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RESUMO

A medicina regenerativa 0ssea busca superar as limitacbes das abordagens terapéuticas
convencionais aplicadas ao reparo 6sseo, tendo como objetivo a adogdo de estratégias que
atuem como substitutos temporarios capazes de orientar e estimular o reparo do tecido,
reduzindo, ou eliminando, a necessidade de areas doadoras autélogas em caso de necessidade
de substitutos 6sseos. O objetivo deste estudo € construir um suporte tridimensional bioativo
de Poli(acido lactico) (PLA) e fibrina celularizado para avaliar sua bioatividade, in vitro,
buscando estabelecer sua potencialidade para o uso futuro na medicina regenerativa dssea.
Para esta finalidade foram produzidos suportes de PLA, em conformacao tridimensional por
meio de uma impressora 3D pela técnica de manufatura aditiva denominada FDM (Fused
Deposition Modeling). Estes suportes foram embebidos em uma suspensdo constituida de
Plasma Rico em Plaquetas Puro - humano (PRP-Ph) e células tronco mesenquimais de
gordura infrapatelar de joelho humano (CTMGIh), sendo entdo submetidos a ativagdo
exogena por trombina e cloreto de célcio (CaCl,) para a polimerizacéo da fibrina e a formacéo
do suporte celularizado. Os suportes foram mantidos em condic¢des de cultura por 5 3 10 dias,
utilizando meio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) e antibidticos, sem
suplementacdo de qualquer outra fonte de fatores de crescimento. As analises de Microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia de fluorescéncia demonstraram que as células,
quando cultivadas no suporte tridimensional de PLA e fibrina autdloga, obtidas através do
PRP-Ph, mantiveram-se viaveis em ambos os periodos experimentais. Os resultados obtidos
sugerem gue a combinacdo de PLA e fibrina podem dar origem a um suporte tridimensional
rigido e bioativo, assegurando a manutencdo da viabilidade celular na estrutura

tridimensional, utilizando apenas os fatores de crescimento plaquetarios.

Palavras - chave: Medicina Regenerativa Ossea, Terapia Celular, Poli(Acido Lé&ctico),
Fibrina, Plasma Rico em Plaquetas Puro .



ABSTRACT

Bone regenerative medicine aims to overcome the limitations of the conventional bone repair
treatments, in attempt to develop therapeutic strategies based on materials capable of acting as
temporary substitutes for guiding and stimulating the tissue repair, in order to reduce or
eliminate the need for autologous donor tissues. The objective of this study is to evaluate the
in vitro viability of a poly (lactic acid) (PLA) and fibrin device, aiming to establish its
potential for use in bone regenerative medicine. For this purpose, three-dimensional PLA
supports were produced by Fused Deposition Modeling (FDM) additive manufacturing
technique. These supports were embedded into a suspension of human platelet rich plasma (P-
PRPh) and human Infrapatellar fat pad mesenchymal stem cells. Then, they were activated by
exogenous thrombin and calcium chloride, leading the fibrin to polymerize and the formation
of the cell loaded device. The supports were maintained in culture conditions for and 10 days.
Scanning Electron Microscopy (SEM) and fluorescence microscopy suggested the cells kept
viable in the experimental period of time. The results also suggested that the combination of
PLA with fibrin generated a support with enough mechanical properties to ensure the
cellularization within the three-dimensional structure, besides the availability of platelet
growth factors.

Key words: Bone Regenerative Medicine, Cell Therapy, Poly(Lactic Acid), Fibrin, Pure
Platelet Rich Plasma
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1. INTRODUCAO

Os o0ssos sdo estruturas altamente dinamicas, crescem, remodelam-se e mantém-se
ativos durante toda a vida do organismo. Esta potencialidade adaptativa, também denominada
plasticidade Ossea, proporciona ainda a capacidade de auto reparo em resposta a lesfes
(DIMITRIOU et al., 2011).

No entanto, existem condi¢fes nas quais as lesGes 6sseas ndo sdo capazes de se auto
regenerar, COmo nos casos em que 0 processo de regeneracao é comprometido por condicoes
bioldgicas e/ou biomecanicas desfavoraveis ou na reconstrucdo de grandes defeitos 0sseos
criados por trauma, infeccdo, tumores e anormalidades esqueléticas (LICHTE et al., 2011).

Nestas situacles, o padrdo atual de tratamento é a utilizacdo de enxerto 6sseo. Estes
enxertos podem ser classificados de acordo com sua origem em autoenxerto, aloenxerto ou
xenoenxerto. Contudo, o uso do enxerto 6sseo possui limitagcbes como a quantidade a ser
obtida, necessidade de um maior tempo operatorio, geracdo de um trauma adicional ao local
doador, risco de transmissdo de doencas, geracdo de reacdes imunoldgicas e necessidade de
um banco de ossos (SCHROEDER, MOSHEIFF, 2011).

A medicina regenerativa consiste em um conjunto de conhecimentos e técnicas para a
reconstrucdo de novos érgdos ou tecidos. Baseada nas ciéncias biomédica e engenharia de
materiais busca superar as limitagdes dos tratamentos convencionais de reparo 0sseo, tendo
como objetivo a integracdo de suportes biolégicos, células e/ou biomoléculas com a finalidade
de orientar e estimular a regeneracdo do novo tecido (OLIVEIRA, 2010; LI et al., 2015).

Os suportes bioldgicos, componente estrutural destas estratégias, seguem critérios de
concepgdo ideal incluindo o tipo de material, sua arquitetura, porosidade, quimica de
superficie, bem como resisténcia mecanica. O material precisa ser biocompativel e
biodegradavel, assim, o suporte deve servir para proporcionar uma estrutura temporaria que,
subsequentemente, degrade-se concomitantemente com a formacdo de novo tecido ao longo
do tempo (LIU etal., 2013; COX et al., 2015).

Dentre as tecnologias existentes para a producao dos suportes, destaca-se a manufatura
aditiva (popularmente denominada impressdao 3D) que pode ser definida como um processo
de fabricagdo por meio da adicdo sucessiva de material na forma de camadas, com
informacdes obtidas diretamente de uma representacdo geomeétrica computacional 3D
originado de um sistema CAD, do componente (VOLPATO, 2017).
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A vantagem desta técnica é a customizacdo dos suportes tridimensionais, altamente
porosos e com poros interconectados, podendo ser controlados, também, a topografia e a
conformacdo estrutural, com reflexo direto sobre as suas propriedades mecanicas
(BANDYOPADHYAY et al.,2015).

O poli(&cido lactico) (PLA) é um polimero sintético, biodegradéavel, biocompativel,
com boa resisténcia mecanica, plasticidade térmica e bioabsorvivel. Devido a estas
caracteristicas, vem sendo muito utilizado na medicina regenerativa para a fabricacdo de
suportes (LASPRILLA et al., 2012). Entretanto, esses polimeros apresentam alta
hidrofobicidade, bem como a falta de grupos funcionais que possam interagir com 0 meio
bioldgico, fazendo com que o PLA se mostre pouco atrativo a adesdo celular e interferindo na
viabilidade e proliferacdo celular (MUENPRASAT et al., 2010; NYANHONGO et al., 2013)

Muitas estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar a compatibilidade desse
polimero através de reagcdes para imobilizacdo quimica de macromoléculas bioativas, tais
como gelatina, quitosana, colageno e fibrina (PETRY, PRANKE, 2014).

A fibrina € uma proteina que estd envolvida no processo de coagulacdo sanguinea,
produzida por uma sequéncia de reacdes enzimaticas que converte o fibrinogénio em fibrina
(RODRIGUES et al., 2012).

O coagulo de fibrina representa uma matriz biodegradavel, biocompativel, de natureza
autdloga, apresentando-se em conformacdo tridimensional e de facil processamento,
viabilizando a obtencdo de diversas formas e tamanhos (RAJANGAM , AN, 2013). O
coagulo de fibrina pode ser produzido, in vitro, a partir do plasma rico em plaquetas, que €,
também, fonte de fibrinogénio autélogo. A formacdo do coagulo se dad com a ativacdo
exogena do fibrinogénio pela adicdo de trombina e cloreto de célcio, que culmina em
transformar o fibrinogénio em uma rede complexa de fibrina. Além disso, as plaquetas retidas
no interior do coagulo liberam fatores de crescimento, que contribuem com a neoformacao
tecidual (KHADEMHOSSEINI et al., 2006).

O coagulo de fibrina tem se mostrado um suporte promissor para a medicina
regenerativa, contudo existem desvantagens significativas, tais como, baixa propriedade
mecanica e desintegracdo progressiva do codgulo, com subsequente perda de forma e volume
antes da formacéo do novo tecido (MUNIRAH et al., 2008).

