2.

O experimento foi analisado mediante microscopia de contraste de
fase, cuja coloragdo vermelha/alaranjada ¢ indicativa de acumulos
lipidicos e referida como indugao adipogénica positiva.

3.5.1.2.Ensaio de potencial diferenciacéo osteogénica

Para a diferenciagdo osteogénica, foi usado um meio indutor
composto pela mesma formulagdo do MdC e suplementado 10 mM de
B-glicerol fosfato, 100 nM de dexametasona, e 50 uM de &cido ascorbico.

A diferenciag@o osteogénica foi promovida, ao longo de 28 dias de
tratamento dos cultivos, em incubadora de CO; com trocas do meio
indutor a cada 3-4 dias.
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Ap6s o periodo de tratamento, a inducdo no fenoétipo osteogénico
foi avaliada pela presenca de depositos extracelulares de calcio mediante
a coloracdo com Vermelho de Alizarina.

As etapas de fixagdo, lavagens e coloracdo dos cultivos nos testes
osteogénicos foram realizadas da mesma maneira que nos testes
adipogénicos, com a diferenca do corante especifico segundo o
experimento.

O experimento foi analisado mediante microscopia de contraste de
fase, cuja coloragdo vermelha/alaranjada é indicativa de depdsitos de
calcio extracelular e referida como indugdo osteogénica positiva.

3.5.2. Ensaio de células formadoras de col6nia (CFC)

Esses testes foram realizados com o objetivo de verificar o
potencial de multiplicagdo clonogénica das CTMs-PH e quantificar sua
frequéncia.

Para isso, foram semeadas 100 células por poco em placas de 6
pogos e cultivadas com MdC em incubadora de CO durante 15 dias.

Ap6s esse periodo, o meio de cultivo foi removido, e os cultivos
foram lavados uma vez com PBS e, em seguida, fixadas com PFA 4%
durante 30 minutos em temperatura ambiente e protegido da luz.

Logo, o PFA foi removido, e os cultivos foram novamente lavados
duas vezes com PBS e submetidos a coloragdo com Giemsa (diluido em
agua destilada uma relagdo de 1:5 (v/v)) durante 5 minutos de incubagdo
em temperatura ambiente e protegido da luz.

Finalmente, o excesso de corante foi removido, e os pogos foram
lavados de 3 a 4 vezes com PBS.

O experimento foi verificado sob microscopia de contraste de fase,
no qual foram quantificados todos os acimulos com mais de 50 células,
considerados como sendo uma colOnia, isto é, o resultado da
multiplicacdo de uma unica célula.

3.6. CURVAS DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR

Esses testes foram realizados com o objetivo de avaliar a
proliferagdo cumulativa das CTMs-PH das diferentes amostras ao longo
de doze dias em cultivo, sendo as células contabilizadas em intervalos
regulares de tempo de 48 h por triplicata técnica.

Para isso, 1 x 10* células foram semeadas em placas de cultivo de
6 pogos, e os cultivos foram, entdo, mantidos em incubadora de CO..
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A cada 48 h o meio de cada pogo de uma triplicata técnica foi
removido, e as culturas foram lavadas uma vez com PBS.

Logo, os cultivos foram tripsinizados com 1 mL por poco com
Tripsina-EDTA 0,05% durante 2 minutos mantidos na estufa de CO,.

A seguir, as células em suspensdo foram colocadas em um tubo
Falcon de 15 mL, onde a enzima foi bloqueada com a adi¢cdo de MdC
durante 5 minutos em banho-maria. Logo, as células foram centrifugadas
a 400 x G durante 6 minutos, o sobrenadante foi descartado, e as células
foram novamente suspensas’ em MdC e homogeneizadas para evitar a
presenca de grumos remanescentes.

Finalmente, as células foram contadas em camara de Neubauer
(duas aliquotas, 8 quadrantes por aliquota). A quantidade absoluta de cada
triplicata foi calculada pela multiplicacdo da concentra¢do obtida das
contagens em camara Neubauer, pelo volume de dilui¢do das células no
tubo Falcon e dividido por trés.

Em conjunto com as contagens, também foi avaliada a viabilidade
celular mediante o uso do corante vital Azul de Tripan (Gibco, codigo
15250).

Os valores da média e do desvio padrao das quantificagdes de
cada contagem foram expressos através de um grafico em fungdo do
tempo, assim como os valores da porcentagem de viabilidade celular.

Para as analises estatisticas, foram calculadas as areas abaixo da
curva de crescimento de cada triplicata amostral ao longo do tempo.

Apbs a caracterizagdo morfoldgica e funcional das células de cada
uma das amostras de placenta (n=3), foi realizado um pool contendo a
mesma propor¢do de células da cada amostra, a fim de minimizar as
variagdes individuais entre as mesmas. Este pool foi utilizado para a
realizacdo de todos os outros experimentos deste trabalho.

3.7. CONFECCAO DO ARCABOUCO DE
POLIMETILMETACRILATO (PMMA)

Todo o processo de planejamento, decisdes e testes que resultaram
na padronizagcdo da sintese de arcabougos porosos de PMMA foram
realizadas em colaboragdo com o Laboratério de Controle de Processos
(LCP) do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos da
UFSC.

7 O volume de suspenséo das células em cada etapa de quantificagdo foi ajustado em
fun¢do de contabiliza-las adequadamente em camara de Neubauer.
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3.7.1. Escolha do material e testes de citocompatibilidade

Como ponto de partida, foi (a partir da sugestdo do Prof. Dr.
Ricardo Machado) utilizado o PMMA como material para a sintese dos
arcabougos, dada a disponibilidade do mesmo e a familiariza¢ao do grupo
de pesquisa do LCP com a sintese desse polimero.

Tendo em vista as questdes mecanobiolégicas (EBARA; UTO,
2015; WANG, J. H.; THAMPATTY, 2006), foi inicialmente verificado,
mediante consulta na literatura, que o PMMA apresenta um valor de
modulo de compressdo (Young) de 3,1GPa (ALI et al., 2015), semelhante
ao do osso esponjoso na medula dssea (tabela 1).

Uma vez isso constatado, foi realizado um conjunto de testes
citocompatibilidade de cultivo das CTMs-PH sob pecgas compactas de
PMMA, para averiguar a capacidade de adesdo e proliferacdo das células
nesse material.

Para isso, foram obtidas pegas cilindricas de PMMA com didmetro
de 3,2 cm e 0,5 cm. As pegas foram, entdo, tratadas com um banho de
alcool 70% durante 24 h seguido de 10 h de exposicdo a luz ultravioleta
(UV) em cada lado da pega. Apds esse procedimento, as pecas foram
colocadas em placas de cultivo de 6 pogos com 3 mL de MdC durante 2
dias para confirmar que o material estava em condi¢ao estéril.

Finalmente, aliquotas de células em suspengdo (1x10° células/mL
em aliquota unica de 100 pL ou 5-8 aliquotas de 20 pL) foram semeadas
sob a superficie do material. A placa de cultivo foi incubada durante 2 h
para permitir a adesdo das células ao substrato. Apos esse intervalo, MdC
foi lentamente adicionado afim de cobrir toda a superficie do material.

Os cultivos foram mantidos em estufa de CO; durante 5 dias e,
entdo, visualizados mediante microscopia de contraste de fases.

3.7.2.Primeira fase da sintese: Poliestireno como elemento
porogénico

A primeira estratégia utilizada para a confec¢do dos arcabougos de
PMMA, consistiu em utilizar esferas de poliestireno (PS) de
granulometrias definidas como elemento porogénico, visando a
reproducdo de aspectos genéricos da arquitetura da medula 6ssea humana.
Para tanto, esferas de PS de 300-600 um e 710-1180 um foram separadas
por peneiramento. As esferas foram colocadas em tubos de ensaio, ¢ a
solugdo do mondémero de metacrilato de metila (MMA) contendo o
iniciador 2,2’-Azobis(2-methylpropionitrile) (AIBN) numa relagdo de
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0,5% em massa foi lentamente adicionada. A reagdo de polimerizagéo foi
conduzida a 70 °C, durante 5 h.

Ao término da reagdo, ciclohexano, um solvente seletivo do PS, foi
adicionado para remoc¢ao deste elemento porogénico.

Finalmente, a estrutura macroscopica (externa e interna) destes
prototipos foram analisadas.

3.7.3.Fase de otimizacdo do método de confeccdo: cristais de NaCl
como elemento porogénico

Para isso, 5 g de sal grosso comercial, de trés granulometrias®
diferentes obtidos mediante peneiramento (G I: 700 - 1180 um, G II: 1180
- 1680 um e, G III: 1680 — 2360 um), foram colocados em tubos de
ensaios e deixados em estufa de vacuo (160 mmHg) durante 24 h a 60°C
para desumidificacdo. Em seguida, os tubos foram expostos a um
ambiente com 95% de umidade durante um periodo de 48, 120 e 480 h
(2, 5 e 10 dias, respectivamente) utilizando, para isso, uma incubadora de
COs». Passado o tempo determinado, os tubos foram novamente colados
em estufa a vacuo sob as mesmas condi¢des anteriormente descritas para
remogdo da umidade dos cristais de NaCl fusionados. Em seguida, 2 mL
de MMA contendo 0,5% em massa do iniciador AIBN foi lentamente
adicionado nos tubos. Os tubos foram tratados com fluxo de N> para
inércia do meio reacional, vedados e colocados para aquecimento a 70°C
durante 5 h em um banho de 4gua com controle de temperatura.

Subsequentemente, os prototipos de arcabougos foram removidos
do tubo de ensaio e colocados em um Erlenmeyer contendo agua destilada
e deixados em agitagdo branda a 60 °C durante 72 h, com trocas de 4gua
realizadas a cada 12 h.

Finalmente, foram realizadas analises quantitativas para avaliar a
remogao dos cristais de NaCl nas diferentes configuragdes experimentais
(granulometria e dias de fusdo em ambiente de umidade).

8 Os tamanhos dos cristais de NaCl foram escolhidos em fungio do tamanho previsto
na literatura para os poros da medula dssea e pela granulometria padronizada das
peneiras.
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3.8. CARACTERIZACAO FISICA E MECANICA DOS
ARCABOUCOS DE PMMA

3.8.1. Analise da macro e microestrutura

Os arcabougos das PMMA confeccionados com as trés
granulometrias de cristais de NaCl (G I, G II e G III) foram,
primeiramente, analisados mediante observacdo macroscopica e em
estereomicroscopio quanto a sua macroestrutura fisica. Por outro lado, a
microestrutura foi analisada em MEV (descrito na sessdo 3.10.2)

3.8.2. Porosimetria

A determinagdo do tamanho médio dos poros dos arcaboucos de
PMMA foi calculada pela medida, em programa informatico (Imagel),
de 10 poros a partir das imagens de MEV dos arcabougos (n = 2) de cada
uma das granulometrias de fabricagdo (G I, II e III), diretamente
metalizados com uma camada de ouro.

O calculo foi realizado a fim de constatar o tamanho final dos poros
nos arcaboucos fabricados com as diferentes granulometrias de cristais de
NaCl, dado que o proprio processo de fusdo ocasiona um desgaste parcial
das particulas de NaCl, causando redu¢do do tamanho real do poro em
relacdo as dimensdes das particulas inicialmente utilizadas na fabricacao.

