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A engenharia de tecidos ¢ um campo em crescimento para a regeneracao de defeitos
Osseos, com potencial para superar as limitacdes das técnicas de enxertia 0ssea existente
atualmente. As células estromais mesenquimais tém demonstrado grande potencial de uso
neste campo devido a sua multipoténcia. Essas células secretam uma gama de citocinas e
fatores de crescimento estimulando células vizinhas no crescimento e reparo dos tecidos.
Diversos tipos de matrizes para sustentacdo das células estromais mesenquimais tém sido
desenvolvidos, tendo o uso do &cido hialurdnico apresentado resultados promissores.

Desta forma, a presente pesquisa tem por objetivo avaliar in vitro a influéncia da
matriz de acido hialurdnico de baixo peso molecular (AH-BP) e de alto e baixo peso
molecular (AH-ABP) combinados no mecanismo pardcrino das células estromais
mesenquimais derivadas do tecido adiposo, diferenciadas ou ndo em osteoblastos.

As células estromais foram isoladas do tecido adiposo de ratos Lewis, expandidas e
caracterizadas. Foi realizado o ensaio de citotoxicidade, através do teste MTT para avaliar a
viabilidade celular na presenca dos 4cidos hialurdnicos. Para avaliagdao da dosagem de fatores
de crescimento foi realizado o ensaio ELISA. As células na 4* passagem foram semeadas em
placas de 6 pocos, em triplicata, cultivadas por 30 dias em estufa umidificada a 37°C e 5%
de CO; na atmosfera, e divididas em 6 grupos: (G1) ASC; (G2) ASC + AH-ABP; (G3) ASC
+ AH-BP; (G4) OSTEO:; (G5) OSTEO + AH-ABP; (G6) OSTEO+ AH-BP. As ASCs foram
cultivadas em meio completo por 27 dias, nos grupos 2 e 3 foi acrescido o AH respectivo e
mantidas por mais 3 dias. As células OSTEO foram cultivadas em meio de diferenciagdo
osteogénico por 27 dias, nos grupos 5 e 6 foi acrescido o0 AH e mantidas por mais 3 dias.

Os resultados obtidos demonstraram que os maiores valores de secrecao de fatores de
crescimento ocorreram no grupo das ASCs em meio completo e, destas, quando acrescentado
o AH-ABP. Apds 27 dias em meio osteogénico, as células diferenciadas em osteoblastos
apresentaram valores baixos de secrecdo dos fatores de crescimento. O uso de AH-BP teve
baixa expressdo, em relagdo a osteoindugdo dos fatores, quando comparado com o uso de
AH-ABP. De acordo com os resultados, as células diferenciadas secretaram menos fatores
do que as ASCs, com diferenga estatistica significativa.

A expressdo de VEGF, FGF e BMP-2 foram significativamente maiores nas ASCs e
ASCst+AH-ABP. O fator de crescimento IGF-1 apresentou a sua maior expressao no grupo
ASC+AH-BP, com diferenga significativa dos demais grupos.

Verificou-se que pareceu ser mais favoravel o uso de células indiferenciadas em um
futuro composto celular do que o uso dessas células ja diferenciadas em osteoblastos.
Periodos avancados de diferenciagdo pareceram levar a reducdo da osteoindugdo. A partir
deste estudo observamos que a matriz de AH-ABP juntamente com ASCs tem potencial para
influenciar positivamente no reparo do tecido dsseo através de uma maior secre¢ao de fatores
de crescimento osteogénicos, comparado com o uso da outra matriz de AH-BP.

Palavras-chave: Engenharia Tecidual. Células Mesenquimais Estromais.
Regeneragdo Ossea. Acido Hialuronico. Comunicagio Paracrina.

ABSTRACT

Tissue engineering is a growing field for the regeneration of bone defects, with
potential to overcome the limitations of bone grafting techniques currently available.
Mesenchymal stromal cells have demonstrated great potential for use in this field because of
their multipotency, these cells secrete a range of cytokines and growth factors stimulating



neighboring cells in tissue growth and repair. Several types of matrices for the support of the
mesenchymal stromal cells have been developed, and the use of hyaluronic acid presented
promising results.

The present research aimed to evaluate in vitro the influence of the matrix of low
molecular weight hyaluronic acid (AH-BP) and high and low molecular weight (AH-ABP)
combined in the paracrine mechanism of the mesenchymal stromal cells derived from
adipose tissue, differentiated or not in osteoblasts.