Ap0s estas consideracdes, baseado nos beneficios individuais do PLA e da fibrina,
com a associacdo de ambos, buscamos o desenvolvimento de um suporte com caracteristicas

ideais para o uso em MR éssea.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.10 OSSO

O osso é um tecido dinamico e bastante vascularizado que cresce, renova-se e mantém-se
ativo durante toda a vida do organismo sem deixar cicatriz (SOMMERFELDT, RUBIN,
2001). Sua principal funcéo é fornecer suporte estrutural para o corpo, além de servir como
reservatorio de minerais, fornecer protecéo para 6rgaos internos, abrigar elementos bioldgicos
necessarios para a hematopoiese e manter a homeostase de eletrélitos (CLARKE, 2008).

O osso é um material heterogéneo, constituido de uma matriz mineralizada, composta de
1) uma fase orgénica (principalmente colageno) responsavel pela viscoelasticidade e
resisténcia; 2) uma fase mineral composta de hidroxiapatita (Cal0 (PO4) 6 (OH) 2),
responsavel pelo refor¢o estrutural, rigidez e homeostase; 3) proteinas ndo colagenosas,
responsaveis por formar um microambiente e estimular as fungdes celulares (HENKEL,
2013).

Aproximadamente, 10% do volume total do osso € composto por células dsseas, que sdo
originadas a partir de duas linhas celulares: osteoprogenitora, ou células-tronco mesenquimais
que se diferenciarem em osteoblastos e ostedcitos; e os osteoclastos, que sdo de origem
hematopoiética (POLO-CORRALES, ESTEVER, VICK, 2014).

A funcdo dos osteoblastos esta relacionada com a formacéo do 0sso. Os ostedcitos sdo as
células mais abundantes do osso e promovem a manutencdo ao tecido, e os osteoclastos
intervém na reabsorc¢do 6ssea (BOSE et al. 2013).

Macroscopicamente, € possivel classificar o tecido 6sseo em dois tipos (Figural). O
primeiro tipo é o 0sso trabecular ou 0sso esponjoso, com 50-95% de porosidade. O segundo
tipo € 0 osso cortical ou compacto, com porosidade de 5-10% e diferentes tipos de poros.
Como citado anteriormente, 0 0sso € caracterizado por sua capacidade de crescimento,
regeneracdo e remodelamento. Seu processo de formacgdo envolve a atividade de células
tronco mesenquimais que podem se diferenciar diretamente em osteoblastos ou em
condrdcitos, que serdo posteriormente substituidos por osteoblastos (AMINI et al. 2012).

A consolidacdo 6ssea € um processo extremamente complexo e que pode ser dividido em
trés fases: inflamatoria, reparo e remodelamento (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).
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Figura 1: Corte transversal de um 0sso mostrando a estrutura interna do 0sso. O 0sso compacto denso
externo (também chamado de osso cortical) e 0 0sso interno esponjoso preenchido com espiculas
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Fonte: Adaptado de Mesher Al: Junqueira Histologia Basica: Texto e atlas, 12 edic¢do:
http/www.accessmedicine.com, Editora McGraw-Hill.

A fase inflamat6ria comeca imediatamente ap6s a fratura, com a formacgdo de um
hematoma que preenche rapidamente o intervalo da fratura, também denominado foco
fraturario. O exsudato do hematoma contém véarios mediadores inflamatorios, citocinas e
fatores de crescimento liberados pelas plaquetas, células locais, macréfagos, neutréfilos e
linfocitos (SOUSA, 2003; DYCE et al., 2004).

A regeneracdo do tecido 6sseo ndo ocorre sem a angiogénese, uma rede de capilares
neoformada no inicio do processo de reparo, necessaria para que O 0SSO possa receber
nutrientes para o desenvolvimento dos eventos celulares do processo (DYCE et al., 2004;
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

A caracteristica mais evidente nos estagios iniciais do processo de reparo € a
proliferacdo de células do peridsteo e do enddsteo préximos a fratura. Tais células séo
precursoras de osteoblastos, que posteriormente sedimentardo a substancia intercelular
(CROClI et al., 2003).

O tecido celular formado apds a fratura se diferencia em osteoblastos ou

condroblastos. Os osteoblastos depositam uma matriz intercelular de colageno e
19



polissacarideos que se torna impregnada de sais de célcio, formando o0 0sso primario que se
transforma, gradualmente, em osso maduro, com conformacdo lamelar tipica, denominado
calo 6sseo (CROCI et al., 2003; BETTI, 2004).

Este calo é posteriormente reabsorvido. Neste processo, atuam 0s osteoclastos e
osteoblastos, removendo e depositando 0sso respectivamente (SOUSA, 2003). Os
osteoclastos reabsorvem 0sso em resposta a fatores liberados por osteoblastos estimulados.
Por outro lado, a reabsorcdo Ossea libera fatores que recrutam e ativam o0s osteoblastos
(BETTI, 2004) (Figura 2).

Figura 2: Processo de reparo 6sseo. O reparo das fraturas envolve uma série de etapas progressivas:
(1) formagdo de hematoma, (2) formacdo de calo fibrocartilaginoso, (3) formagdo de calo dsseo e
(4)remodelacéo do calo 6sseo.
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Fonte: Adaptado de Mesher, Al: Jungueira Histologia Basica: Texto e atlas, 12 edi¢do:
http/www.accessmedicine.com, Editora McGraw-Hill.

2.2 ENXERTO OSSEO

Ao contrario de outros tecidos, a maioria das lesdes 0sseas é reparada sem a formagéo
de um tecido cicatricial, o 0sso € regenerado com suas propriedades pré-existentes
restauradas, restaurando sua funcgéo e estrutura originais (DIMITRIOU et al., 2011).

No entanto, em casos de grandes defeitos 6sseos, onde a quantidade de 0sso € maior
que a capacidade intrinseca de reparo, ou para reconstrucéo de grandes defeitos 6sseos criados

por trauma, infeccdo, resseccdo de tumores e/ou anormalidades esqueléticas, ou casos em que
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0 processo de regeneracdo € comprometido, incluindo os casos de necrose avascular, o
enxerto 6sseo é uma das op¢des mais utilizadas (DIMITRIOU, 2011).

Um enxerto 6sseo € definido como um material implantado que promove o reparo
0sseo isoladamente ou em combinacdo com outro(s) material(is), por meio de osteogénese,
osteoinducdo e osteoconducdo. A selecdo de um enxerto 6sseo depende de varios fatores tais
como a viabilidade do tecido, o tamanho do defeito, o tamanho do enxerto, sua forma e
volume, caracteristicas biomecanicas, 0s custos relacionados ao enxerto, questdes éticas,
caracteristicas bioldgicas e outras complicacdes associadas. Os materiais utilizados no enxerto
6sseo podem ser divididos em varias categorias de acordo com a sua origem, incluindo
autoenxertos, aloenxertos e xenoenxertos (ORYAN et al., 2014).

Atualmente os autoenxertos sdo considerados o "padrdo ouro" na reconstrucdo de
defeitos 0sseos. Também denominado como enxerto aut6logo, envolve a utilizacdo de um
0ss0 obtido a partir do préprio individuo que o recebera. Este material apresenta propriedades
osteoindutoras e osteocondutoras essenciais para a formacdo 0ssea, além de disponibilizar
fatores de crescimento e células osteogénicas sem a determinacdo de nenhuma reacdo imune.
Contudo, existem as desvantagens como possivel dor e complicacdes no local doador,
probabilidade de perda de sangue ou hematomas, infecgdes, fraturas, lesdes neurovasculares,
além disso, a disponibilidade de osso autégeno em um paciente representa um limitante
significativo (ATHANASIOU, 2010; EHRLER, VACCARO, 2000).

Os aloenxertos, 0ssos recolhidos a partir de um cadaver da mesma espécie,
representam uma alternativa para os autoenxertos, porém, também apresentam limitacGes,
como o auto custo, sdo pouco osteoindutores, com baixa propriedade mecanica, além dos
potencias riscos de infecgdes (YAZAR, 2010; MOSHIRi , ORYAN, 2012).

Nos xenoenxertos, o tecido a ser implantado é originado de uma espécie diferente da
espécie humana (bovino ou suino), que pode ser liofilizado, desmineralizado ou
desproteinizado. Sdo de facil disponibilizacdo, sdo osteocondutores, apresentam boas
propriedades mecénicas e sdo de baixo custo. Em contrapartida, apresentam uma grande
desvantagem que esta relacionada com o risco das zoonoses transmitidas dos animais para 0s
seres humanos, sendo, por este motivo, pouco utilizados. (MOSHIRI, ORYAN, 2012;
ORYAN, ALIDADI, MOSHIRI, 2013)
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2.3 MEDICINA REGENERATIVA OSSEA

Com a evolugdo acelerada da biotecnologia nas ultimas décadas do século XX, tanto ao
nivel da obtencdo de novos conhecimentos como também no aumento do numero de
processos biotecnologicos e do seu emprego na criacdo de materiais e dispositivos aplicados
nas areas da saude e da prestagdo de servicos, surge a medicina regenerativa (M.R.)
(OLIVEIRA et al., 2010).