3.8.3. Porosidade total

A porosidade total (%P) do material foi obtida a partir de corpos
de prova com dimensdes definidas. O calculo da porosidade foi realizado
de acordo com a seguinte equagio:

Ve— "o

t

%P = * 100

9

onde “m” ¢ a massa do corpo de prova, V; é o volume total do corpo de
[P 4

prova e “p” ¢ a massa especifica real do PMMA puro. O valor da %P foi
calculado pela média de 5 corpos de prova.
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3.8.4. Ensaio de resisténcia a tenséo e deformacdo (modulo de Young)

O ensaio de compressdo foi realizado em corpos de prova
cilindricos de aproximadamente 20 mm de altura e 14 mm de diametro.
Os corpos de prova foram ensaiados sob compressdo em uma maquina
universal de ensaio com uma célula de carga de 50 kg e uma taxa de
deformacdo constante de 1mm/s. O modulo de compressao (Young) foi
obtido a partir da relagdo entre tensdo e deformagdo durante a fase de
deformacéo elastica do material. Nesse teste, foram utilizados 3 corpos
de prova de cada das granulometrias de fabricagao.

3.9. CULTIVOS DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA
PLACENTA HUMANA EM AMBIENTE 3D NOS
ARCABOUCOS DE PMMA

Para realizar os ensaios comparativos em MEV e microscopia
confocal dos cultivos celulares em ambiente tridimensional, neste
trabalho, foram utilizados os arcaboucos produzidos com as
granulometrias G I e G III. Tudo isso em virtude de verificar possiveis
diferengas na capacidade de adesdo e interagdo das CTMs-PH em relagio
ao tamanho do poro. Entretanto, teste de preliminares foram realizados
utilizando arcabougos produzidos com as granulometrias G 11, ja que estes
foram os primeiros a serem produzidos.

3.9.1. Teste de cultivo 3D nos arcabougos

Inicialmente, um conjunto de testes de cultivo nos arcaboucos de
PMMA fabricados com a granulometria G II foram realizados para
verificar, por via indireta, a capacidade de adesdo das CTMS-PH em
ambiente 3D.

Desse modo, foram semeadas 2 x 10° (concentragdo de 1 x 107
células/mL) nos arcabougos, colocadas em placas de 24 pogos e deixadas
assentar no substrato durante 2 h. Logo depois desse intervalo, foi
suavemente adicionado 1,5 mL de MdC, e as placas de cultivo foram
mantidas em estufa de CO; durante 2 dias.

Logo, os arcabougos foram transferidos para outro pogo na mesma
placa de cultivo a fim de constatar mudanca de pH do MdC provocado
apenas pelas células que, eventualmente, ficaram aderidas e proliferaram
nos arcabougos.

Apbs mais 4 dias de cultivo, o MdC nos pogos contendo os
arcaboucos foi constatado acidificado, indicando possivel proliferagdo
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celular. A partir desse momento, o MdC foi trocado por 1,5 mL de MdC
fresco.

Completando 14 dias de cultivo, os arcabougos foram extraidos do
pogo com pinga estéril e lavados com banhos de PBS em cada uma das
faces para remog¢do completa do MdC no interior das pegas.

Os pogos nos quais foram extraidos os arcabougos foram
visualizados sob microscopio de luz para constatagdo de possivel
proliferagdo de células.

A guisa de continuagio, os arcabougos foram submetidos ao
seguinte tratamento: foram colocados em tubos Falcon de 50 mL
contendo 3 mL de Tripsina-EDTA 0,05%, sendo as fases do arcabougo
banhadas varias vazes. A tripsina foi transferida a um tubo Falcon de 15
mL, e a reagdo foi neutralizada pelo bloqueio da enzima com 4 mL de
MdC durante 5 minutos em banho-maria.

A seguir, as suspensdes foram centrifugadas a 400 x G durante 5
minutos, quando se verificou a formagio de pellet®, o qual foi novamente
suspenso em MdC, e as células foram semeadas sobre um novo pogo de
cultivo, onde constatou-se a presenca de células mediante visualizagdo
em microscopio de contrate de fase.

Todavia, os arcabougos previamente tratados com tripsina foram
realocados em novos poc¢os, nos quais foram adicionados 1 mL MdC para
permitir a proliferacdo de possiveis células remanescentes.

Os cultivos foram, entdo, mantidos em estufa de CO, durante 7
dias quando foram processados para analise em MEV.

3.9.2. Microscopia eletronica de varredura

A técnica de MEV foi empregada para verificar a capacidade de
adesdo, proliferagdo, migragdo, sintese de MEC e a morfologia das
CTMs-PH nos arcabougos de PMMA.. Essas analises foram realizadas em
colaboragdo com o Laboratdrio de Biologia Celular Vegetal (LaBCeV)
do CCB, BEG.

Para tal, foram semeadas (semeadura por capilaridade) 2 x 10°
células (concentragdo de 1 x 107 células/mL) nos arcabougos fabricados
com as granulometrias G I e G III de cristais de NaCl em placas de 24
pogos, e mantidas na estufa de CO; durante 2 h, para permitir que as

% A obtengdo de pellet nestes testes indicava a presenga das CTMs-PH provenientes
exclusivamente dos arcaboucos de PMMA, o que representou a primeira evidéncia
(indireta), confirmando a capacidade de cultivo neste modelo de ambiente 3D.
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células assentem nas paredes do arcabougco e evitar, com isso, a
sedimentagdo ao fundo dos pogos.

Em seguida, foi suavemente adicionado MdC até cobrir a
superficie dos arcabougos, e os cultivos 3D foram mantidos durante 2 dias
em estufa de CO,. Logo, os arcaboucos foram transferidos para outros
pogos permitindo, com isso, a proliferacdo unicamente das células
aderidas ao substrato, ¢ cultivados em estufa de CO; durante 12 dias,
contabilizando, assim, um total de 14 dias em cultivo.

Apos esse periodo de cultivo, os arcabougos foram lavados com
PBS como descritos na secdo 3.10.1 e fixados com solugdo de
glutaraldeido 2,5% em tampao Cacodilato de s6dio 0,1 M durante 24 h.
Em seguida, a solucdo de fixacdo foi removida, e os arcabougos foram
cortados em pequenos pedagos, os quais foram colocados em tubos
Falcon. Esses fragmentos foram, entdo, tratados com solucdo de pos-
fixacdo de tetroxido Osmio 1% durante 2 h e, posteriormente, lavados
com solucdo de Cacodilato de sodio 0,1M.

A seguir, foi realizado o processo de desidratagdo das amostras
com solugdes crescentes de alcool (30 °GL, 50 °GL e 70 °GL), durante 15
minutos por graduagado alcodlica.

No dia anterior as analises, o processo de desidratagdo foi
completado com tratamentos em alcool 90 °GL e 100 °GL (P.A.), sendo
o tratamento com a graduacdo de alcool 100°GL repetido duas vezes.

Os tratamentos finais, assim como o registro de fotomicrografia
eletronicas, foram realizados nas dependéncias do Laboratorio Central de
Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

Assim, apo6s o tratamento de desidratagdo, as amostras foram
submetidas a secagem no equipamento de ponto critico!® de CO, (Leica
EM CPD 030).

Na etapa final, as amostras foram metalizadas com uma cobertura
de ouro de 30 nm (metalizador Sputter Leica EM SCD 500) e, entdo,
visualizadas sob microscopio eletronico de varredura por captura de
elétrons secundarios com aceleragdo de 10 ou 15 kV (Jeol JSM-6390LV).

3.9.3. Microscopia confocal

Com o objetivo de verificar a intera¢do, a sintese de moléculas de
MEC, a morfologia e sua relagdo com disposi¢do e orientagdo dos
filamentos do citoesqueleto, tendo em vista as propriedades fisicas da
rigidez e topografia do material, além de constatar a tridimensionalidade

10 Nesse processo, as moléculas de alcool sio substituidas por moléculas de CO».
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do crescimento das CTMs-PH no interior dos arcabougos de PMMA, foi
utilizado a técnica de visualizagdo por microscopia confocal.

Entretanto, para conseguir a visualizagdo dos elementos do
citoesqueleto das CTMs-PH e dos componentes da MEC nos arcabougos
poliméricos, foi necessario realizar a marcacao desses com uma molécula
especifica conjugada com outra molécula fluorescente.

Assim, neste trabalho, as células foram coradas quanto aos
filamentos do citoesqueleto de actina com Faloidina!! (dilui¢do 1:10 (v/v)
em PBS) conjugada com o a molécula fluorescente Alexa 588.
(Invitrogen, codigo A12380).

Para tal, as CTMs-PH foram cultivadas durante 14 dias seguindo
os mesmos procedimentos utilizados no preparo das amostras para MEV.

Ap6s o periodo de cultivo, os arcabougos foram lavados com PBS
(como descritos na se¢do 3.10.1) e fixados com solu¢ao de formaldeido a
3,7% (v/v) durante 30 minutos protegidos da luz. Em seguida, os
arcaboucos foram cortados em pequenos pedagos, os quais foram
colocados em tubos Falcon, onde as células foram permeabilizadas com
PBS-Triton X-100 (0,25%) durante 15 minutos. Logo, os sitios
inespecificos foram bloqueados com solug¢do de bloqueio, compostos por
2% albumina do soro bovino em PBS, durante 90 minutos e apo6s 3
lavagens com PBS, as amostras foram incubadas com Faloidina durante
20 minutos protegidas da luz e lavadas 3 vezes com PBS, e entdo
analisadas sob microscopio confocal (Leica, modelo TCS SP5),
utilizando o programa informatico LASX (Leica Microsystems para SO
Windows). Assim como as MEV, as andlises em microscopia confocal
foram realizadas no LCME da UFSC.

3.10.ANALISE ESTATISTICA

Os resultados quantitativos obtidos neste trabalho foram
analisados estatisticamente mediante a utilizagdo das plataformas de
analise estatistica (software) Statistica versdo 13 Dell, e GraphPad Prism
versdo 7, ambas para sistema operacional Windows.

Os dados de cada wvaridvel aleatéria foram submetidos a
comprovacdo de normalidade através do teste de Shapiro—Wilk seguidos
do teste de Grubbs para comprovagédo de possiveis outliers.

1 A Faloidina é uma micotoxina que se une especificamente a actina filamentar (F-
actina) e, quando conjugada, a molécula fluorescente ¢ utilizada como marcador
especifico de filamentos de actina.
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Para as analises de inferéncia estatistica, foi utilizado o modelo de
analise de varidncia (ANOVA), precedido do teste de Levene para
comprovacdo do critério de homocedasticidade. Nos casos de
constatacdes de diferenga significativa, foi empregado o modelo de
corregdo (teste post hoc) de Bonferroni.

Para todos os testes, o intervalo de confianga (IC) considerado foi
de 95%, sendo as diferencas estatisticamente significativas para valores
de p menores que 0,05 (p< 0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO DAS CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS DA PLACENTA HUMANA

As CTMs-PH das trés amostras coletadas (n=3) foram isoladas
pela sua capacidade de ades@o ao substrato de cultivo (plastico da garrafa
de cultivo). Durante o periodo de cultivo primario, o MdC foi substituido
regularmente, sendo as células ndo aderentes removidas com o meio
descartado.