Stromal cells were isolated from the adipose tissue of Lewis rats, expanded and
characterized. The cytotoxicity assay was performed through the MTT test to evaluate cell
viability in the presence of hyaluronic acids. For the evaluation of the dosage of growth
factors, an ELISA assay was performed. The cells in the 4th passage were seeded in 6-well
plates, in triplicate, grown for 30 days in a humidified oven at 37 © C and 5% CO?2 in the
atmosphere, and divided into 6 groups: (G1) ASC; (G2) ASC + AH-ABP; (G3) ASC + AH-
BP; (G4) OSTEO; (G5) OSTEO + AH-ABP; (G6) OSTEO + AH-BP. The ASCs were
cultured in complete medium for 27 days, in groups 2 and 3 the respective AH was added
and maintained for a further 3 days. OSTEO cells were cultured in osteogenic differentiation
medium for 27 days, in groups 5 and 6 the HA was added and maintained for a further 3 days.

The results showed that the highest values of growth factor secretion occurred in
the group of ASCs in complete medium and of these, when AH-ABP was added. After 27
days in osteogenic medium, the cells differentiated into osteoblasts had low levels of
secretion of growth factors. The use of AH-BP had low expression in relation to
osteoinduction of the factors, when compared with the use of AH-ABP. According to the
results, the differentiated cells secreted fewer factors than the ASCs, with significant
statistical difference.

Expression of VEGF, FGF and BMP-2 was significantly higher in ASCs
and ASCs + AH-ABP. The IGF-1 growth factor presented the highest expression in
the ASC + AH-BP group, with a significant difference in the other groups.

It was found that the use of undifferentiated cells in a future cell compound
appeared to be more favorable than the use of these already differentiated cells in
osteoblasts. Advanced periods of differentiation seemed to lead to reduced
osteoinduction. From this study we observed that the AH-ABP matrix together with
ASCs has the potential to positively influence bone tissue repair through increased
secretion of osteogenic growth factors, compared to the use of the other AH-BP
matrix.

Key-words: Tissue Engineering. Mesenchymal Stromal Cells. Bone Regeneration.
Hyaluronic Acid. Paracrine Communication.
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1 INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 REGENERACAO OSSEA ALVEOLAR

O osso alveolar ¢ uma estrutura anatdmica que cerca os dentes, formando os
alvéolos dentarios, sendo um dos trés tecidos que suportam o 6rgdo dental, juntamente do
ligamento periodontal € do cemento. ! A presenga ou manuten¢do desta estrutura é
dependente da presenca dos dentes, logo, com a perda dos mesmos, a necessidade deste
tecido é perdida, ocorrendo sua reabsor¢do progressiva com o tempo. 2* A altura e largura
do rebordo alveolar ¢ determinante para a estabilidade de proteses removiveis e também para
a instalacdo de implantes dentarios de titdnio. A falta de volume 6sseo vertical e horizontal
restringe a instalagdo dos implantes, sendo imprescindivel a manuten¢do de uma quantidade
suficiente de osso alveolar para o sucesso do tratamento. >* O tecido 6sseo é bastante
vascularizado e tem capacidade de crescimento, regeneracido e remodelagao,
sendo considerado um tecido dindmico e capaz de responder a uma multiplicidade
de estimulos, podendo ser esses estimulos metabdlicos, fisicos ou enddcrinos.® A
correcao de defeitos dsseos, principalmente defeitos criticos, permanece um desafio clinico
atualmente, tendo sido desenvolvidos diversos procedimentos de enxertia 6ssea com intuito
de reestabelecer o tecido perdido para reabilitagdo oral do paciente. ® 7> ® O rebordo alveolar
pode ser reabilitado com procedimentos de enxertia de origem autdgena (doador do tecido €
o proprio paciente), aldgena (doador ¢ da mesma espécie, porém de carga genética diferente),
xenogena (doador de espécie diferente) ou uso de materiais aloplasticos (materiais
sintéticos). ¢