A MR vem sendo utilizada como opcao alternativa dos tratamentos convencionais, com a
finalidade de reduzir os problemas anteriormente descritos, e é definida como a préatica de
substituir tecidos e 6rgdos danificados estimulando mecanismos intrinsecos de reparo do
corpo para reestabelecer as fungdes normais do tecido, utilizando suportes bioldgicos
associados a moléculas bioativas e/ou células tronco (SACHLOS, CZERNUSZKA, 2003;
ROSENTHAL, BADYLAK, 2016).

Trata-se de uma ciéncia multidisciplinar, que aplica principios das engenharias e das
ciéncias bioldgicas, através da combinacdo de conhecimento da fisica, quimica, engenharia de
materiais, biologia e medicina de forma integrada para alcancar o objetivo final, criar

substitutos teciduais que melhorem o reparo e a regeneragdo (O’KEEFE , MAO, 2011).

Figura 3: Estratégia da medicina regenerativa A MR é baseada na utilizacdo, de forma individual
ou associada, de: (1) suporte biocompativel que mimetize a matriz extracelular 6ssea natural,
(2) células tronco, (3) moléculas bioativas que ajudem a orientar as células para o reparo
tecidual.

Suporte
TF
) Moléculas
Células Bioativas

Fonte: AMINI et. al, 2012.
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2.3.1 O SUPORTE

A estratégia da medicina regenerativa, geralmente, tem inicio com a producdo de um
suporte, que representa uma estrutura temporaria que atua como molde de matriz extracelular,
auxiliando na proliferacdo celular e estimulando o crescimento do novo tecido (LITCHE,
2011). Além disso, atuam como modelo para a neovascularizacdo e podem participar
ativamente no processo de regeneracdo através da liberacdo de fatores de crescimento ou
diferenciacéo, presentes em sua estrutura (SALGADO, COUTINHO, REIS, 2003)

O suporte ideal deve ser (1) tridimensional e altamente poroso, com uma rede
interligada de poros para o crescimento celular e transporte de nutrientes e residuos
metabolicos; (2) deve ter propriedades de superficie que proporcionem a adesdo, migracao,
proliferacdo e diferenciacdo celular; (3) ser biocompativel, ndo induzir uma resposta imune,
(4) que seja biodegradavel com uma taxa de degradagdo controlavel para complementar a
maturacdo do tecido; (5) as propriedades mecéanicas devem ser compativeis com as do tecido
no local de implantacdo e (6) a estrutura do suporte deve ser facil e eficientemente
reprodutivel em varios formatos e tamanhos (HENKEL,2013). Outros critérios importantes na

concepcao dos suportes incluem o tipo de material e a facilidade de produgédo e manipulagéo.

0S BIOPOLIMEROS

Polimeros sdo moléculas longas, de alto peso molecular, sintetizadas a partir de varios
mondmeros de repeti¢do (PARK, et. al, 2016), formados portanto, pela unido destas unidades
repetitivas monomeéricas.

Estes materiais apresentam caracteristicas varidveis, sendo que muitos deles
apresentam boas caracteristicas de processamento, 0 que permite a producdo de pecas, custo
razodvel e disponibilidade de encontrar materiais com propriedades fisicas e mecénicas
desejadas para aplicacdes especificas. Estas caracteristicas fazem com que os polimeros sejam
utilizados com sucesso na area da saude, principalmente na producdo de dispositivos
biomédicos, materiais implantaveis, 6rgaos artificiais e na producao de suportes para 0 uso em
medicina regenerativa (PIRES, BIERHALZ e MORAES, 2015).

Para tal aplicacdo destaca-se a classe dos biodegradaveis, polimeros que se hidrolisam
e resultam em subprodutos ndo tdxicos que podem ser excretados ou absorvidos pelo
organismo (DHANDAYUTHAPANI, 2011). Por esta razdo, estes polimeros tem se mostrado
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um material eficiente para a producao de suportes biologicos para medicina regenerativa, pois
a degradacdo do suporte se da ao longo do tempo, em sincronia com a neoangiogénese, na
qual os poros e os espacos liberados pelos polimeros degradados séo preenchidos pelo tecido
recém-formado (HUTMACHER, 2012).

Os polimeros séo classificados como naturais (polissacaridos e proteinas) ou sintéticos
(ésteres, amidas, éteres, uretanos) ou de acordo com sua origem.

Os polimeros biodegradaveis naturais apresentam baixo teor imunogénico, com
potencial bioativo, capazes de interagir com o tecido hospedeiro (SALGADO, COUTINHO,
REI, 2004); os polimeros biodegradaveis sintéticos apresentam vantagens como controle da
cinética de degradagdo, podendo ser facilmente produzidos e moldados de acordo com a
necessidade da utilizacdo (PLANELL et al., 2009).

A FIBRINA

A fibrina, um biopolimero natural, é uma proteina, que em condicdes fisiol6gicas
desempenha um papel importante na hemostasia, uma vez gque em acdo conjunta com as
plaquetas, produzem um suporte tridimensional sobre o local lesionado com a finalidade de
estancar o sangramento (MOSESSON, 2005).

A matriz de fibrina é formada a partir de seu monémero, o fibrinogénio, uma proteina
soluvel, abundante no plasma. Estruturalmente € formado por duas cadeias a, duas cadeias f3
e duas cadeias y unidas por ligacdes dissulfeto. As regides C-terminais das cadeias B e vy
formam os dominios D, e as regiGes N-terminais das cadeias restantes, formam o dominio E.
Os dominios D se encontram conectados ao dominio E por dois segmentos de a-hélices
contorcidas. As regides C-terminais o sdo globulares e encontram-se ligadas ao dominio E
(BURTON et al., 2006; TSURUPA et al., 2009). (Figura 5A)

O processo de formacdo da fibrina tem inicio com a clivagem proteolitica da regido N-
terminal de a e B, pela trombina, com a liberacdo dos fibrinopeptideo A (FPA) e B (FPB).
Esta clivagem enzimatica expde as sequéncias peptidicas N-terminais das cadeias a e J,
designados por sitios "a" e "b", respectivamente, que sdo ficam disponiveis para interagir com
sitios complementares 'A' e 'B' localizados nos terminais C das cadeias respectivamente
(Figura 5B). (BROWM, 2014).
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A malha de fibrina vem sendo utilizada como selante em vérias aplica¢Ges cirlrgicas e
na utilizacdo de suportes para o uso em medicina regenerativa, podendo ser obtida

comercialmente ou de fonte autdloga.

Figura 4: Representacdo esquematica da estrutura do fibrinogénio. As cadeias o sdo mostradas em
azul, as cadeias p sdo mostradas em verde e as cadeias y sdo mostrados em vermelho. Apds ativacao
com trombina ocorre a polimerizacao da matriz de fibrina.
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Fonte: BROWN et al., 2014

Quando obtidas de fonte aut6loga, a estrutura tridimensional da malha de fibrina
proporciona a adesdo, migracdo e multiplicacdo das celulas em todo o suporte, facilitam a
difusdo de nutrientes e residuos e o desenvolvimento na neovascularizacdo, além disso,
estimula e acelera o reparo por influencia dos fatores de crescimento aprisionados no coagulo
(DE LA PUENTE, 2014)
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O POLI ACIDO LACTICO (PLA)

O PLA é um polimero sintético, sintetizado a partir do acido lactico (CH3-
CHOHCOOH), uma molécula quiral simples que existe na forma de dois enantiomeros, L- e
D-lactico, que diferem no seu efeito de luz polarizada, como mostra Figura 6 (XIAO et al.,
2012).

Figura 5: Moléculas de PLA na forma dos enantibmeros do PLLA e PDLA.
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Fonte: XIAO et al, 2012.

Sendo assim, o PLA possui dois estereoisdmeros: poli(L-acido lactico) (PLLA) e o
poli(D-&cido lactico) (PDLA), sua mistura racémica gera o poli(D,L-4cido lactico) (PDLLA)
(VERT et al, 1992). O PDLA e o PLLA séo imagens especulares um do outro, ambos
opticamente puros e semicristalinos (AURAS, 2010), enquanto o PDLLA é racémico, amorfo
e opticamente inativo (TSUJI, 1996)

A sintese do PLA pode ocorrer por diversas rotas quimicas incluindo policondensacao,
polimerizacdo direta e polimerizagdo por abertura de anel. As rotas mais utilizadas para a
producdo do PLA s&o a policondensacdo e a polimerizagdo por abertura de anel. (Figura 7)
(AVINE; KHODDAMI, 2010).