A morfologia fibroblastdide caracteristica das CTMs, assim como
a proliferagdo e a migragdo das células (tanto individualizadas quanto a
partir dos fragmentos) em cultivo foram analisadas através de
microscopia de contraste de fase em periodos regulares de tempo (dias 5,
11, 18 e 25) ao longo do cultivo primario, como observado na figura 8.

Figura 8: Morfologia, proliferacdo e migra¢do das CTMs-PH
durante o periodo de cultivo primario.

Fotomicrografia de contraste de fase representativa dos cultivos primarios
(n=3)no dia 5 (A e B)enodia 11 (C e D), aumento de 200X.
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Continuacéo da figura 9: Morfologia, proliferacdo e migracao das
CTMs-PH durante o periodo de cultivo primario. Fotomicrografia de
contraste de fase dos cultivos primarios no dia 18 (E e F) e no dia 25 (G
e H), aumento de 100X.

R G

4.1.1. Ensaios de diferenciacio nas linhagens mesodermais

Com o objetivo de caracterizar funcionalmente as células isoladas
da placenta como sendo uma CTM, foram realizados testes padronizados
de diferencia¢do nas linhagens mesodermais: adipogénica e osteogénica.

Assim, nos ensaios de diferenciacdo adipogénica, os cultivos
foram tratados durante 21 dias com meio indutor adipogénico composto
de MdC e suplementado com 10 pg/mL de insulina, 100 nM de
dexametasona, 200 pM de indometacina, ¢ 500 uM de 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX).

O potencial de diferenciagdo nessa linhagem foi considerado
positivo pela presenga de acumulos lipidicos intracelulares, mediante o
tratamento de colora¢do com Qil Red O, como observado na figura 9.
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Figura 9: Diferenciacéo adipogénica. Fotomicrografias de contraste
de fase dos ensaios de diferenciagéo adipogénica (n=3) corados com Oil
Red O. A ¢ B) Controle; cultivo celular mantido com MdC, aumento 200
e 600X, respectivamente. Células da amostra 1 (C e D), amostra 2 (E e F)
e amostra 3 (G e H) tratadas com meio indutor adipogénico durante 21
dias, aumento de 200 e 600X respectivamente.
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Por outro lado, nos ensaios de diferenciacao osteogénica, as células
foram tratadas durante 28 dias com meio indutor osteogénico composto
por MdC e suplementado com 10 mM de B-glicerol fosfato, 100 nM de
dexametasona, e 50 uM de 4cido ascérbico.

O potencial de diferenciagdo nessa linhagem foi considerado
positivo pela observacao de depdsitos de calcio extracelular, mediante a
coloragdo com Vermelho de Alizarina, como observado na figura 10.

Figura 10: Diferenciagdo osteogénica. Fotomicrografias de contraste de
fase dos cultivos submetidos a tratamento com meio indutor osteogénico
durante 28 dias, ¢ corados com Vermelho de Alizarina. A) Controle;
cultivo celular mantido com MdC, aumento de 200X. Cultivos da amostra
1 (B), 2 (C) e 3 (D) tratados com meio indutor osteogénico, aumento de
200X.
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4.1.2. Ensaios células formadoras de colénia (CFC)

Os ensaios funcionais de CFC foram realizados para quantificar a
frequéncia em cada amostra (n=3) das células com grande capacidade de
multiplicag@o clonal.

Para isso, foram semeadas 1 x 10? células em placas de 6 pogos, €
os cultivos foram mantidos com MdC durante 15 dias em estufa de CO,.

Apds esse periodo, os cultivos foram submetidos a coloragdo com
Giemsa e observados sob microscopio de contraste de fase para
quantificar as colonias (aqueles acimulos com mais de 50 células), como
observado na figura 11.

Figura 11: Células formadoras de coldnias. Fotomicrografia de
contraste de fase de coldnias resultante da proliferagdo de uma Unica
célula com grande capacidade de multiplicagdo clonal ao longo de 15 dias
em cultivo, imagens da amostra 1 (A), amostra 2 (B) e amostra 3 (C);
aumento de 100X
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Figura 12: Quantificacdo das col6nias nos ensaios de CFC.  Grafico
comparativo em formato de caixa das quantificacdes de colonias obtidas
apos 15 dias em cultivo, de trés experimentos independentes para cada
uma das amostras, n=3. Neste grafico, a é estatisticamente diferente de b.
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Tabela 3: Analise estatistica das coldnias obtidas nos ensaios de CFC.
NUmero de coldnias

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Média e desvio 5+ 4,546 15,833,488 | 3,75+2.872
padrao
Teste de ANOVA Fo,1y= 16,89; Valor de p= 0,00004 (p< 0,05)

4.2. CURVAS DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR

Os ensaios de curva de proliferagdo foram realizados com o
objetivo de avaliar o comportamento de multiplicagdo das CTMs-PH das
diferentes amostras ao longo do tempo, (n=3).

A cada 48 h, a quantidade absoluta de CTMs-PH em cultivo foi
contada em cdmara de Neubauer, como o observado na Figura 13. Ainda,
utilizou-se a coloragdo com azul de Tripan para quantificar a viabilidade
celular.



Figura 13: Curvas de proliferacéo e viabilidade celular.
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A, B e O

Graficos das curvas de proliferacdo das amostras 1 (linha azul), 2 (linha
preta) e 3 (linha vermelha), respectivamente avaliadas em intervalos de
48 h, de um total de 12 dias em cultivo D) Sobreposi¢ao dos graficos das
curvas de proliferagdo das amostras 1, 2 e 3. E) Grafico da viabilidade
celular das amostras 1, 2 e 3 obtida mediante azul Tripan nos mesmos
intervalos avaliados que as curvas de proliferagao.
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Todavia, a proliferacdio cumulativa entre as amostras foi
comparada através das areas calculadas debaixo de cada uma das curvas
de proliferacdo, como representado na Figura 14.

Figura 14: Areas calculadas das curvas de proliferago. Grafico
comparativo em formato de coluna das areas debaixo de cada curva de
proliferagdo (n=3) calculadas com programa informatico.

Grafico das areas das curvas de proliferagao

Testes de ANOVA: p> 0,05 (NS)
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Tabela 4: Analise estatistica das areas das curvas de proliferacéo.

Areas calculadas das curvas de proliferacéo
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

530321 £45324 | 552622 + 137456 | 419864 36819

Média e desvio
padréo

Teste de ANOVA Fo.6= 2, 039; Valor de p=0, 2110 (p> 0,05); NS
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4.3. CONFECCAO DO ARCABOUCO DE
POLIMETILMETACRILATO (PMMA)

4.3.1. Escolha do material e testes de citocompatibilidade

A confeccdo dos arcabougos de poli(metacrilato de metila)
(PMMA) foi precedido de um conjunto de testes de citocompatibilidade
para verificar a capacidade de ades@o e proliferacdo das CTMs-PH neste
material, utilizando pegas de PMMA compacto com didmetro de 3,2 cm
e 0,5 cm de altura.

Na Figura 15, observa-se uma das pegas de material compacto
utilizado nos testes de citocompatibilidade, além das células sendo
cultivadas nos mesmos.

Figura 15: Teste de citocompatibilidade do PMMA compacto.

A) Aspecto macroscopico de uma pega cilindrica de PMMA compacto
utilizada nos testes de biocompatibilidade. B, C e D) CTMs-PH cultivadas
durante 5 dias na superficie de pecas de PMMA compacto (observadas
em diferentes campos das pecas ja que foram semeadas a partir de
pequenas gotas: B campo mais periférico, C medial e D central),
aumentos de 400, 200 e 100X, respectivamente
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4.3.2.Primeira fase da sintese: Poliestireno como elemento
porogénico

Apés verificar que o PMMA em formato compacto ¢é
citocompativel para o cultivo das CTMs-PH, seguiu-se uma primeira fase
de confecgdo dos arcabougos com o design desejado utilizando esferas de
PS de duas granulometrias (300-600um e 710-1180um) como elemento
porogénico, como o descrito na sessdo 3.8.2, obtendo pegas prototipos,
como observado na figura 16.

Figura 16: Arcabougcos prototipos de PMMA fabricados com PS
como elemento porogénico.

A e B) Fotografia macroscopica de um corte transversal e longitudinal
respectivamente de um arcabougo de PMMA protdtipo, apos o tratamento
com ciclohexano.

A

4.3.3. Fase de otimizagdo do método de confeccéo: cristais de NaCl
como elemento porogénico

Apo0s apontar a problematica no design desejado dos arcabougos
associada ao PS como elemento porogénico, seguiu-se uma fase de
analise, buscas de alternativas e adaptagdes no processo de sintese.

Assim, a partir de uma nova adaptacdo da sintese de PMMA em
combinacdo com uma estratégia que utiliza cristais de NaCl expostos a
um ambiente de alta umidade relativa para promover a fusdo e, por
conseguinte, a interconexao final dos poros gerados apds a remocao dos
cristais mediante a solubilizacdo em agua.
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Com isso, foi possivel a padronizac¢do de sintese dos arcabougos
de PMMA em moldes com dimensdes definidas, e com poros
interconectados utilizando cristais de NaCl de trés granulometrias
diferentes obtidos mediante peneiramento (G I: 700 — 1180 um, G II:
1180 - 1680 pm e G III: 1680 — 2360 pm), como observado na Figura
17.

Figura 17: Aspecto macroscépico dos arcabougos de PMMA
produzidos com o0 método de fusdo de cristais de NaCl.

Fotografia macroscopica dos arcaboucos de PMMA produzidos com as
granulometrias de cristais de NaCl G I (A), G II (B) e G III (C).

44. CARACTERIZACAO FISICA E MECANICA DOS
ARCABOUCOS DE PMMA

Para as analises de caracterizacdo macroestrutural, foi utilizada a
visualizagdo  em  estereomicroscopio  dos  arcabougos  de
PMMA fabricados com o método de sinteses de fusdo de cristais de NaCl
das trés granulometrias (G [, G Il e G III).

Na Figura 18, observa-se a macroestrutura interna dos arcabougos
de PMMA fabricados com as trés granulometrias de cristais de NaCl, ap6s
aremogao das particulas porogénicas utilizando banhos de agua destilada.
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Figura 18: Macroestrutura dos arcabougos de PMMA produzidos
com o método de fuséo de cristais de NaCl.

Fotomicrografia em estereomicroscopio da superficie apical e interna dos
arcaboucos fabricados com as granulometrias de cristais de NaCl G I (A
eB),GII (CeD)eGIII(E e F), aumento de 2X.

Todavia, para verificar as caracteristicas microestruturais dos arcaboucos
de PMMA foram realizadas analises em MEV. Nessas analises, buscou-
se também quantificar o tamanho médio dos poros nos arcabougos
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produzidos com as diferentes granulometrias de cristais de NaCl, como
observado na Figura 19.

Figura 19: Microestrutura dos arcabougos de PMMA produzidos
com o método de fuséo de cristais de NaCl.