O enxerto 0sseo autdgeno ¢ considerado o “padrdo ouro” por ser o Unico a possuir
as propriedades ideias de: osteogénese (presenca de células osteoprogenitoras), osteoinducao
(através de fatores de crescimentos) e osteoconducdo (possuir uma matriz porosa
tridimensional). No entanto, sua utilizacdo ¢ limitada pois necessita de areas doadoras
(normalmente a crista iliaca) o que causa grande morbidade e complicagdes do local, como:
infeccdo, hematomas, dor e edema. Além de ser um procedimento de alto custo e com
disponibilidade limitada de material, tendo, em alguns casos, possibilidade de ndo oferecer o

resultado ideal esperado. °> Os enxertos alogenos sdo doados por um individuo da mesma
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espécie do doador, normalmente cadaveres. Estes enxertos sdo associados com o risco de
desenvolver reacdes imunoldgicas e de transmitir infeccdes, ja& que sdo removidos de
individuos com carga genética diferente e, para tal, deve-se realizar um procedimento de
descontaminacdo do material, que por vezes acaba ndo sendo suficiente para remocao de
bactérias e corpos estranhos. Esse tipo de enxerto ainda tem a propriedade de osteoinducao
reduzida e ndo apresenta nenhum componente celular, visto que as regides doadas sdo

10 Enxertos xendgenos e alopldsticos sdo apenas

desvitalizadas por irradiagdo.
osteocondutores, possuem o inconveniente de requererem um maior tempo de cicatrizacao
para uma formacao 6ssea adequada e nao apresentam células osteogénicas ou capacidade de
osteoindugdo. >3 11

O substituto 6sseo ideal deveria ter um suprimento sanguineo ilimitado, nenhuma
morbidade no local doador, ndo causar resposta imunologica, ndo ter risco de transmissao de
doengas, ser altamente eficaz na promog¢do da regeneracdo Ossea, ter uma excelente

propriedade de manipulagdo, vida util adequada e ter um bom custo-beneficio '!.

1.2 ENGENHARIA TECIDUAL

O desenvolvimento de um método alternativo as técnicas de enxertia Ossea
tradicionais parece ser interessante atualmente, visando um material ideal com a capacidade
de osteogénese dos enxertos autdgenos, porém sem a morbidade associada aos mesmos.
Neste sentido, uma alternativa promissora ¢ a engenharia de tecidos, um campo em
desenvolvimento que tem como objetivo regenerar tecidos lesionados ao invés de substitui-
los, e desenvolver substitutos biologicos que restaurem, mantenham e melhorem a funcao
tecidual.!> Para tanto, como ferramentas essenciais na engenharia tecidual emprega-se a
combinacao de células progenitoras, fatores de crescimento e matrizes tridimensionais, sendo
conhecidos como “triade da engenharia de tecidos”. + 8 11

Para a regeneracdo de defeitos 0sseos, estudos em engenharia tecidual combinam
células em cultura com matrizes especificas e fatores de crescimento osteogénicos para

estimular o reparo 0sseo 3. Outro fator para o sucesso, principalmente para regeneragdo de

tecido dsseo, ¢ a vascularizagdo do tecido, a qual € essencial para a oxigenacdo, nutri¢do e,
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consequentemente, eficacia das células implantadas. '*!> O estudo na engenharia de tecidos
Osseos foca em opgdes alternativas de tratamento que vao idealmente eliminar as
desvantagens descritas dos tratamento clinicos usados atualmente (morbidade do sitio
doador, disponibilidade limitada, rejei¢do imunoldgica e transferéncia de patdgenos). °

As estruturas tridimensionais chamadas de scaffolds, arcabouco ou matrizes
fornecem suporte fisico e um ambiente apropriado para a proliferacao celular. As moléculas
sinalizadoras, funcionam como fatores indutores do crescimento celular e compreendem uma
diversidade de proteinas importantes na proliferacdo e diferenciag¢do das células, auxiliando

na regeneracdo tecidual. '

1.3 CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

As células estromais mesenquimais ou células-tronco mesenquimais (MSCs -
Mesenchymal Stem Cells) tém demonstrado grande potencial de uso na engenharia tecidual
devido a sua multipoténcia, relativa facilidade de acesso e previsivel isolamento in vitro e
subsequente cultura nos tipos celulares desejados. !7 As MSCs sdo consideradas uma
linhagem de células-tronco sométicas e estdo presentes em regides perivasculares de todos
os tecidos adultos, em pequenas quantidades, incluindo a medula 6ssea, o tecido adiposo, o
peridsteo, o tecido muscular e os 6rgdos parenquimatosos '8, sendo capazes de se diferenciar
e produzir qualquer tipo celular necessario num processo de reparagdo como: osteoblastos,
condroblastos, adipdcitos, hepatdcitos, neurdnios, dentre outras células. Tais caracteristicas
de plasticidade sugerem que esse tipo celular ¢ o responsavel pelo turnover e pela
manuteng¢do de todos os tecidos do organismo. A medula 6ssea do osso iliaco € a fonte celular
mais documentada na literatura '° , no entanto, outras fontes também sdo citadas, podendo
ser obtidas do corddo umbilical, do tecido adiposo ou do tecido pulpar. 2°