O processo de policondensacdo € realizado a vacuo, a alta temperatura e com a
utilizacdo de solventes para a extracdo de agua produzida pela reagdo de condensacdo. A
polimerizagdo via abertura de anel envolve um dimero ciclico de &cido lactico, o lactideo, na
presenca de um catalisador. Durante a sintese é possivel associar tempo, temperatura e
concentracdo do catalisador o que permite controlar as proporces e as sequéncias de

unidades de D- e L-lactico no polimero final (LOPES et al.,2014).
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O PLA ¢é um poliester hidrofdbico e hidroliticamente degradavel, gerando didxido de
carbono e agua que sdo eliminados atraves do ciclo de Krebs e na urina (LUNELLI, 2012).

Figura 6: Processos de sintese do PLA.
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Fonte: Adaptado de Auras et al., 2010.

Por apresentar caracteristicas como biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de
apresentar boa resisténcia mecanica, elevado médulo Young, elevada plasticidade térmica e
capacidade de processamento, tem sido utilizado com sucesso em aplicacbes biomédicas,
como stents, suturas cirdrgicas, placas e parafusos para fixacdo dssea craniomaxilofacial ,
parafusos de interferéncia no tornozelo, no joelho e na méo; tachas e alfinetes para
ligamentos, ancoras, gaiolas espinhais, implantes de tecidos moles, dispositivos de liberacdo
de farmacos suportes para o0 uso em medicina regenerativa (FARAH,ANDERSON,
LANGER, 2016).

Para 0 uso em medicina regenerativa, o PLA € um polimero promissor, pois é
facilmente moldavel, altamente reprodutivel e podem ser sintetizados em grandes quantidades
(CHENG et al., 2009).

Além disso, devido a sua transi¢do vitrea que varia entre 55 a 59°C é considerado
material ideal para a producgéo de suportes tridimensionais porosos utilizando a tecnologia de

impresséo 3D.
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A MANUFATURA ADITIVA

A manufatura aditiva (MA), também conhecida popularmente como impressao 3D, €
uma tecnologia que constroi objetos com ampla variedade de tamanhos, camada por camada,
feito de polimeros, ceramica, metal ou outros materiais (LIPSON, 2012). Esta tecnologia esta
sendo aplicados em uma escala de customizacao de aplicagdes médicas, incluindo proteses,
implantes, suportes para uso em medicina regenerativa e modelos anatdmicos baseados em
imagem (WONG; PFAHNL, 2014).

A MA baseia-se no (1) uso de um software de desenho assistido por computador
(Computer Assisted Design) para a criagdo de um protétipo virtual, com a geometria e
porosidade pretendidas para a construcdo do suporte; (2) a transfiguracdo do prototipo criado
em continuas camadas através de um software de execucdo assistida por computador
(Computer Assisted Manufacturing); e (3) a elaboragdo do suporte fundamentada na
concepgdo de camada por camada pela adicdo de varias porc6es de material (BOSE, 2013).

Dentre as varias técnicas existentes, destaca-se a modelagem por fusdo e deposicédo
(FDM) A tecnologia FDM adiciona material na forma de um filamento polimérico o qual é
extrudado. O principio da adicdo de material consiste na extrusdo de um filamento
termoplastico aquecido (em estado semi-liquido). A construcdo do protétipo é realizada
através do cabecote de extrusdo que se move num plano X-Y e uma plataforma que, conforme
decorrida a deposicdo de uma camada, se movimenta no eixo Z (VOLPATO et al., 2007).

A cabine da maquina é mantida sob uma temperatura inferior a do material que esta
sendo depositado, de forma que 0 mesmo endurece rapidamente ao contato com a camada
anterior. Apos esse endurecimento a plataforma é abaixada ligeiramente e o bocal de extrusao
deposita uma nova camada sobre a anterior. A plataforma é movida na direcdo do eixo Z ao
término de cada camada, deslocando-se numa distancia equivalente a espessura da mesma.
Nesta plataforma, existe uma base de poliuretano poroso rigido ou uma placa de
policarbonato que garante a planicidade da superficie e serve de ancora para a fixacdo do
prototipo (VOLPATO et al., 2007).

Dentre as vantagens desta técnica, destacam-se a rapidez de obtencdo de suportes com
geometrias complexas e a reducdo do planeamento de producdo, atraves de uma sequéncia
Unica, segundo a qual é possivel controlar dimensdes, geometria e distribuicdo dos poros,
garantindo a sua interconectividade (CHIA; WU, 2015).
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2.3.2 CELULA TRONCO MESENQUIMAL

Células-tronco sdo células indiferenciadas, sem funcéo especifica nos tecidos, capazes
de multiplicar-se mantendo- se indiferenciada por longos periodos (in vitro ou in vivo, mas
que diante de estimulos especificos podem se diferenciar em células maduras e funcionais dos
tecidos (ZAGO, COVAS, 2007). As células tronco tém a propriedade fundamental de divisdo
assimétrica , ou seja, apresentam capacidade de autorrenovacdo, capazes de se multiplicar
mantendo seu estado indiferenciado e proporcionando uma reposicao ativa de sua populacédo
de maneira constante nos tecidos; e, mais interessante ainda, sua capacidade de se diferenciar
em diversos tipos celulares, tornando-as extremamente interessantes dentro do campo da
medicina regenerativa (LEMISCHKA, 2005).

As células-tronco estdo presentes no embrido, quando sdo designadas células-tronco
embrionarias, mas podem também ser encontradas em tecidos adultos, originando as
células-tronco adultas (VOGEL, 2003).

As células tronco mesenquimais (CTMs) sdo progenitores multipotentes, isoladas a
partir de um tecido adulto e apresentam a capacidade de se proliferar e se diferenciar
preferencialmente em osteoblasto, adipdcitos e condrécitos (PITTENGER et al., 1999).

Com a finalidade de identificar as CTMs, a Sociedade Internacional de Terapia
Celular propds critérios minimos de classificacdo: (1) estas células devem ter a capacidade de
aderéncia a superficies plasticas, (2) devem expressar as moléculas de superficie CD105, CD
73 e CD 90 (tipicas de células da mesoderme) e ndo expressar CD34(marcador de
progenitores hematopoiéticos e endoteliais), CD45(marcador leucocitario), CD14 (marcadores
de monocitos e macrdéfagos), CD79a OU CDI19(marcadores de células B), (3) devem se
diferenciar, in vitro, em tecidos de origem mesenquimal (LV et al, 2014).

Estas células multipotentes podem ser isoladas de diferentes fontes, tais como medula
Ossea, tecido adiposo, corddo umbilical, sangue periférico, entre outros. Células tronco
derivadas da medula 0ssea foram isoladas e extensivamente caracterizadas, sendo as mais
utilizadas. No entanto, o procedimento de extracdo é altamente invasivo e determina elevada
morbidade aos pacientes. As CTMs isoladas a partir de tecido adiposo representam uma boa
alternativa e, recentemente, foi demonstrado que a gordura infrapatelar contém células tronco

altamente clonogénicas e com elevado potencial osteogénico (JURGENS, et al., 2009).
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2.3.3 MOLECULAS BIOATIVAS

S&o consideradas moléculas bioativas aquelas que sinalizam e modulam a atividade
celular, promovendo a viabilidade e o desenvolvimento do tecido, a adesdo celular, migracao
e diferenciagdo celular e também a sintese de proteinas. Dentre elas destacam-se 0s
horménios, as citocinas, os fatores de crescimento entre outros (MITCHELL et al.,2015).

Os fatores de crescimento (FC) sdo proteinas morfogenéticas que instruem o
comportamento das células e guiam a regeneracdo e renovacao dos tecidos. S&o proteinas
secretadas naturalmente a partir de células circulantes ou teciduais que podem interagir com a
matriz extracelular, estimulando a transducdo de sinais e desencadeando eventos como
migracao adesdo, proliferacdo e divisdo celular. Numa escala maior, essas respostas celulares,
estimuladas pelos fatores de crescimento, estdo envolvidas no desenvolvimento dos
organismos, angiogénese e reparo tecidual (MITCHELL et al., 2015).

FCs aut6logos podem ser obtidos a partir da tecnologia de plasma rico em plaquetas
(PRP). O PRP ¢é o0 aumento da concentracdo de plaquetas no plasma sanguineo. Em um
individuo normal, a quantidade média de plaquetas circulantes no sangue varia ente 150.000 a
350.000 /uL, enquanto que o PRP é frequentemente definido como pelo menos 1.000.000 de
plaquetas /pL de plasma (ARNOCZKY et al., 2011).

As plaquetas sdo fragmentos celulares, em forma de discos, anucleados, derivados dos
megacaridcitos da medula dssea. Sua estrutura € composta por citoesqueleto e filamentos de
actina e miosina. No citosol encontram-se numerosas organelas incluindo peroxissomos,
lisossomos, mitocOndrias, granulos o ¢ granulos densos (THON; ITALIANO, 2012).