Fotomicrografias de MEV da superficie apical e da microestrutura dos
arcaboucos fabricados com a granulometria de particulas de cristais de
NaCIGI(AeB), GII (CeD)e GII (E e F), aumento de 25 e 500X,
respectivamente. Nas margens superiores direitas das micrografias B, D
e F, mostram-se com maior aumento, a microestrutura dos arcabougos de
PMMA, aumento de 3000X.

10kV X500 50pm LCME-UFSC

P

LCME-UFSC 10kV X500 50pum LCME-UFSC



80

4.4.1.Porosimetria

O tamanho médio dos poros nos arcabougos fabricados com as
diferentes granulometrias de particulas de cristais de NaCl foi calculado
a partir das imagens de MEV.

Figura 20: Tamanho do poro. Grafico em formato de coluna da
quantificacdo de 10 poros para cada uma das granulometrias de fabricacdo
dos corpos de prova a partir das imagens de MEV. Neste grafico, a,bec
sdo estatisticamente diferentes.

E® Granulometria G | ( 700 - 1180 pm)
2500+ Teste ANOVA: p< 0,05 B Granulometria G Il (1180 - 1680 pm)
BB Granulometria G IIl (1680 - 2360 pm)

20004

15004

1000+

Tamanho do poro em pm

5004

Tabela 5: Analise estatistica do tamanho médio dos poros dos
arcaboucos de PMMA

Tamanho do poro (em pm)
GI GII GIII

875,1 £231,9 1424 +310,3 1832 +260,1

Média e desvio
padréo

Teste de ANOVA | F07= 25,14; Valor de p<0,0001 (p< 0,05)
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4.4.2.Porosidade total

A porosidade total (%P) dos arcabougos fabricados para cada uma
das diferentes granulometrias foi calculada pela formula descrita na
sessdo 3.9.2 a partir de corpos de prova com dimensodes definidas.

Figura 21: Porosidade (%P). Grafico em formato de coluna dos
valores calculados de porosidade a partir da féormula descrita na sessdo
3.9.2 de pegas de arcabougos fabricados com as trés diferentes
granulometrias. Neste grafico, a, b e C sdo estatisticamente diferentes

Testes de ANOVA: p<0,05 BB Granulometria G | ( 700 - 1180 um)

804 T EE Granulometria G Il (1180 - 1680 pm)
2 ¢ B Granulometria G IIl (1680 - 2360 pm)

604

40

Porosidade (%P)

204

Tabela 6: Analise estatistica dos valores da porosidade total (%oP)
dos arcabougos de PMMA

Porosidade (%P
GI GII G I

75,14+0,084 | 73,49+0,6582 | 71,71 +0,165

Media e desvio
padréo

Teste de ANOVA F.6= 56,784; Valor de p<0,001 (p< 0,05)
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4.4.3. Ensaio de resisténcia a tensdo e deformacao (modulo de Young)

Os ensaios de compressdo foram realizados com corpos de prova
com dimensdes definidas (20 mm de altura ¢ 14 mm de diametro), os
quais foram submetidos & compressdo em uma maquina universal de
ensaio com uma célula de carga de 50 kg e uma taxa de deformacao
constante de Imm/s.

O valor do moédulo de Young foi obtido a partir da relacdo entre
tensdo e deformagdo durante a fase de deformagéo elastica do material.

Figura 22: Mo6dulo de Young. Grafico e formato de coluna dos
valores de modulo de compressdo (Young) como medida da rigidez dos
corpos de prova calculados a partir da relagdo entre tensdo e deformagao
de 3 amostras para cada uma das granulometrias de fabricagdo. Neste
grafico, a ¢ estatisticamente diferente de b.

Bl Granulometria G | ( 700 - 1180 pm)
B8 Granulometria G Il (1180 - 1680 um)
100+ Testes de ANOVA: p< 0,05 BBl Granulometria G IIl (1680 - 2360 pm)

80+ ab

60+

404

20+

Médulo de Compressao (MPa)

0\ (’\\ 0\\\
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Tabela 7: Andlise estatistica dos valores de médulo de Young dos
arcabougos de PMMA

Valor do médulo de Young (MPa)
GI GII GIII

66,075,621 | 75,53+7,591 | 89,79+5,373

Média e desvio
padréo

Teste de ANOVA Fee6= 10,87 ; Valor de p=0,010 (p< 0,05)

Figura 23: Analise de correlacéo entre o valor do médulo Young e a

porosidade.
Grafico de regressao linear simples dos valores do médulo de compressdo

em fungdo da porosidade calculada. R representa o valor obtido de R
quadrado na analise de regressdo linear simples.

Modulo vs Porosidade (%P)
1104

-

o

=]
Iy

W Granulometria Ill

R=0,8488

90+
Granulometria Il Granulometria ||

80+

Granulometria Il

704 " W Granulometria |

Granulometria |
Granulometria Il

Médulo de Compressao (MPa)

60+ M Granulometria |

50 T T T T 1
7 72 73 74 75 76

Porosidade (%P)




84

4.5. CULTIVOS TRIDIMENSIONAIS DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS DA PLACENTA HUMANA NOS ARCABOUCOS
DE PMMA

4.5.1. Teste de cultivo 3D nos arcabougos de PMMA

Inicialmente, foram realizados testes de cultivo em ambiente 3D
nos arcabougos de PMMA que permitiram constatar por via indireta a
capacidade de adesdo e interagdo das CTMs-PH neste modelo de cultivo
3D.

Assim, as células foram cultivadas nos arcabougos de PMMA
fabricados com a granulometria G II (1180 - 1680 um) de particulas de
NaCl, como descrito na sessdo 3.9.1.

Ap6s um total de 14 dias em cultivo (ver sessdao 3.9.1), os
arcaboucos foram tratados com Tripsina-EDTA 0,05%, a suspensdo foi
centrifugada, o pellet foi suspenso em MdC, e as células, semeadas em
uma placa de 24 pocos e mantido em estufa de CO, durante trés dias,
quando foram visualizados sob microscopio de contraste de fase, como
observado na Figura 24.

Figura 24: Testes de cultivo 3D das CTMs-PH nos arcaboucos de
PMMA.
A) Fotomicrografia de contraste de fase das CTMs-PH com 3 dias em

cultivos (2D), as quais foram previamente cultivadas durante 4 dias nos
arcabougos de PMMA (ambiente 3D, aumento de 20X.
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4.5.2. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A interagdo das CTMs- PH, apos 14 dias em cultivo nos
arcaboucos de PMMA (granulometrias G 1 e G IIl), foi analisada em
termos de capacidade de adesdo, morfologia, migragéo e sintese de MEC
das CTMs-PH através da técnica de MEV descrita na sessdo 3.10.2. As
células nas imagens de MEV foram artificialmente coloridas de cor ciano
(codigo 538697, Photoshop CS), como o observado nas Figuras 25, 26 ¢
27.

Figura 25: CTMs-PH cultivadas durante 14 dias nos arcabougos de
PMMA fabricados com a granulometria G | de cristais de NaCl.

A) Célula individual emitindo lamelipddios e filipddios (flechas
amarelas). A cabega de flecha magenta indica outra célula contendo vérias
vesiculas. B) Célula individual emitindo um longo lamelipodio (flecha
amarela), e um conjunto de projecdes de membrana (cabeca de flecha
magenta). C) Grupo de células, onde a flecha amarela destaca um
filipodio de uma célula parcialmente assentada no substrato. A cabeca de
flecha magenta destaca uma célula com grande quantidade de vesiculas.
D) Grupo de células assentadas em diferentes eixos do substrato onde as
flechas amarelas destacam porg¢des de células cujo corpo estd
simultaneamente em diferentes planos da microestrutura do substrato.

g
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Figura 26: CTMs-PH cultivadas durante 14 dias nos arcaboucos de
PMMA fabricados com a granulometria G 11 e tripsinizados.

A) Célula assentada na superficie do substrato, emitindo lamelipodios e
filipédios (flechas amarelas). Também, observam-se multiplas projecdes
apicais de membrana. B) Grupo de células onde a flecha amarela destaca
um delgado filipddio. C) Duas células proximas, onde uma das células
(mais central) apresenta uma bifurcacdo do corpo celular devido ao
encontro com uma proje¢do de polimero (cabega de flecha laranja).
Ainda, a célula encontra-se aderida em trés pontos localizados em
diferentes planos da microestrutura do substrato. Todavia, se observam
vesiculas destacadas em ambas as células (flechas brancas) D) Grupo de
células parcialmente sobrepostas, emitindo lamelipoédios (flechas
amarelas). As cabegas de flechas magenta destacam trés pontos de adesdo
de uma das células. A flecha branca destaca uma pequena célula proxima
do grupo.

X500 S50um LCME-UFSC
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Figura 27: CTMs-PH cultivadas durante 14 dias nos arcaboucos de
PMMA fabricados com a granulometria G 111 de cristais de NaCl.

A) Célula onde se observam lamelipddios periféricos (flechas amarelas)
e multiplas proje¢des apicais de membrana plasmatica (cabeca de flecha
magenta). B) Célula assentada e amplamente espraiada onde se observam
varios filipédios (flechas amarelas) e um lamelipodio (cabeca de flecha
magenta). C) Célula (central) com sinais tipicos de migragdo, onde num
extremo observa-se uma bifurcac¢do apresentando dois pontos de adesdo
ao substrato (flechas amarelas), além de um delgado filipddio (flecha
branca). No outro extremo, a morfologia apresenta-se oval, contento
algumas vesiculas (cabeca de flecha magenta). Ainda, na regido de
contato com a outra célula adjacente (cabe¢a de flecha branca)
visualizam-se delgados filipddios (flecha branca). D) Grupo de células
parcialmente sobrepostas, apresentando diversas morfologias: células
estendidas (cabegas de flechas magenta), e células com longas porg¢des
dos corpos celulares estendidos (flechas amarelas).

—— ! [ — 4
10kV  X1,000  10pm LCME-UFSC /7 NN0kV. X300,  50pm| 4 LCME-UFSC
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4.5.3. Microscopia confocal

Para avaliar a dimensionalidade do crescimento, a morfologia e o
deposito de MEC das CTMs-PH cultivadas nos arcabougos de PMMA foi
utilizado o recurso de microscopia confocal através da marcagdo dos
filamentos do citoesqueleto com faloidina conjugada com molécula
fluorescente (Alexa 588), como visualizado na Figura 28.

A e B) Fotomicrografia confocal em maxima proje¢do do eixo Z, dos
cultivos de CTMs-PH cultivadas nos arcaboucos de PMMA A e B)

Figura 28: Dimensionalidade do crescimento e morfologia das CTMs-
PH cultivadas durante 14 dias nos arcaboucos de PMMA G l e G 111,
Fotomicrografia confocal em méaxima proje¢do do eixo Z, dos cultivos de
CTMs-PH cultivadas nos arcabougos de PMMA (granulometrias G L e G
III respectivamente) onde se observam longos feixes paralelos de
filamentos de actina (marcados com faloidina Alexa 588, vermelho) nas
células individuais, aumento de 63X. C e D) Grupos de células
depositadas nas paredes dos poros dos arcaboucos de PMMA, aumento
de 20X.
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Os arcabougos de PMMA foram confeccionados a partir da
adaptagdo de um método de fusdo de cristais de NaCl, das granulometrias
G I, G I e G III, com a polimerizacdo em massa do monémero MMA ¢ o
iniciador AINB em uma relagdo de 0,5 % de v/v.