O termo MSCs ¢ normalmente aplicado a células com propriedades de serem
plastico-aderentes; isoladas a partir da medula dssea ou de outros tecidos; positivos para um
painel de marcadores de membrana especificos (CD 105, CD 73 e CD90) e negativa para
outros (CD45, CD 34, CD14 e C11b); e que sejam aptos a se diferenciar em diversos tipos

celulares sob condigdes especificas, como em fibroblastos, osteoblastos, adipocitos e
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condroblastos. 2! Atualmente 706 ensaios clinicos que testam MSCs estdo listados no registro

internacional disponivel no site www.clinicaltrials.gov. Enquanto diversos estudos

demonstraram eficacia da terapica com MSCs, falta a elucidagcdo dos mecanismos de agdo
das mesmas.

As MSCs secretam uma gama de moléculas bioativas, chamadas de citocinas ou
fatores de crescimento que atuam por comunicacdo pardcrina em outras células, as quais sdo
tdo imunorreguladores quanto servem para estruturar microambientes regenerativos em
lesdes teciduais.

Uma recente revisdo sistematica da literatura que procurou buscar as aplicagdes
das MSCs para reconstru¢do de osso alveolar in vivo em humanos demonstrou que a
regeneracao ossea usando MSCs do proprio paciente, em combinagdo com substitutos 0sseos
utilizados como matrizes, pareceu ser um procedimento seguro, previsivel e comparavel as
evidéncias atuais baseados nos métodos de enxertia em termos de eficacia clinica, além disso,
a vantagem mais significativa dessa terapia com MSCs ¢ evitar as desvantagens relacionadas

aos enxertos autdgenos. °

1.4 CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS DERIVADAS DO TECIDO ADIPOSO

Embora, as MSCs derivadas da medula dssea sejam o tipo mais frequentemente
utilizado nos estudos envolvendo engenharia tecidual, tem como desvantagem a necessidade
de uma biopsia da medula 6ssea, o que causa uma maior morbidade aos tecidos, além da
quantidade de células produzidas desta maneira serem limitadas. 2223

O uso das células-tronco derivadas do tecido adiposo (ASC — Adipose-Derived
Stromal Cells) iniciou na cirurgia plastica e sdo uma fonte atrativa de células para a

engenharia de tecidos. As ASCs tem um método relativamente facil de obtencdo a partir de

uma lipoaspira¢do do tecido adiposo, estd amplamente disponivel sendo uma fonte abundante
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de células-tronco autdgenas, tem capacidade de se renovarem e apresentam uma taxa de
crescimento elevado, além de apresentar limitada morbidade do local doador. As ASCs
também possuem multipoténcia em diversos tipos celulares como em linhagem osteogénica,
adipogénica, condrogénica, miogénica e mesmo neurogénica. 24?2 Além do mais, existem
grandes evidéncias de que as ASCs tém propriedades imunomodulatorias e anti-
inflamatorias. 2°

As ASCs tem diversas vantagens em comparagao com as MSCs obtidas da medula
Ossea, entre elas a quantidade de tecido obtido, e, consequentemente de células. Segundo
Cowan et al. (2004), a técnica de coleta do tecido adiposo resulta em 800 mg de tecido, contra
0,6 mg de tecido obtido da medula 6ssea, apresentando, dessa maneira, um rendimento de
células muito maior. Semelhantes dados sdo demonstrados por Amini et al. (2012) em que
relata que a partir de uma lipoaspiracdo pode-se obter uma alta frequéncia de ASCs (1% de
5% das células isoladas) em comparacdo as MSCs obtidas da medula dssea (que representa
0,001% em 0,1% de células isoladas).?>> Além disso, a velocidade de proliferagdo das ASCs
¢ substancialmente maior durante a expansao in vitro. Logo, a facilidade de obteng¢do, o maior
nimero de células obtidas e a rdpida expansdo in vitro demonstra vantagens interessantes
para as ASCs em relagdo as MSCs extraidas da medula 6ssea. 2