Os granulos o séo considerados como os principais reservatérios bioldgicos de fatores
de crescimento, 0s quais sdo cruciais na regeneracao, cicatrizacdo e angiogénese do tecido.
Dentre inumeros fatores de crescimento nos granulos o, destacam fator de crescimento
semelhante a insulina do tipo | (IGF-I), fator de crescimento de transformagao [ tipo 1 (TGF-
B 1), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de hepatocitos
(HGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento epitelial (EGF)
e fator de crescimento fibroblastico (FGF), entre outros (ARNOCZKY et al., 2011).

Quando as plaquetas sdo ativadas, elas mudam sua conformacdo, passando a ser
esféricas, emitem pseuddpodes que promovem a agregacao plaquetaria e posterior liberagdo
do conteudo dos granulos via sistema canicular (THON; ITALIANO, 2012).
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Sendo assim, considerando as plaquetas como veiculo de armazenamento de fatores de
crescimento, o PRP tem sido considerado um 6timo estimulador no reparo de tecidos para o

uso em MR.
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3. HIPOTESE

E possivel construir de um suporte tridimensional rigido, customizavel, bioativo e
celularizado a partir da associacdo de células tronco mesenquimais adultas, filamentos de
PLA e fibrina oriunda de plasma sanguineo contendo altas concentracbes de plaquetas. Com
tais caracteristicas, essa estratégia poderia ser futuramente utilizada em medicina regenerativa

0ssea.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo desta pesquisa foi elaborar uma “prova de conceito” para um suporte
tridimensional de PLA e fibrina celularizado e avaliar, in vitro, sua viabilidade e bioatividade,
buscando estabelecer a potencialidade dessa estratégia para o uso futuro em medicina

regenerativa 0ssea.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir suportes de PLA, em conformacao tridimensional, a partir da técnica de MA
por FDM (Fused Deposition Modeling). Pretende-se obter um suporte tridimensional
rigido e com poros micrométricos interconectados;

e Produzir um suporte de fibrina a partir da técnica do Plasma Rico em Plaquetas- Puro
humano (PRP-Ph) capaz de preencher os poros de PLA e atuar como matriz de
interacdo celular que proporcione a sua manutencdo em conformacéo tridimensional;

e Ultilizar os fatores de crescimento (FC) plaquetarios, associadas ao PRP-Ph, como
fonte de fatores de crescimento para manutencdo de viabilidade, conferindo assim
bioatividade ao suporte;

e Extrair Célula Tronco Mesenquimal de Gordura Infrapatelar de Joelho humano
(CTMGIh), caracterizar e testar atividade de multilinhagem em adip6citos e
osteoblastos;

e Celularizar o suporte de PLA e fibrina com as CTMGIh a fim de avaliar, in vitro, o

potencial de viabilidade intrinseco do suporte (bioatividade).
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5. MATERIAIS E METODOS

Figura 7: Organograma representativo das etapas experimentais para obtencdo do suporte
tridimensional de PLA e fibrina bioativo celularizado.
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5.1 SUJEITOS

Para esta pesquisa, foram selecionados dois voluntarios clinicamente saudaveis. O
primeiro, um homem de 30 anos de idade, ndo fumante e que néo fez uso de medicamento nos
6 meses que antecederam a coleta do material biol6gico (sangue). O segundo, uma mulher de
35 anos, que foi submetida a um procedimento cirdrgico artroscépico do joelho como forma
de tratamento de uma les&o de menisco.

Os voluntarios submetidos a esta pesquisa assinaram Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido de acordo com as normas previstas pela CNS n° 441, de 2012 do Ministério da
Saude. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Araraquara, CEP UNIARA, sob o registro 1.438.584.

5.2 SUPORTES TRIDIMENSIONAIS DE PLA

Os suportes foram planejados e projetados utilizando o software CAD (computer
aided drawing), que possibilitou o desenho de um cilindro de 8 mm de diametro, 10 mm de
altura, com fundo solido e borda, preenchido internamente com padrdo em grade com 2mm de
distancia entre os as traves. Ap6s desenho no CAD, o arquivo da imagem foi transferido para
um outro software, denominado Slicer, que controla a impressé@o via computador, fatiando o
modelo apds definidos de pardmetros, como tipo de material, temperatura, velocidade de
impressdo, qualidade de impressdo, estrutura da peca, diametro da parede, preenchimento ou
grid (Figura 7). Apds a definicdo dos pardmetros a pega foi impressa por impressora 3D
(UP3D Plus 2- modelo 3DP-14-4) utilizando filamentos de PLA natural (MovTech).

Esses suportes tridimensionais foram produzidos em parceria com 0S
Docentes/pesquisadores Reginaldo Teixeira Coelho e Eraldo Jannone da Silva, o Doutorando
Alex Bottene e o graduando Valmir Vieira Rocha Junior, do Laboratorio de Processos
Avangados e Sustentabilidade (LAPRAS) da Escola de Engenharia da Universidade de S&o
Paulo em Séo Carlos - (EESC/USP)
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Figura 8: Planejamento computacional dos suportes de PLA. A peca foi desenhada no software CAD
(a) e transferida para o software Slicer (b). Apds definidos os pard@metros a peca é fatiada. A imagem
mostra as primeiras 11 camadas (c) e a peca finalizada com o total de 79 camadas (d).

5.3 FIBRINA RICA EM PLAQUETAS

5.3.1 PLASMA RICO EM PLAQUETAS PURO - HUMANO (PRP-Ph)

Os procedimentos para obtengdo e processamento do PRP-Ph foram realizados junto
ao Laboratério de Hematologia e Imunologia da Universidade de Araraquara - UNIARA. O
voluntario foi submetido a coleta de sangue periférico por meio de puncédo venosa realizada
por profissional biomédico devidamente habilitado, sequindo as recomendacdes da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial.

Foram colhidos 25mL de sangue do voluntario. O material foi acondicionado em 5
tubos estéreis a vacuo contendo anticoagulante (Citrato de sédio). Uma aliquota de 5 mL do
sangue total foi encaminhada ao laboratdrio de analises clinicas da Santa Casa de Araraquara

para a contagem de plaquetas, leucocitos e hemacias; os outros tubos, contendo 5 mL de
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sangue, foram inicialmente centrifugados a 400g por 10 minutos. Apos centrifugacéo, todo o
plasma foi transferido para um tubo falcon de 15 mL e submetido a centrifugacdo de 700g por
17 minutos. O péllet formado foi ressuspendido em 2mL de plasma, que passou a constituir o
PRP-Ph.

5.4 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DE GORDURA INFRAPATELAR
HUMANO (CTMGIh)

5.4.1 ISOLAMENTO DAS CTMGlIh

Durante o procedimento de artroscopia, realizado em centro cirargico, fragmentos de
gordura infrapatelar, resultantes do desbridamento do tecido foram colhidos, armazenados em
tampdo fosfato (PBS) 1X, mantidos em condi¢bes estéreis e encaminhados imediatamente
para 0 Laboratério de Ensaios Celulares e Engenharia Regenerativa da Universidade de
Araraquara - LECER/UNIARA.

As amostras de tecido foram submetidas a digestdo enzimatica através de imersdo em
solucdo contendo colagenase tipo-1 (Img/mL) (Sigma/Aldrich) e incubacdo a 37°C sob suave
agitacdo. Concluida a fase de digestdo, a colagenase foi removida através de lavagens com
PBS, seguida por duas lavagens adicionais com meio de cultivo celular Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (SIGMA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (v/v)
e 1% penicilina (10 000U)/estreptomicina (10mg). A amostra foi centrifugada a 300g por 3
minutos, para a formacdo do péllet de células. O péllet foi ressuspendido em DMEM
contendo 10% de SBF e a suspensdo acondicionada em garrafas para cultura de células de 75
cm? (KASVI) que foram, entdo, incubadas em estufa de cultura celular (Modelo - panasdnic)
a 37° C, com ar atmosférico umidificado contendo 5% de CO,. Apds 48h o meio foi removido
para o descarte das células ndo aderidas e fragmentos de matriz extracelular resultantes do
processo de digestdo enzimatica. Quando as garrafas atingiram 80% de confluéncia, as células

foram removidas com 0,25% de tripsina/EDTA (Sigma) para a realizagdo do subcultivo.

5.4.2 CARACTERIZACAO DAS CTMGIh POR CITOMETRIA DE FLUXO

Os procedimentos para a caracterizacdo das CTMGIh foram realizados no Hemocentro
de Campinas - UNICAMP, em parceria com a Prof.2 Dr.2 Angela Cristina Malheiros Luzo,
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diretora médica do Servico de Transfusdo e banco de Sangue de Corddo Umbilical e
Placentario.