Nestes arcabougos, CTMs-PH isoladas das regides das vilosidades
coridnicas, as quais foram caracterizadas pela morfologia, potencial de
diferenciacdo nas linhagens adipogénico e osteogénica, capacidade de
formagdo de colonias e ensaio de curvas de proliferagdo, se
desenvolveram conforme verificado por microscopia eletronica de
varredura e confocal.
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5. DISCUSSAO

No contexto da engenharia de tecidos, as atuais propostas de
expansdo ex vivo de CTPHs para transplante buscam a mimetizagdo das
relagdes funcionais dos nichos in vivo onde estas células sdo naturalmente
multiplicadas, através de sistemas de co-cultivo tridimensional com
CTMs (CHOI et al., 2015; TAKAGI, 2005).

Portanto, a reprodugdo dessas relagcdes funcionais supde,
primeiramente, o desenvolvimento de uma plataforma 3D de cultivo
celular (CHEN, 2016).

Adicionalmente, a placenta também representa um Orgdo
hematopoiético com grande capacidade de expansdo das CTPHs durante
o desenvolvimento embrionario (ALVAREZ-SILVA et al., 2003),
contendo CTMs na regido das vilosidades corionicas (CASTRECHINI et
al., 2010). Além do mais, o fato da placenta humana ser descartada ap6s
0 parto a torna uma fonte muito atrativa para obtengdo de CTMs,
praticamente livre de questionamentos éticos, sendo facilmente acessivel
(MALEK; BERSINGER, 2011).

Em virtude disso, o consenso inicialmente descrito por Parolini
permite isolar células com caracteristicas tipicas padronizada de CTMs
por meio de protocolos que envolvem a dissociagdo mecanica e a digestao
enzimatica de diferentes regides da placenta (PAROLINI; ALVIANO;
BAGNARA; BILIC; BUHRING; et al., 2008).

Assim, ao utilizar esse protocolo de cultivo de explantes, foi
possivel estabelecer um padrdo de cultivo de células isoladas da regido
das vilosidades coridnicas da placenta humana selecionadas
positivamente pela capacidade de aderéncia ao plastico de cultivo,
apresentando morfologia fibroblastdide. Todavia, durante o periodo de
cultivos primarios, foi observado que os fragmentos de tecidos
placentarios em cultivo, constituem uma fonte rica em CTMs, com grande
capacidade de proliferagdo.

Adicionalmente, quando realizados os ensaios de caracterizacdo
funcional, mediante o tratamento das células isoladas em cultivo com
meios indutores especificos das linhagens mesodermais adipogénico e
osteogénico, essas mostraram ter o potencial de diferenciagdo nesses
fendtipos através de evidéncias consideradas como positivas.

Ainda, os resultados dos ensaios de células formadoras de colonia
(CFC) realizados neste trabalho com as CTMs-PH colocaram em
evidéncia a presenca de células com grande capacidade de proliferacao
em condi¢Oes de cultivo de baixa densidade celular, sendo essa outra das
caracteristicas padronizadas de CTM em cultivo. Entretanto, foram
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observadas diferencgas significativas entre as amostras coletadas, fato esse
associado a variaveis, como as caracteristicas genéticas individuais das
células que apresentaram maior ou menor tempo de duplicacdo,
sensibilidade frente ao processamento das amostras da placenta ou frente
ao congelamento que possa alterar ou comprometer as propriedades das
células. Além destes, a propria heterogeneidade da populacdo em cada
uma das amostras, isto €, constituidas de diferentes propor¢des de células-
tronco, progenitores e células senescentes, também pode estar associada
as diferengas na frequéncia de células com capacidade de formacdo de
colonias (HASS et al., 2011).

Assim, a partir dos resultados dos ensaios de caracterizagdo
morfoldgica e funcional aos quais as células estudadas neste trabalho
foram submetidas se observou que estas cumprem com os critérios
padronizados de CTMs em cultivo.

Entretanto, vale ressaltar que outros critérios, como a expressao de
marcadores especificos de superficie celular, devem ser realizados para
confirmar a identidade destas células como sendo CTMs. Trabalhos
anteriores no nosso laboratério que utilizam o mesmo protocolo de
isolamento tém confirmado a presenga desses marcadores especificos nas
células isoladas das regides da membrana corionica e das vilosidades
coridnicas (BENEDETTI, 2014; HECK, 2012; SILVA, 2012).

Contudo, nossos resultados confirmaram que o protocolo de
isolamento celular, realizado pela dissociagdo mecanica e digestdo
enzimatica de fragmentos de tecido da regido das vilosidades coridnicas
da placenta, permite, eficientemente, obter células individualizadas que
apresentaram carateristicas morfologicas e funcionas tipicas padronizadas
de CTMs em cultivo.

Esses resultados confirmam a hipétese de a placenta humana ser
uma fonte rica em CTMs (FUKUCHI et al., 2004).

Os ensaios de curva de proliferagdo realizados neste trabalho
mostraram uma cinética em que se identificaram duas fases no
comportamento das populagdes: uma fase inicial de adaptagdo ao
substrato e as condigdes de cultivo, quando as células apresentam uma
baixa taxa de multiplicagdo, além de morte celular, em que as contagens,
nas primeiras 48 h, foram inferiores a quantidade de células inicialmente
semeadas em todos os experimento; uma segunda fase, a partir das 96 h
de cultivo, quando as células apresentam crescimento exponencial, sendo,
portanto, uma fase sensivel, ja que as possiveis diferencas quantitativas
nas populagdes manifestam-se em grande variagdo nas triplicatas
experimentais. No ultimo intervalo de avaliacdo desta segunda fase
observou-se, nas amostras 1 e 2, uma reducdo da taxa de proliferacido
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devido, possivelmente, a inibi¢do por contato, uma vez que os cultivos
estavam em alta confluéncia (>90%), com exce¢do da amostra 3, a qual
manteve a taxa de proliferagdo exponencial.

Ainda, foi observada uma perda gradual de viabilidade celular em
funcdo do tempo, o que pode estar associado ao processo de morte celular,
pelo estresse ocasionado pela elevada confluéncia.

Sendo assim, esses dados mostraram uma cinética de proliferagdo
das CTMs isoladas da regido das vilosidades coridnicas compativeis com
estudos anteriores, que utilizam CTMs isoladas de outras regides da
placenta humana e do corddo umbilical (MANOCHANTR et al., 2013;
ZHONG et al., 2012).

Por outro lado, diferentes objetivos de estudos com CTMs
demandam a capacidade de poder marcar células individuais vivas, como
por exemplo, estudos de cell tracking (seguimento de células) (RIZZO et
al., 2017). Nesse contexto, varios recursos tém sido desenvolvidos,
incluindo a utilizacdo da marcagdo com a proteina verde fluorescente
GFP, a qual é o produto da expressdo de um gene clonado da espécie de
agua-viva Aequorea victoria. A GFP necessita apenas a exposicdo a luz
no espectro de 475-495 nm de longitude de onda para refletir a
luminosidade no espectro de 520-560 nm. Ainda assim, o gene da GFP
pode ser introduzido nas CTMs mediante varios métodos, permitindo,
assim, localiza-las ainda viaveis (RAIMONDO et al., 2006).

Sendo assim, o laboratério de Células-tronco e bioengenharia vem
padronizando e otimizando um conjunto de métodos e técnicas
laboratoriais que constituem proveitosas ferramentas na avaliagdo de
diferentes aspectos da biologia e do comportamento das CTMs-PH. Nesse
contexto, a padroniza¢do da transfec¢do de CTMs de placenta humana
com GFP foi previamente realizada no nosso laboratoério, utilizando o
plasmideo pCX-EGFP que confere as células a expressdo da proteina
GFP, mediante a comparacdo de outros métodos (SILVA, 2012). Nesse
trabalho, os resultados obtidos mediante a técnica de eletroporagdo
mostraram-se com maior eficiéncia na taxa de transfec¢do em relagdo ao
método utilizado de lipossomos.

Neste trabalho, foi realizada a comparagao entre dois protocolos de
transfecgdo através do método de eletroporagdo (denominados A e B)
com concentragdes de 1 ou 2 pg de DNA segundo o experimento, com o
intuito de validacdo daquelas condigdes que permitissem obter as taxas
relativas mais eficientes de incorporagdo do DNA plasmidico (resultados
em anexo D).

Assim, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi
verificado que as condi¢des do protocolo B (um pulso de 990 V com
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duracdo de 40 ms), que utilizam uma concentragdo de 1 pg de DNA para
cada 5 x 10* células em reagdes de 10 pL, permitem obter a taxa mais
eficiente de transfec¢do com o plasmideo pCX-EGFP em relagdo a todas
as outras condi¢cdes avaliadas, quando quantificadas a partir das
fotomicrografias de fluorescéncia.

Portanto, para fins deste trabalho, o protocolo B (um pulso de 990
V e duragdo de 40 ms), utilizando a condi¢do experimental antes
mencionada, foi estabelecido como padrio de transfec¢do das CTMs-PH
em cultivo.

Todavia, os resultados das avaliacdes das CTMs-PH transfectadas
com plasmideo apds 7 dias de cultivo mostraram uma diminui¢do da
fluorescéncia de 8 vezes em relagdo a fluorescéncia registrada apds 24 h
de cultivo.

Entretanto, essa ultima condi¢ao ndo favoreceu a possibilidade de
utilizar CTMs-PH transfectadas em cultivos 3D nos arcaboucos de
PMMA, ja que os tempos de cultivo sdo de 14 dias, periodo no qual as
células perdem completamente a fluorescéncia.

Por outra parte, tendo em vista o objetivo geral deste trabalho, o
de desenvolver um possivel modelo 3D de nicho hematopoiético como
futura plataforma de expansio ex vivo de CTPHs, buscou-se a confec¢édo
de um arcabougo que reproduzisse aspectos genéricos da arquitetura do
nicho hematopoiético na medula dssea para o cultivo das CTMs-PH em
ambiente 3D.

Para tal, foi escolhido o PMMA como biomaterial a ser utilizado
na fabricagdo dos arcabougos, pois apresenta um conjunto de
propriedades mecénicas, quimicas e de citocompatibilidade previamente
avaliados, que o torna adequado em fun¢do do objetivo de mimetizar a
arquitetura do 0sso esponjoso.

Sendo assim, como ponto partida, foram realizados testes de
citocompatibilidade para cultivo das CTMs-PH sob pecas de PMMA
compacto. A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar uma boa
capacidade de adesdo e proliferagio das células nesse material,
semelhante ao plastico de cultivo padréo.

Portanto, apds verificar que 0 PMMA compacto permite a cultivo
das CTMs-PH, seguiu-se o planejamento e a realizacdo de testes para a
confecgdo dos arcaboucos de PMMA, tendo em vista a reproducdo de
aspectos genéricos da arquitetura da medula 6ssea humana, descritos na
tabela 1.