A citometria de fluxo foi utilizada para caracterizacdo fenotipica das CTMGIh, de
acordo com o protocolo descrito por Dernowsek (2014). A anélise foi realizada com células
na 3% passagem e quando atingiu confluéncia, as CTMGlIhs indiferenciadas foram
caracterizadas por citometria de fluxo para avaliar a presenca de moléculas de superficie
celular CD73, CD90 e CD 31 que sdo consideradas marcadores caracteristicos de células
tronco mesenquimais. Para avaliar a possivel presenca de células tronco hematopoiéticas, foi
analisada a presenca das moléculas de superficie celular CD34 e CD45.

Um contingente celular de 1x10® CTMGihs foi incubado separadamente com 1ug de
anticorpos monoclonais, especificos para as moléculas de superficie acima citadas, 30
minutos a 4°C. Apo6s a incubacdo, as células foram lavadas com PBS e incubadas com 1pg do
anticorpo secundario por mais 30 minutos a 4°C. As células foram novamente lavadas em
PBS e, apds, fixadas em formaldeido 2%. Como controle negativo de fluorescéncia, também
foi adicionado o anticorpo secundario as células ndo marcadas com o anticorpo primario.
Células sem qualquer tipo de marcacdo foram fixadas e utilizadas para gerar o grafico de

tamanho versus granulosidade.

5.5 SUPORTES TRIDIMENSIONAIS DE PLA E FIBRINA, BIOATIVOS
CELULARIZADOS

Para a celularizagdo dos suportes tridimensionais de PLA e fibrina, os suportes de PLA
foram esterilizados com imersdo em alcool 70% por 30 minutos e submetidos a luz
ultravioleta (UV) por 6 horas, fazendo inversdo da peca a cada 1 hora.

Apos esterilizacdo as pecgas foram acondicionadas em placa de cultura de 48 pog¢os com
diametro de aproximadamente 8,4mm.

As CTMGlIhs, em cultivo foram tripsinizadas e centrifugadas a 300g por 3 minutos. O
péllet formado foi ressuspendido em 500 pL de PRP-Ph.

A ativacdo do PRP-Ph celularizado se deu com a utilizagdo com a adigdo 83uL de
trombina e CaCl, (10.000U/mL).

Sabendo-se que a polimerizacgdo da fibrina, pela acdo da solucédo de trombina e CaCls,,

se da de forma imediata, o0 PRP-Ph celularizado e a referida solucdo de ativagdo foram
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adicionados simultaneamente sobre o suporte de PLA, almejando a celulariza¢do por toda a

estrutura tridimensional.

Os suportes foram mantidos em condigOes ideais de cultivo, com a isengdo de SFB,
nos periodos experimentais de 5 e 10 dias, sendo realizada a troca do meio de cultivo a cada
48 horas.

Figura 9: Representacdo ilustrativa da celularizacdo do suporte de PLA e fibrina. A estrutura
tridimensional de PLA foi acondicionada em placa de cultura. Um contingente celular de
aproximadamente 1x10° foi suspendido no PRP-Ph. Foi preparada uma solucéo de trombina e cloreto
de célcio. E ambas, as solucdes, foram adicionadas simultaneamente sobre o suporte de PLA.

PRP + Trombina +
CTMGIh CaCl2

55.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO SUPORTE POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A caracterizacdo morfologica do suporte foi obtida por MEV (XL50, Philips). Estas
analises foram realizadas junto ao Laboratério de Polimeros e Materiais de Fontes
Renovaveis- LPMFR, do Departamento de Engenharia de Materiais — SMM, Escola de
Engenharia de S&o Carlos — EESC, Universidade de S&o Paulo — USP.

Para tal andlise, os suportes foram fixadas com glutaraldeido (2,5%) durante 40 min
em temperatura ambiente e desidratados em sequéncia de alcool nas concentragdes de 50%,
70%, 90% e 100%, mantidas por 15 minutos em cada concentragdo por 2 vezes. ApoOs
desidratagdo as amostras foram revestidas com carbono (Q150R Quorum Technologies) e

analisadas por MEV.
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5.6 BIOATIVIDADE DOS FATORES DE CRESCIMENTO PLAQUETARIOS

Para avaliar a bioatividade, in vitro, dos FC plaquetarios disponibilizados pela ativagdo
do L-PRPh concomitantemente a polimerizacdo da fibrina, foram preparados dois grupos
experimentais distintos. No primeiro grupo os suportes tridimensionais de PLA e fibrina
foram produzidos a partir do fibrinogénio aut6logo, obtido pela técnica do L-PRPh. No
segundo grupo os suportes tridimensionais de PLA e fibrina foram produzidos com a
utilizacdo de fibrinogénio comercial (Beriplast® P).

Ambos os suportes foram celularizados e mantidos em condicgdes ideais de cultivo, com
isencdo total de fatores de crescimento oriundo de SFB, nos periodos de 5 e 10 dias de
cultivo.

A potencialidade dos fatores de crescimento plaquetarios, em relacdo a manutencéo da

viabilidade celular, foi avaliada utilizando andalises de microscopia de fluorescéncia.

5.6.1 CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Os procedimentos para a caracterizacdo dos suportes por meio de microscopia de
fluorescéncia foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCAR, em parceria com a Prof? Dr?
Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo.

Para estas analises as amostras foram fixadas de acordo com o protocolo descrito
acima. Apos fixacdo, as células foram marcadas com DAPI (4', 6-diamidino-2-fenilindole),
um corante fluorescente especifico para marcacdo de ndcleos celulares por 10 minutos.

Para a caracterizagdo por microscopia de fluorescéncia foi utilizado o sistema de

imagem ImageXpress (Molecular Devices) utilizando o0 software Metaxpress.
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6. RESULTADOS

6.1 SUPORTES TRIDIMENSIONAIS DE PLA:

Considerando a tecnologia da impressao tridimensional pelo método FDM, as pecas,
quando extrudadas, tendem a possuir filamentos finos depositados de maneira homogénea,
camada por camada, formando uma estrutura bem definida. Embora o resultado da impresséo
tenha gerado suportes que apresentavam elevado grau de porosidade, ndo se obtinha o padréo
desejavel de interconeccdo dos poros. Sendo assim, e conhecendo-se a influéncia dos
parametros de operacdo da impressora, optou-se pelo aumento da velocidade padrdo de
impressao. 1sso permitiu a obtencdo de uma peca com deposicao aleatoria e desorganizada
dos filamentos, oque proporcionou uma estrutura com porosidade micrométrica e poros
interconectados, mimetizando fielmente o tecido dsseo trabecular (Figura 9).

Figura 10: Representagdo do planejamento computacional dos suportes tridimensionais de PLA (A e

B). Suportes de PLA impressos de acordo com o planejamento computacional (C e D) e 0s suportes
impressos com 0 aumento da velocidade de impresséo (E e F).
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A analise macroscopica dos suportes tridimensionais de PLA evidenciou uma
estrutura aberta, com poros de dimensbes variadas e interconectados. A caracterizacao
microscopica realizada pela microscopia eletronica de varredura demonstrou uma estrutura
com elevado grau de porosidade, com poros com dimensGes micrométricas heterogéneas e
interconectados em todo suporte. Evidenciou-se ainda a heterogeneidade na espessura,
conformacao e relevo de superficie dos filamentos (Figura 10).

Figura 11: Caracterizagdo macro (A) e microscopica através de MEV (B) dos suportes
tridimensionais de PLA, demonstrando a alta porosidade no interior do suporte além de evidenciar os
poros interconectados.

HFW [mode ]| dwell [spot| W
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6.2 FIBRINA RICA EM PLAQUETAS.

6.2.1 PLASMA RICO EM PLAQUETAS PURO HUMANO (PRP-Ph):

A quantificagdo do contingente de plaquetas, leucocitos e hemacias no plasma
sanguineo, fracionado e utilizado para a producdo da fibrina dentro do suporte de PLA,
constituiu uma etapa essencial, considerando o objetivo de utilizar os FC produzidos e
liberados pelas plaguetas concomitante a ativagdo da polimerizacdo da fibrina. Os resultados
de referéncia e a contagem de células no sangue e no plasma sanguineo apds fracionamento

por centrifugacéo séo descritos na tabela 1.
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A contagem de células do sangue total foi compativel com os valores de referéncia de
um individuo saudavel em relagdo a quantidade de leucocitos e hemacias. Contudo, o0 nimero

de plaguetas apresentou-se ligeiramente inferior ao valor limitrofe inferior de referéncia.

Tabela 1: Valores de referéncia de Leucocitos, Heméacias e Plaquetas no sangue total e valores
referentes a quantificacdo dessas células no sangue total e no plasma fracionado ap6s protocolo de
centrifugacéo.

Valores de referéncia Sangue Total Plasma sanguineo
(x103/uL) (x103/uL) (x103/uL)
Leucocitos 4-11 3,87 0,12
Hemacias 4.500 - 6.100 5.190 90
Plaquetas 150 — 400 145 986

Depois de realizado o protocolo de centrifugacédo, foi possivel observar uma reducédo
de 32 vezes no numero de leucdcitos e aproximadamente 57 vezes no niumero de hemacias no
plasma quando comparados com os valores estabelecidos no sangue total. Em relacdo as
plaguetas, houve um aumento de 7 vezes quando estabelecida a mesma comparacdo. Diante
desses valores, foi possivel confirmar a obtencdo dos critérios de especificacdo compativeis
com um PRP-P.

6.3 CELULA TRONCO MESENQUIMAL DE GORDURA INFRAPATELAR
DE JOELHO HUMANGO.

6.3.1 ISOLAMENTO DAS CTMGIh

Apbs transcorrido o periodo estabelecido de adesdo do contingente mesenquimal,
observou-se, pela microscopia Otica, uma cultura heterogénea, composta por células aderidas
na superficie da garrafa de cultivo, células ndo aderidas e particulas lipidicas como
sobrenadante no meio de cultivo. Fez-se, entdo, a troca do meio, 0 que proporcionou a
remocdo das células ndo aderentes e das particulas lipidicas, resultando em uma cultura
homogénea, constituida apenas por células aderidas, com formato fusiforme e dispersas por
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toda extensdo da garrafa de cultivo (Figura 11). Tais caracteristicas morfoldgica foram

mantidas durante todo o periodo de cultivo.

Figura 12: Representagdo fotogréfica das CTMGIh, aderidas a garrafa de cultura, com formato
fusiforme (100x).

6.3.2 CARACTERIZACAO DAS CTMGIh.

O ensaio de citometria de fluxo realizado com as células isoladas da gordura
infrapatelar de joelho humano demonstrou que um elevado percentual de células que
constituiam o contingente analisado expressava os marcadores de superficie compativeis com
células tronco mesenquimais (CD90, CD73 E CD31) e ndo expressava 0s marcadores
referentes ao perfil genotipico de células tronco hematopoiéticas (CD 34 e CD 45). Tais
resultados confirmam que os processos de extracdo e isolamento realizados nessa pesquisa

proporcionaram a obtencdo de um contingente de células tronco mesenquimais.
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6.4 SUPORTE TRIDIMENSIONAL CELULARIZADO DE PLA E FIBRINA

A analise macroscopia do suporte apés ativacdo do PRP-Ph celularizado revelou uma
polimerizacdo instantanea da fibrina, oque determinou uma matriz de preenchimento dos
poros existentes na configuracéo tridimensional do suporte de PLA (Figura 12).

Figura 13: Andlise macroscépica de suportes de PLA. A esquerda observa-se um suporte

tridimensional de PLA (A) e a direita um suporte tridimensionalde PLA preenchido com a matriz de
fibrina apos polimerizagéo (B).

A caracterizagdo estrutural por MEV demonstrou o preenchimento dos poros do suporte
tridimensional de PLA pela matriz de fibrina, que exibiu uma organizagdo reticulada. Foi possivel
observar ainda o revestimento e a ancoragem da matriz dessa na superficie das fibras de PLA

extrudadas (Figura 13).

6.5 CELULARIZACAO DOS SUPORTES TRIDIMENSIONAIS DE PLA E
FIBRINA

Atraves das analises por MEV foi possivel observar o contingente celular imerso e
aleatoriamente distribuido pela matriz de fibrina do suporte. Foram identificadas células de
diferentes tamanhos e morfologias oriundas do plasma que constituia o PRP-Ph. Foram
identificadas células de formato arredondado, morfologia biconcava e tamanho de

aproximadamente 7 um compativeis com as caracteristicas de hemécias (seta vermelha);
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células arredondadas, com superficie irregular e dimensdes entre 5 e 10 um que sdo
compativeis com leucdcitos (seta preta); células arredondadas e com dimensGes
proporcionalmente reduzidas variando entre 1 e 1,5 um compativeis com plaquetas inativas
(seta branca); pequenos aglomerados multilobulados, com sugestivos pseuddpodes, que
correspondem a morfologia de plaquetas ativadas ( setas amarelas). A presenca dessas células
corrobora com o previsivel processo de ativacdo plaquetaria, incitada pela ativacdo da solucéo
de cloreto de calcio de trombina, que proporcinou tanto a conversdo do fibrinogénio, e
consequente polimarizacdo da fibrina gerando a matriz, como a liberacdo de biomoléculas

pelo fendmeno de degranulagdo plaquetaria (Figura 14).

Figura 14: Fotomicrografias obtidas por MEV demonstrando a estrutura interna do suporte
tridimensional de PLA (A) e o suporte tridimensional de PLA e fibrina (B).

Além da identificacdo do contingente celular hematogénico, foi possivel identificar,
tanto pelos métodos de MEV como microscopia por fluorescéncia, aglomerados
multicelulares, em conformacéo tridimensional esferiodal dispersos e imersos na matriz de

fibrina do suporte (figura 15).
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Figura 15: Fotomicrografia obtida por MEV demonstra células com diferentes dimensdes e
morfologia circundadas ela matriz de fibrina. Células arredondadas e de superficie irregular sugerem
a presenca de leucocitos (seta preta). Células arredondadas com centro abaulado indicam a presenca de
hemécias (seta vermelha). Pequenos aglomerados multilobulados, com possiveis pseuddpodes
sugerem a presenca de plaquetas ativadas (setas amarelas) e pequenas estruturas arredondadas,
sugerem a presenca de plaquetas (seta branca).

o
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6.6 BIOATIVIDADE DO SUPORTE TRIDIMENSIONAL DE PLA E FIBRINA.

A bioatividade dos suportes, atribuida a disponibilidade de FC decorrente do evento
de degranulagdo pds ativacao plaquetéria, foi demonstrada pela presenca de células viaveis
nos suportes nos periodos de 5 e 10 dias de cultivo.

As anélises evidenciaram a presenca de nucleos celulares com aspecto de integridade
estrutural nos suportes onde os suportes de PLA e fibrina foram produzidos a partir do PRP-
Ph, em ambos os periodos experimentais. Em contrapartida, as analises referentes aos
suportes produzido com PLA e fibrinogénio comercial demosntraram auséncia das células nos

diferentes tempos de experimento (Figura 16).
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Sugerindo assim, que a manutengé@o da viabilidade celular se deu com os fatores de

crescimento plaquetario nos suportes produzido com o PRPh.

Figura 16: Fotomicrografias obtidas por MEV demonstram aglomerados multicelulares (A). Essas
estruturas, de morfologia ovalada sugerem a presenca de CTMGIh aderidas a matriz de fibrina (B). As
andlises obtidas por microscopia de fluorescéncia confirmam a presenca das células aglomeradas ap6s
utilizacdo de marcadores de nucleo (DAPI), em 40x de aumento, com barra de escala de 45nm (C) e
100x de aumento e barra de escala de 100nm (D).
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Figura 17:As analises obtidas por microscopia de fluorescéncia demonstraram que 0s suportes de
PLA e fibrina produzidos a partir do PRP-Ph mantiveram a viabilidade celular nos periodos de 5 (A) e
10 (B) dias experimentais. Em contrapartida, ndo foram encontradas células nos suportes de PLA e
fibrinogénio comercial nos mesmo periodo experimental 5(C) e 10 (D) dias.

.
.
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7. DISCUSSOES

A medicina regenerativa tem como proposta a utilizacdo de um suporte, associado a
moléculas bioativas e/ou células tronco mesenquimais, capaz de sediar, guiar, induzir e/ou
potencializar processo de reparo do tecidual, almejando, assim, uma alternativa mais
vantajosa em relacdo aos enxertos utilizados convencionalmente (ORYAN et al., 2014).

O grande desafio cientifico na medicina regenerativa, destinada ao desenvolvimento
de estratégias para o tratamento de defeitos dsseos, € a producdo de um substituto tecidual
(suporte), biocompativel, rigido e que apresente propriedades osteogénica, osteoindutora e
ostocondutora similares as apresentadas pelos enxertos autélogos. Contudo, estudos pré-
clinicos demonstram que grande parte das propostas dos suportes produzidos ndo apresenta
todas as propriedades desejadas, acima citadas (SZPALSKI et al., 2012).

O presente estudo desenvolveu uma “prova de conceito” para a producdo de um
suporte tridimensional rigido, customizavel (com poros microscépicos e interconectados)
celularizado e bioativo.