Na primeira estratégia de fabricagdo dos arcabougos, foram
utilizadas esferas de PS de duas granulometrias, como elementos
porogénicos. Entretanto, nossos resultados mostraram que os arcabougos
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ndo apresentaram uma porosidade homogénea e, ainda mais, nao foi
lograda uma interconexdo completa entre os poros, conforme pode ser
observado na figura 20.

Isso, possivelmente, deve-se ao encapsulamento parcial das
esferas de PS com o PMMA durante o processo de polimerizagio,
evidenciado pela coloragdo esbranquicada das pegas.

Algumas variagdes, como a adi¢do das esferas de PS apos colocar
a solugdo de polimerizagdo nos tubos de ensaio, também foram realizadas
em funcdo de corrigir esses problemas. No entanto, ndo conseguimos
obter um controle sobre o tamanho do poro e do grau de interconexao
desejado.

Contudo, ap6s verificar a ineficiéncia do PS como elemento
porogénico, seguiu-se uma fase de delineamentos de métodos alternativos
que permitissem uma conexdo fisica entre os elementos porogénicos
formando rede continua, a modo de evitar o encapsulamento das
particulas individualizadas, e permitir sua completa remog¢do da matriz
polimérica. Somente assim pode-se garantir a formagdo uma rede
completamente interconectada de poros nos arcaboucos.

Assim, a partir de uma nova varredura na literatura, foi encontrado
um trabalho que relatava uma estratégia de fabrica¢do de arcabougos de
PLA para engenharia de tecidos utilizando cristais de NaCl como
elemento porogénico (MURPHY et al., 2002).

Para promover a interconexo dos poros, 0s autores expuseram os
cristais de NaCl em um ambiente com 95% de umidade relativa. A
umidade gradualmente provoca a fusdo superficial dos cristais de NaCl
estabelecendo uma conexao fisica entre eles. Assim, com esse método de
“fusdo de sal”, € possivel gerar uma alta taxa de interconexao interna dos
poros nos arcabougos pela completa remocgao das particulas porogénicas
mediante a solubiliza¢do em 4agua, além do controle das propriedades
mecénicas e da microestrutura (TAN et al., 2011).

Diferentemente da maioria dos estudos que trabalham com
solugdes poliméricas para formacdo da matriz, optou-se, por questdo de
praticidade, pela realizagdo da polimerizagdo em massa do mondémero de
metacrilato de metila (MMA) sob cristais de NaCl parcialmente
fusionados em camara de umidade controlada. De modo a garantir que
houvesse a formac¢do de uma rede porosa interconectada, testes
preliminares foram realizados para avaliar o nivel de “fusdo” dos cristais
de NaCl em relagdo ao tempo de exposicdo e a capacidade de remogdo
dos mesmos apo6s a polimerizagdo do MMA. Dessa forma, modifica¢des
e ajustes na estratégia de polimerizacdo do MMA foram realizados.
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Contudo, para esta segunda estratégia de confec¢do dos arcabougos
de PMMA, foi adaptada o método de fusdo dos cristais de NaCl em
ambiente de 95% de umidade relativa com a polimerizagdo em massa do
PMMA.

A partir das analises macroscopicas dos arcabougos, em primeiro
lugar, foi verificado que, com 120 h (5 dias), a fusdo era necessaria ¢
suficiente para produzir uma alta interconexdo interna dos poros,
permitindo a remogao total dos cristais de NaCl. Também foi observado
0 aspecto transparente dos arcabougos, sendo caracteristico desse
polimero. Vale ressaltar que as pecas se mostraram com aspecto branco
pela dispersdo da luz devido & propria natureza anisotrdpica das pecas.
Todavia, foi observada uma regularidade no tamanho dos poros.

Por outro lado, as analises em estereomicroscopio permitiram
confirmar a regularidade no tamanho dos poros nos arcabougos
elaborados com as trés granulometrias de cristais de NaCl (G 1, II e III).
Essas analises também permitiram constatar uma completa interconexao
dos poros. Ainda, os resultados mostraram uma grande eficiéncia de
eliminacdo dos cristais de NaCl no processo de lavagens com agua
destilada, permitindo, com isso, uma completa interconexdo ente os
poros.

A partir dos resultados obtidos por MEV dos arcabougos, foi
possivel reconhecer as diferengas nos tamanhos dos poros em fungao das
granulometrias das particulas de cristais de NaCl. As andlises estatisticas
confirmaram diferencas significativas entre os poros das diferentes
granulometrias de fabricacdo, o que representa uma condi¢do favoravel
em vista das futuras avaliagdes da capacidade de infiltragdo e proliferagdo
das células nesses arcaboucos.

Ainda, foram observados relevos micro-topograficos de formato
geométrico regulares nas paredes internas dos arcaboucos. Entretanto, foi
constatado, mediante analises do trabalho original (MURPHY et al.,
2002), que essas topografias sdo um artefato, produto da polimerizagao
do PMMA sobre as particulas de cristais de NaCl parcialmente
desgastadas pelo tratamento de fusdo em ambiente de umidade, dada a
natureza da ligacdo i6nica do NaCl.

Também, os resultados dos célculos da porosidade total (%P) das
pecas em funcdo das granulometrias dos cristais de NaCl utilizadas
mostraram uma relagdo em que as maiores porosidades sdo obtidas
mediante a utilizacdo de particulas porogénicas de granulometrias
menores. Isso acorre assim, porque a quantidade de particulas
porogénicas por unidade de volume ¢ maior para particulas de menor
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tamanho, o que disponibiliza um menor volume para a ocupagdo do
polimero por unidade de volume total.

Finalmente, os ensaios de resisténcia a tensdo e deformacgdo
(modulo de Young) de corpos de prova, fabricados com as granulometrias
G L, Il e Il realizados nesse trabalho mostraram uma relagdo proporcional
em funcdo das granulometrias, isto é, o valor do mdédulo de Young foi
maior para tamanhos de particula porogénicas maiores. Isso pode ser
interpretado  considerando a geometria irregular das particulas
porogénicas de cristais de NaCl e sua acomodagdo nos moldes com
geometria definida. Assim, os espacos livres entre as particulas
porogénicas acomodadas irregularmente € maior para particulas de maior
tamanho. Apds a polimerizagdo, esses espagos serdo preenchidos pelo
polimero, resultando, portanto, em maior volume de polimero por unidade
de volume total, o que condiciona uma maior resisténcia frente a
deformacdo por compressao.

Ainda mais, as analises de correlacdo confirmaram uma relacdo
inversamente proporcional entre as pegas de maior porosidade fabricadas
com as menores granulometrias das particulas porogénicas de cristais de
NaCl e o valor do mddulo de Young.

Essa capacidade de controle de variaveis, como o tamanho do poro,
das propriedades mecénicas e da microestrutura na confeccdo de
arcaboucos utilizando o método de fusdao de cristais de NaCl, foi
previamente avaliada em um conjunto de trabalhos (ANNABI et al.,
2010; TAN etal.,,2011; YU, H. et al., 2008). Ainda, nesses estudos, os
resultados apontaram as mesmas relagdes de controles sobre as varidveis
mencionadas obtidas neste trabalho.

Contudo, nossos resultados permitem comprovar a capacidade de
controle da microestrutura, do tamanho do poro, da porosidade e do
moédulo Young dos arcabougos de PMMNA com finalidade de engenharia
em tecidos mediante uma adaptacdo da polimerizacdo em massa do
PMMA com um método de fusdo de cristais de NaCl.

Entretanto, vale ressaltar que as propriedades mecéanicas dos
arcaboucos sao diferentes das propriedades do PMMA compacto que é
3 GPa (ALI et al., 2015). Assim, o valor de mddulo de compressdo do
material compacto é que indica a relacdo da rigidez sob a qual as células
poderdo exercer for¢a de tragdo, tendo em vista oS processos
mecanobioldgicos.

As analises de compressdo das pegas de arcabougos sdo relevantes
na medida em que poderdo ser utilizadas em estudos posteriores com
finalidades de reparo 6sseo, sendo essa, também, uma das linhas de
pesquisa do nosso laboratdrio.
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Apoés ter padronizado o método de confeccdo e realizado a
caracterizagdo fisica e mecénica dos arcaboucos de PMMA, esses foram
empregados como interface de crescimento em ambiente 3D para cultivo
das CTMs-PH.

Inicialmente, um conjunto de testes foi realizado com o intuito de
verificar por via indireta a possibilidade de crescimento das CTMs-PH
nos arcaboucos. A partir dos resultados obtidos nesses testes, verificamos
que houve a formagéo de pellet apos o tratamento dos arcaboucos com
tripsina e que, ao ser suspenso em MdC, e semeados em placas de cultivo,
foi permitida a recuperagdo das células vidveis ap6s um periodo de cultivo
em ambiente 3D.

Assim, esses resultados mostram que os arcabougos de PMMA
fabricados, os quais foram padronizados neste trabalho, sdo
citocompativeis, permitindo o cultivo das CTMs-PH.

Para verificar a capacidade de adesdo e a morfologia das CTMs-
PH cultivadas em ambiente 3D nos arcaboucos de PMMA, foi utilizada
as técnicas de MEV.

As andlises de MEV revelaram, em primeiro lugar, que as CTMs-
PH foram capazes de se estabelecerem no interior dos arcabougos com
boa capacidade de adesdo neste polimero, colonizando os trés eixos
espaciais da estrutura do mesmo, observando inclusive células cujos
corpos celulares estavam diferentes planos especiais.

Esse resultado corrobora estudos nos quais foram utilizados outros
biomateriais (PLLA, PLGA) e modelos de arcabougos para cultivo 3D de
CTMs (PAPADIMITROPOULOS et al., 2014; VENTURA FERREIRA
etal., 2016)

Interessantemente, com as analises das amostras dos arcabougos
da granulometria G II, que foram tripsinizados e posteriormente
colocados em pogos de cultivo, foi possivel observar as células aderidas
diretamente no substrato (Figura 34).

Todavia, ¢ possivel reconhecer que as CTMs-PH se associam as
micro-topografias dos arcabougos como possiveis pontos de adesdo. Isso
estd de acordo com recentes estudos que avaliam a influéncia das
topografias no comportamento das CTs em cultivo, tendo essas uma
relevancia positiva, j4 que contribui com a capacidade de adesdo das
células aos substratos de crescimento (DALBY et al., 2006; KIM et al.,
2013). Ainda mais, os mecanismos celulares de adaptacao e migracao nos
substratos de crescimento com relevos micro e nanotopograficos estao
estreitamente vinculados aos processos mecanobioldgicos (SHAO; FU,
2014; TURNER;J. DALBY,2014; UNAL etal.,2014; WU etal., 2017).



99

Todavia, os resultados das analises morfologicas das CTMs-PH
nos arcabougos mostraram uma grande diversidade de morfologias sendo
algumas mais espraiadas e outras mais filiformes. Ainda, muitas das
células foram observadas emitindo filipoédios e lamelipddios,
possivelmente com fungdes exploratorias e migratorias no substrato
(KRAUSE; GAUTREAU, 2014; MATTILA; LAPPALAINEN, 2008).