O PLA vem sendo muito utilizado nas aplicagcdes biomédicas, e tem tido destaque na
aplicacdo para a producdo de suportes tridimensionais para 0 uso em medicina regenerativa
Ossea por ser biocompativel e possuir uma cinética de degradacdo controlada (PAWAR,
2014). Além disso, sua propriedade termopléstica, com elevado médulo de elasticidade e
temperatura de transicao vitrea relativamente baixa, possibilita o processamento pela MA pela
utilizacdo da técnica de FDM (SERRA et al., 2013). Essa técnica permite a confeccdo de
suportes tridimensionais porosos, interconectados entre si, que constituem uma caracteristica
essencial para os processos de neoangiogénese e osteointegracao. Possibilita também, definir
0 tamanho e a forma da construcdo, podendo criar pecas customizadas de acordo com a
necessidade individual de cada caso ou aplicagdo (RODRIGUES et al., 2016; WOODRUFF
etal., 2013).

A utilizacdo do PLA, considerando suas favoraveis propriedades mecénicas e de
processamento, proporcionou uma estrutura tridimensional de suporte rigida capaz de servir
como ancoragem para a matriz de fibrina e, consequentemente, para abarcar o contingente
celular. A técnica de manufatura aditiva proporcionou a obtencdo de uma estrutura
tridimensional, trabecular, com elevado grau de porosidade e conformacdo similar as
caracteristicas microestruturais do osso esponjoso. A flexibilidade desta técnica permitiu a

obtengdo de poros interconectados e de tamanhos variados dentro das dimensdes para a
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migracdo celular, possibilitando a transferéncia de oxigénio e nutrientes para as células do
suporte, além de permitir a migracdo celular necessaria para o0 processo de neovascularizagéo
e repovoamento de enxerto. Em contrapartida, as alteragdes nos parametros de impressao que
proporcionaram a inteconectividade dos poros, comprometeram, nesta proposta a capacidade
de customizacdo das pecas, uma vez que o formato final do suporte ndo correspondeu ao
planejado. Sendo assim, ressalta-se a importancia do planejamento computacional para a
obtencdo dos suportes tridimensionais utilizando a técnica de MA, que possibilite a
preservacdo da microarquitetura interna mantendo a conformagao macroscopica planejada.

A fibrina, um polimero naturalmente utilizado pelo corpo como suporte temporario
para regeneracdo e cicatrizagdo de tecidos (KAWASE, 2015), tem sido utilizada como um
biomaterial eficaz na producdo de suportes para o uso em medicina regenerativa de varios
tecidos. Dentre suas vantagens destaca-se a capacidade de mimetizar a matriz extra celular,
quando utilizada na conformagéo de malha. (BROWN, BARKER, 2014).

Uma das fontes de obtencdo dessa matriz é o plasma rico em plaqueta que apos
ativacdo com trombina eou cloreto de célcio, além de resultar em uma malha tridimensional
apresentam uma vantagem adicional, aprisionam nesta trama plaquetas e moléculas que
disponibilizaram fatores de crescimento, enzimas e citocinas que podem beneficiar a
proliferacdo, a migracdo diferenciacdo celular, acelerando e ou melhorando a qualidade do
processo de reparo tecidual. (DE LA PUENTE, LUDERNA, 2014; YIN et al., 2016).

Segundo De Long e colaboradores (2012) o PRP pode ser classificado levando em
consideracdo a concentracdo de plaquetas no plasma apos centrifugacdo, a concentracdo de
células branca e o método utilizado para a ativacdo plaquetaria (endégena ou exdgena),

O protocolo experimental de fracionamento de sangue para a obtencdo do PRP desse
estudo se mostrou eficiente, considerando a elevada taxa de concentracdo de plaquetas (7x a
concetracdo plaquetaria do sangue basal, atingindo aproximadamente 1x10° plaquetas/pL) e a
baixa concentracdo de leucdcitos. De acordo com a classificagdo do PRP proposta por
DeLong (2012), foi obtido um plasma rico em plaquetas puro (PRP-P).

A utilizacdo da técnica do PRP-P, apos ativacdo com trombina e cloreto de célcio,
resultou na formacgdo de uma matriz tridimensional reticulada, com interacdo e conformagéo
delimitada pelo suporte de PLA, capaz de aprisionar o contingente celular hematogénico e
mesenquimal. Supde-se que a estratégia de utilizacdo da fibrina obtida por meio da ativagéo
do PRP-P, além de mimetizar a matriz extracelular bioldgica natural capaz de favorecer 0s

eventos celulares de reparo, disponibilizou diversas biomoléculas, entre elas os fatores de
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crescimento VEGF, PDGF, TGF, EGF, IGF, entre outros. S&o fortes os indicios de que esses
fatores, provenientes do evento de degranulacdo das plaquetas pés ativagdo, tenham sido
capazes de manter a viabilidade das celulas durante os periodos experimentais estabelecidos.
Cogita-se, ainda, a possibilidade desses FC poderem contribuir com o processo de reparo
numa eventual condigéo in vivo.

Apesar das inimeras vantagens de se utilizar a estratégia de obtencdo de uma matriz
de fibrina por uma via aut6loga, vale a pena ressaltar a desvantagem desse material quando se
consideram as propriedades mecanicas, em especial considerando o tecido 6sseo. Por este
motivo, foi proposta a associagdo com o suporte tridimensional de PLA. Sendo assim, 0
suporte de PLA ficou responsavel pela constituicdo de uma estrutura tridimensional rigida de
sustentacdo enquanto a matriz de fibrina responsavel pela constituicdo de uma matriz de
interacdo celular, com acbes complementares de bioatividade, supostamente capaz de
favorecer a adesé&o, proliferagdo, migracéo e diferenciacédo celular.

Baseados nas vantagens e desvantagens do PLA e da fibrina, pesquisadores tem
produzido suportes combinando estes materiais. Os resultados obtidos demonstram que a
utilizacdo do PLA aumentou as propriedades mecéanicas e a matriz de fibrina possibilitou a
adesdo e proliferacdo celular (ZHAO et al., 2009; RIGOGLIUSO et al., 2014; GAMBOA
MARTINEZ et al., 2013). Em contrapartida, tais propostas ndo exploraram o potencial
bioativo da fibrina quando se utiliza o PRP-P.

As CTM tém sido amplamente exploradas e sdo consideradas como oportunidade de
abordagem terapéutica celular multifuncional. Devido ao seu potencial de diferenciacao
multilinhagem; de agdo imunossupressora; baixo grau de imunogenicidade e relativa
facilidade de extracdo, isolamento e crescimento em cultura, sdo potencialmente capazes de
contribuir com o processo de reparo de tecidos como 0sso, cartilagem ligamento, tendao e
gordura. Estas células podem ser obtidas de diversas fontes, incluindo medula dssea, tecido
adiposo, polpa dentéria, entre outros (FERRERO, 2016).

As CTMGIh utilizadas nesse estudo, mantiveram a conformagdo tridimensional
guando aderidas a matriz de fibrina. Essa caracteristica determina as CTM um perfil
fenotipico e genotipico similar as condigdes fisioldgicas dos tecidos e pode influenciar nas
acoes celulares durante o processo de reparo tecidual ( CESARZ, TAMAMA, 2016).

Considerados conjuntamente, os resultados permitem afirmar que a associagdo do

suporte polimérico de PLA a matriz de fibrina aut6loga, oriunda da ativacdo do PRP-Ph,
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proporcionou as células um ambiente tridimensional bioativo para a manutencdo da
viabilidade das CTMGIh, conferindo viabilidade & prova de conceito proposto nessa pesquisa.

Novas pesquisas precisam ser realizadas para complementar os resultados aqui
alcancados a fim de contribuir com o desenvolvimento cientifico e tecnolégico para utilizacéo

de suportes tridimensionais customizaveis bioativo em medicina regenerativa 0ssea.
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8. CONCLUSOES

e Os suportes tridimensionais de PLA, obtidos a partir da técnica de manufatura aditiva,
por FDM, proporcionaram a obtencdo de uma estrutura rigida e com organizacéo
microestrutural similar ao osso trabecular;

e A utilizacdo da técnica de PRP-Ph viabilizou a obtencéo de uma matriz reticulada de
fibrina responsavel pela manutengdo da conformacéo tridimensional e da viabilidade
do contingente celular no interior do suporte;

e O processo de extracdo e isolamento das células da gordura infrapatelar de joelho
humano foi eficiente no estabelecimento de uma cultura de células tronco
mesenguimais adultas humanas;

e O suporte tridimensional bioativo de PLA e fibrina, celularizado com CTMGIh,
constitui um conceito vidvel para futura utilizacdo em medicina regenerativa 6ssea;

e Novas pesquisas precisam ser conduzidas para dar continuidade ao desenvolvimento
cientifico e tecnolégico do conceito apresentado nessa pesquisa. Isso sera
indispensavel para que a utilizagdo de suportes tridimensionais celularizados bioativos

se tornem uma realidade eficiente e segura dentro da medicina regenerativa.
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