Apesar disso, o aspecto fibroblastdide genérico foi encontrado na
maioria das células saudaveis. Entretanto, algumas células apresentaram
morfologia irregular ou esférica com grande quantidade de vesiculas e
emissao de filipddios. Esses aspectos morfoldgicos irregulares também
tém sido observados em outros trabalhos que utilizam arcabougos para
cultivo 3D (HATAKEYAMA et al., 2013).

Finalmente, neste trabalho, foi utilizada a técnica de microscopia
confocal, para confirmar a capacidade de crescimento em ambiente 3D
das CTMs-PH nos arcaboucos de PMMA, além de analisar a
configuracdo das fibras do citoesqueleto de actina e morfologia espacial
adquirida pelas células.

Assim, as imagens de microscopia confocal (Figura 36),
confirmam os resultados de MEV em que as CTMs-PH estdo dispostas
em uma configuragdo 3D real no interior dos arcabougos de PMMA. Isso
somente foi logrado com a utilizagdo da ferramenta de projecdo méaxima,
0 que permitiu a reconstru¢cdo do ambiente 3D ao mostrar a capacidade
de migragdo das células para o interior dos arcabougos e sua disposi¢ado
relativa em diferentes planos de profundidade.

Isso esta de acordo com o fato de o arcabougo ser um verdadeiro
ambiente 3D, permitindo, dessa maneira, que as células sejam distribuidas
nos 3 eixos de crescimento espacial.

Todavia, as analises dos filamentos de actina mediante a marcagao
com faloidina mostraram uma conformagdo em forma de longos feixes
paralelos que parecem percorrer grandes distancias no interior das células.

Essa disposi¢do dos filamentos de actina tem sido atribuida a
c¢lulas que estdo submetidas a alta tensdo interna do citoesqueleto quando
cultivadas em substratos rigidos (TOJKANDER; GATEVA;
LAPPALAINEN, 2012).

Portanto, tendo em vista que a capacidade de infiltracao e adesdo
das células nos arcabougos poliméricos ¢ um dos fatores que determina
sua possibilidade de proliferagdo e consequente organizagdo funcional
(HAKKINEN et al., 2011), nosso sistema de cultivo 3D de CTMs-PH em
arcabouco de PMMA representa um possivel modelo consistente com as
propostas de mimetizar o nicho hematopoiético na medula dssea.
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A partir de toda as adaptagdes quanto a estratégia de elemento
porogénico, para o estabelecimento de uma rede completamente
interconectada de poros pela fusdo e posterior remocao de cristais de
NaCl, e método de polimerizagdio do PMMA em massa, foi possivel
padronizar a confec¢do de arcabougos de PMMA para o cultivo das
CTMs-PH.

Neste trabalho, o processamento do tecido da placenta humana a
termo para o isolamento, cultivo e subcultivo de células das regides das
vilosidades coridnicas, a caracterizacdo morfoldgica e funcional dessas
células de acordo com os critérios de CTMs. A padronizagdo da
confeccdo dos arcabougos ¢ dos cultivos das CTMs-PH nos mesmos,
permitiu a conduc¢do de testes preliminares para o desenvolvimento de um
possivel modelo de nicho hematopoiético visando a expansao ex vivo de
CTPHs para TCH.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS
CONCLUSOES

e As células obtidas para este estudo, demonstraram propriedade
de ades@o ao plastico de cultivo e proliferagdo, seguindo os
critérios previstos para CTMs.

e As células de todas as amostras apresentaram morfologia
fibroblastéide tanto nos cultivos primdrios quantos nas
subculturas  ap6s  congelamento e  descongelamento,
caracteristica de CTMs em cultivo.

e Funcionalmente, as células apresentaram potencial de
diferenciacdo para os fenotipos adipogénico e osteogénico, além
da capacidade de formagdo de colonias quando cultivadas em
baixas densidades.

e Foi possivel otimizar a fabricac¢do de arcaboucos de PMMA com
o design desejado, que reproduziu a arquitetura genérica do 0sso
esponjoso com poros de tamanhos variados e com alta taxa de
interconexao.

e A partir dos ensaios de caracterizacdo fisica dos arcaboucos de
PMMA, foi verificada uma relagdo inversamente proporcional
entre as fragcdes de granulometrias das particulas de cristais de
NaCl utilizadas na fabricagdo e a porosidade total. Todavia, as
fracdes de granulometrias relacionaram-se proporcionalmente
com o valor do modulo de compressdo (Young), mostrando que
os arcabougos com tamanho de poros maior sdo mais resistentes.

e Foi possivel cultivar as CTMs-PH nos arcabougos de PMMA
fabricados com as trés granulometrias de cristais de NaCl,
observando grande capacidade de infiltragdo, adesdo, migracao,
e, supostamente, de sinteses de MEC.

e Foi observado que os filamentos do citoesqueleto de actina das
CTMs-PH cultivadas nos arcaboucos de PMMA acomodam-se
formando longos feixes paralelos, caracteristico de células
cultivadas em substratos rigidos.
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Também foi verificada a capacidade de os arcabougos serem uma
plataforma de cultivo 3D, na qual as células sdo capazes de aderir
em todos os planos espaciais no interior dos mesmos.

Sendo assim, reconhece-se esses sistemas de cultivo 3D como
um possivel modelo de nicho hematopoiético in vitro CTPHs a
ser explorado.
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6.2. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Avaliar e comparar a expressdo de marcadores padronizados de
superficie celular de CTMs em ambiente 2D (presentes: CD73,
90 e 105 e ndo presentes: CD45, 34 e HLA-DR) e 3D
(arcaboucos de PMMA).

e Quantificar a proliferacdo e viabilidade das CTMs-PH em
ambiente 3D nos arcabougos de PMMA.

e Realizar os imunomarcados para componentes de MEC, como
colageno tipo I, II, laminina, fibronectina entre outras moléculas
tipicas da MEC, para serem analisados em microscopia confocal.

e Avaliar e comparar a producdo e secre¢do de citocinas de
interesse hematopoiético das culturas de CTMs-PH em ambiente
2 e 3D (arcabougos de PMMA).

e Otimizar o tamanho dos poros nos arcabougos e realizar
modificagdes na superficie do material mediante a
copolimerizagdo com outros materiais para uma aproximagao
organomimética desse modelo in vitro.

e Realizar e comparar a expansdo de CTPHs do SCUP em co-
cultivo com CTMs-PH em ambiente 2D e 3D (arcabougos de
PMMA e suas modifica¢des) em diferentes periodos de tempo.

e Realizar e comparar a expansdo de CTPHs do SCUP com
tratamentos com citocinas hematopoiéticas em co-cultivo com
CTMs-PH em ambiente 2D e 3D.
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ANEXO A - TCLE: Coleta das amostras de placenta humana para
isolamento das CTMs

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA
E GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Expansdo ex vivo de células-tronco/progenitoras
hematopoiéticas do sangue de corddo umbilical em sistemas de co-cultura
tridimensional com células-tronco mesenquimais”

Pesquisador Responséavel: Prof. Dr. Marcio Alvarez Silva, RG
Pesquisador (es) participante (s): Aloisio Luiz Benedetti, Marcio
Ferreira Dutra, Carolina Poluceno Silva, Giinther Gerhard Gerent, Meice
Alexandre Mantovani e Rodrigo Pérez Lucas

Telefones para contato: (48) 3721-4742 ou 3721-5155

CEP UFSC: Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 401, Prédio
Reitoria II-Trindade-Florian6polis-SC Fone:3721-6094

Prezado Senhor (a),

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do
trabalho de pesquisa “Engenharia de nicho hematopoiético: avaliagdo de
um sistema de cultura tridimensional de células-tronco mesenquimais da
placenta humana em arcabougos de poli(metacrilato de metila)
(PMMA)”, de responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Marcio Alvarez
Silva. A seguir, serdo lhe apresentados informagdes e esclarecimentos a
respeito da proposta do trabalho. Qualquer divida, o (a) Sr (a) podera
esclarecer entrando em contato com o Laboratério de Célula-tronco e
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Regeneragdo Tecidual, da Universidade Federal de Santa Catarina, pelo
telefone (48) 37214742.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Este estudo tem por objetivo desenvolver um sistema de cultura de
células-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas da placenta humana
sobre uma estrutura de poli(metacrilato de metila (PMMA) para possivel
utilizagdo em co-cultura com células-tronco progenitoras hematopoiéticas
(CTPHs). As CTMs sdao comumente obtidas da medula 6ssea, mas
também podem ser obtidas de diversos outros tecidos, como tecido
adiposo, polpa dentéria e da placenta. Essa Ultima apresenta a vantagem
de ser um material que ¢ descartado apds o parto, de facil obtengao,
abundante e que ndo envolve riscos para o doador. Além disso, as CTMs
da placenta apresentam caracteristicas de reduzida imunogenicidade e
potencialidade equivalentes as CTMs de medula 6ssea. Neste projeto,
estamos interessados em desenvolver um sistema de co-cultura que possa
ser utilizado para estimular a proliferagdo/multiplicacdo das CTPHs
utilizando CTMs derivadas da placenta humana cultivadas em estruturas
tridimensionais que mimetizam o ambiente natural destas células. Varios
estudos demonstraram que as CTMs sdo células auxiliares importantes no
suporte das CTPHs.

Para o objetivo deste trabalho, ap6s o parto e dequitacdo/expulsdo
da placenta, serdo coletados fragmentos da mesma, transportados para o
laboratdrio e processados para isolamento das CTMs. As CTMs serdo
mantidas em cultura ou congeladas até a utilizagdo nos experimentos.

Se a Senhora estiver de acordo em participar desta pesquisa,
permitindo a coleta da placenta, asseguramos o sigilo sobre sua
participacdo, garantindo sua privacidade em todas as etapas da pesquisa.
Também garantimos que ndo havera qualquer custo e, se houver algum
prejuizo decorrente da pesquisa, asseguramos-lhes a indenizagdo dos
mesmos. Uma vez que a coleta serd apos a expulsao da placenta, ndo ha
riscos decorrentes da mesma para a Sra. Os riscos envolvidos dizem
respeito ao sigilo dos dados e no manuseio do prontudrio para verificar se
a Sra. atende aos critérios para ser uma doadora da placenta. Para
minimizar tanto quanto possivel os mesmos, serdo tomados todos os
cuidados referentes a manutengdo do sigilo como, a identificagdo apenas
numérica dos individuos participantes assim quanto ao cuidado e
manuseio do prontudrio o qual sera realizado exclusivamente por um dos
pesquisadores e no local guarda habitual do mesmo. Também
asseguramos-lhes que o material coletado sera utilizado exclusivamente
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para os fins desta pesquisa, com o qual os pesquisadores comprometem-
se a trabalhar cumprindo o previsto na Resolugéo 466, de 12 de dezembro
de 2012, do CNS. A Sra. tem plena liberdade de recusar-se a participar
desta pesquisa ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da mesma,
sem penalizagdo alguma. Para isso, pode entrar em contato através dos
telefones citados acima. A Sra. recebera uma via deste TCLE,
devidamente assinada pelos pesquisadores.

Como forma de manifestar seu consentimento solicitamos que o (a) Sr (a)
assine esse documento.
Assinatura do pesquisador:

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO
Eu, R
RG , fui esclarecido (a) sobre a pesquisa
“Expansdo ex Vivo de células-tronco/progenitoras hematopoiéticas do
sangue de corddo umbilical em sistemas de co-cultura tridimensional com
células-tronco mesenquimais”, e concordo em participar do estudo, como
voluntario.
Assinatura do paciente ou responsavel:

RG:
Florianopolis, de de
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ANEXO B - Sobre os critérios de inclusdo e exclusdo

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, EMBRIOLOGIA
E GENETICA

SOBRE OS CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS
PACIENTES DOADORES DE PLACENTA E CORDAO
UMBILICAL

Titulo do Projeto: “Expansdo ex vivo de células-tronco/progenitoras
hematopoiéticas do sangue de corddo umbilical em sistemas de co-
cultura tridimensional com células-tronco mesenquimais”

Pesquisador Responséavel: Prof. Dr. Marcio Alvarez Silva, RG
Pesquisador (es) participante (s): Aloisio Luiz Benedetti, Marcio
Ferreira Dutra, Giinther Gerhard Gerent, Meice Alexandre Mantovani e
Rodrigo Pérez Lucas

Telefones para contato: (48) 3721-4742 ou 3721-5155
Critérios de inclusdo:

I - Idade materna acima de 18 (dezoito) anos e que tenha se submetido ha,

no minimo, duas consultas pré-natais documentadas.

IT — Idade gestacional igual ou superior a 35 (trinta e cinco) semanas;
III — Bolsa rota ha menos de 18 (dezoito) horas;

IV — Trabalho de parto sem anormalidade; e
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V — Auséncia de processo infeccioso e ou doenga durante a gestacao que

possa (m) interferir na vitalidade placentaria.
Critérios de exclus&o:

I — Sofrimento fetal grave;

I — Feto com anormalidade congénita;

IIT — Temperatura materna igual ou superior a 38°C durante o trabalho de
parto;

IV — Gestante com situacdo de risco acrescido para infecgdes
transmissiveis pelo sangue;

V — Presenca de processo infeccioso e/ou doenga durante o trabalho de
parto, que possa (m) interferir na vitalidade placentaria;

VII — Gestante em uso de horménios ou drogas que se depositam nos
tecidos;

VIII — Gestante com histdria pessoal de doenga sistémica auto-imune ou
de neoplasia; ou

IX — Gestante e seus familiares, pais biologicos e seus familiares ou
irmaos bioldgicos do recém-nascido com historia de doencas hereditarias
do sistema hematopoiético, tais como, talassemia, deficiéncias
enzimaticas, esferocitose, eliptocitose, anemia de
Fanconi, porfiria, plaquetopatias, neutropenia cronica ou outras doengas
de neutrofilos, bem como com historia de doenga granulomatosa cronica,
imunodeficiéncia, doencas metabolicas ou outras doengas genéticas.

Esses aspectos serdo buscados na entrevista, apos TCLE e no prontuario
da paciente.
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ANEXO C - Desenho experimental
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ANEXO D - Transfec¢do das CTMs-PH com plasmideo pCX-EGPF
mediante eletroporacdo

O laboratorio de Células-tronco e bioengenharia vem
padronizando um conjunto de métodos e técnicas laboratoriais que
constituem proveitosas ferramentas na avalia¢do de diferentes aspectos da
biologia e do comportamento das CTMs-PH.

Sendo assim, neste trabalho, foi utilizada a técnica de
eletroporagdo, a qual permite a incorporacdo de material genético,
proteinas ou outras moléculas bioativas nas células mediante a formagao
de poros na membrana plasmatica provocados por pulsos de correntes
elétricas no meio de suspensdo das células.

Para a realizacdo das transfecgdes das CTMs-PH, foi utilizado o
sistema comercial de eletroporagio Neon® Transfection System
(Invitrogen) e o plasmideo pCX-EGFP que tem um inserto do gene que
codifica a Proteina Verde Fluorescente (GFP, do inglés; green
fluorescente protein), como observado na Figura 29. Esse vetor genético
foi, gentilmente, doado ao laboratério pelo Dr. Masaru Okabe da
Universidade de Osaka, Japao.

Figura 29: Mapa génico da plasmideo pCX-EGFP.
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Uma observagdo de maior importancia ¢ que esse plasmideo ndo
sofre nenhum tipo de recombina¢do no genoma do hospedeiro, sem
causar, portanto, modificagdo genética. Sendo assim, ndo caracteriza a
producao de um organismo geneticamente modificado (OGM), de acordo
com o previsto na Lei N° 11.105, de 24 de margo de 2005.

Ao serem transfectadas com esse plasmideo, as células comegam a
expressar o gene e sintetizar a GFP, o que permite sua observagido
mediante o uso da microscopia de fluorescéncia.

Todavia, dois protocolos de eletroporagado foram comparados para
verificar a eficiéncia relativa de transfec¢@o: Protocolo A (SILVA, 2012);
1400 V com um pulso de 20 ms e, Protocolo B; 990 V com um pulso de
40 ms (Invitrogen'?), como detalhado na tabela 3.

A concentragdo de células utilizadas foi de 5 x 10* células por
reacdo, seguindo as recomendag¢des do fabricante.

Ainda, foram utilizadas duas concentragdes de DNA plasmidico:
1 pge 2 pg por reacao.

Todos os experimentos foram realizados com ponteiras de 10uL,
em triplicata.

Tabela 8: Protocolos de eletroporacdo e condigdes experimentais de
transfeccéo.

Protocolo Condig&o experimental

Células/DNA
A: 1400 V, um pulso de 20 ms; 5x10%/ 1 pg
B: 990 V, um pulso de 40 ms 5x10*/2 pg

Assim, seguindo as instru¢des do fabricante, as CTMs-PH
cultivadas em garrafas e em confluéncia de 80-90% foram lavadas uma
vez com PBS e tripsinizadas com 2 mL Tripsina-EDTA 0,05% durante 2
minutos mantidas na estufa de CO,. Em seguida, as células em suspensio
foram transferidas para um tubo Falcon de 15 mL e centrifugadas a 400 x
G durante 5 minutos. Logo, o sobrenadante foi removido, e as células
foram novamente suspensas em 2 mL de PBS e contadas em cadmara
Neubauer. A quantidade total de células necessarias foi calculada segundo
a quantidade total reacdes estipuladas. Da mesma maneira, foi calculado
o volume total de DNA plasmidico necessario em cada configuragdo
experimental.

12 Protocolo acessado em 2016 e disponivel no link Invitrogen


https://www.thermofisher.com/content/dam/LifeTech/migration/en/filelibrary/cell-culture/neon-protocols.par.79302.file.dat/mesenchymal%20stem%20cell%20(hmsc)-bone%20marrow.pdf
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Assim, o volume correspondente de células em suspensdo foi
colocado em tubos eppendorfs de 2 mL e centrifugados a 400 x G durante
4 minutos.

O sobrenadante foi removido, e o pellet suspenso em tampao de
ressuspensdo'?, o DNA foi adicionado, e a suspensdo, homogeneizada.

Finalmente, 10 puL dessa solugdo foram aspiradas com a ponteira
de volume especificada e submetidas ao pulso elétrico para cada
protocolo especifico. As células tratadas em cada reagdo foram semeadas
em um poc¢o (de uma placa de 24 pogos) contendo 500 pL. de MdC sem
antibidtico que previamente tinha sido mantida na estufa de CO,.

Uma vez que todas as reagdes de eletroporagdo foram concluidas,
a placa com as culturas foi mantida na estufa de CO, a 37 °C.

Apbs 24 h de incubagdo, o meio foi trocado por MdC com
antibioticos, e as taxas de transfec¢do, dos diferentes protocolos, foram
analisadas com microscépio Olympus [X71com sistema de fluorescéncia
utilizando filtro de verde (Excitagdo de 460 a 490 nm, ¢ Emissédo de 520
nm). A fluorescéncia foi quantificada em programa informatico Fiji
(ImagelJ) a partir de 5 campos de um total de 6 fotomicrografias por
experimento.

Além disso, também foi avaliada a intensidade relativa da
fluorescéncia apds 7 dias em cultivo.

O critério utilizado para determinar o protocolo de maior
rendimento foi a eficiéncia da transfeccdo quantificada pela intensidade
da fluorescéncia nas primeiras 24 h.

130 volume de tampéo de ressuspensdo foi calculado da seguinte maneira: (10ul x
quantidade total de rea¢des estipuladas com cada protocolo especifico) — (volume de
total DNA calculado segundo a concentragdo).
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Figura 30: Fluorescéncia das CTMs-PH transfectadas com o
plasmideo pCX-EGFP utilizando os protocolos A e B.

A) Controle 1, células sem DNA. B) Controle 2, células com DNA. C e
D) Fotomicrografia de fluorescéncia dos experimentos utilizando o
protocolo A, com concentracdo de 1 e 2 ug de DNA, respectivamente,
aumento de 400X. E e F) Fotomicrografia de fluorescéncia dos
experimentos utilizando o protocolo B e concentragdo de 1 ¢ 2 pg de DNA
respectivamente, aumento de 400X.
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Figura 31: Fluorescéncia das CTMs-PH transfectadas com o plasmideo

pCX-EGFP utilizando os protocolos A e B.

Grafico comparativo em formato de coluna da fluorescéncia como
medida da eficiéncia de transfeccdo entre os protocolos A e B. Neste

grafico, a ¢ estatisticamente diferente de b.
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Tabela 9: Andlise estatistica da fluorescéncia das CTMs-PH
transfectadas com o plasmideo pCX-EGFP utilizando os protocolos

AeB.
Unidades e fluorescéncia
Protocolo A Protocolo B
1 pg de DNA 2 ng de DNA 1 ug de DNA 2 pg de DNA
Mediae | 309812802 | 2201+ 1598 | 13758 5235 | 6403 = 3355

desvio padrao

Teste de
ANOVA

F23= 10,48; Valor de p=0,0005 (p> 0,05)
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Apoés assumir que os melhores resultados quanto a eficiéncia da
transfecgdo das CTMs-PH com o plasmideo pCX-EGFP ¢ obtido com
protocolo B com 1 pg de DNA, foram realizados ensaios utilizando essas
condi¢des para avaliar a fluorescéncia das células apos 168 h (7 dias) em
cultivo, como analisados na figura 18 e tabela 8.

Figura 32: Fluorescéncia das CTMs-PH transfectadas com plasmideo
pCX-EGFP apos 24h e 168 h (7 dias) em cultivo.

Grafico comparativo em formato de coluna da fluorescéncia das CTMs-
PH submetidas a transfec¢o com plasmideo pCX-EGFP mediante
eletroporagdo utilizando o protocolo B com de 1 pg de DNA, ap6s24 h e
168 h (7 dias) em cultivo. Neste grafico, a ¢ estatisticamente diferente de
b.

Testes de ANOVA: p< 0,05
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Tabela 10: Andlise estatistica da fluorescéncia das CTMs-PH
transfectadas com plasmideo pCX-EGFP apdés 24h e 168 h (7 dias)
em cultivo

Fluorescéncia

24 h Ap6s 186 h (7 dias)
Media e desvio padrao 13758 +£ 5235 1720 + 87,15
Teste t t=3,856 Valor de p= 0,0084 (p<0,05)
Fator da reducéo da fluorescéncia 8 vezes