O potencial osteogénico das ASCs foi demonstrado ndo apenas em estudos in vitro
como in vivo. A diferenciagdo osteogénica in vitro pode ser conseguida por uma adicao de
suplementos no meio de cultura, que incluem: B-glicerofosfato, é4cido ascoérbico e
dexametasona. A deposicdo de minerais e diferenciacdo celular foi observada quando as
ASCs foram cultivadas neste meio, apresentando habilidade de se diferenciarem
completamente em osteoblastos, demonstrando ser um potente indutor da diferenciacdao

osteogénica, 26-27-22:28

1.5 O EFEITO PARACRINO DAS CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

Os fatores de crescimento sdo proteinas produzidas pelas células que funcionam
como moléculas de sinalizacdo, responsaveis por ativar as redes de comunicagdo celular e

influenciar diversas fungdes no organismo como: proliferacao celular, deposicdo de matriz
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extracelular e diferenciagdo dos tecidos. Essas moléculas /ém uma importante fun¢do no
reparo 0sseo especialmente na formacao de osso e cartilagem, no processo de cicatrizagio e
no reparo de tecido musculo-esqueléticos. 2° Ha 3 tipos de comunicagdo celular que podem
ser: autdcrina, paracrina e enddcrina. A sinalizagdo autdcrina ¢ aquela em que os fatores de
crescimento influenciam as células da sua propria origem, de mesmo fenotipo. A sinalizacao
paracrina € aquela na qual as moléculas de sinalizagdo vao atuar em uma célula vizinha que
tem fenotipo diferente da célula de origem, em distancia relativamente curtas, permitindo
que células coordenem localmente a atividade com sua células vizinhas. O mecanismo
endocrino refere-se aquele em que um mensageiro quimico age em locais distantes de onde
sdo produzidos por meio de transporte sanguineo.

Ha um crescente nlimero de evidéncias que sustentam a hipotese de que as MSCs
tem um papel importante na regeneragdo dos tecidos, ndo apenas pelo seu poder de
diferenciag@o, mas também na habilidade de secretar um repertorio de fatores de crescimento
que modulam a atividade das células vizinhas. Esses fatores aumentam a angiogénese,
estimulam a remodelag¢do da matriz extracelular, restringem a inflamacao local, reduzem a
apoptose e a fibrose e ajudam na resposta imune. Dessa maneira, as MSCs diretamente ou
através da secre¢do pardcrina induzem a regeneracdo de maneira a acelerar o processo de
reparo. 303!

Esse efeito pardcrino foi observado pela primeira vez em um estudo que avaliou
doenga cardiaca em ratos, nos quais se descobriu que as MSCs injetadas em coragdes
infartados ndo se diferenciaram em cardiomidcitos sob condigdes fisioldgicas in vivo.
Observaram que ap0s a inje¢do, a maioria das MSCs se alojou nos pulmdes e no figado, com
uma minoria indo para o tecido da patologia, no entanto ap6s 72 horas da injecdo houve
reestabelecimento da funcdo cardiaca, levantando a hipotese de que os efeitos clinicos das
MSCs nao sao devidos apenas a diferenciacdo celular, mas também ao efeito dos fatores e
secregdes de comunicagdo celular produzidas por elas. 32 O mesmo grupo de pesquisadores
mostrou que o meio condicionado de MSCs, sem a presenga das mesmas, melhorou a
recuperagdo de cardiomidcitos, limitando o tamanho do tecido infartado e melhorando a
func¢ao ventricular.

Como os fatores de crescimento sdo expressos em diferentes fases do processo de

cicatrizagdo, tem-se pensado que eles podem servir como um agente terapéutico potencial
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para melhorar o processo de reparo 0sseo. Inukai et al. (2013) relataram que as MSCs tem
um grande potencial de regeneracao dssea que ¢ mediado devido aos efeitos cooperativos de
diversos fatores de crescimento como: Proteina 6ssea morfogenética (Bone Morphogenetic
Protein — BMP), Fator de crescimento transformador beta (TGF-), Fator de Crescimento
Semelhante a Fibroblasto (Fibroblast Growth Factor — FGF), Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina (Insulin-like growth factor — IGF) e Fator de Crescimento Vascular
Endotelial (Vascular endotelial growth factor — VEGF), os quais regulam diversos eventos
da osteogénese como angiogénese, migracdo celular, proliferacio e diferenciacdo de
osteoblastos.*?

As proteinas 0sseas morfogenéticas (BMPs) sdo glicoproteinas responséveis pelo
recrutamento de células osteoprogenitoras para os locais de formagdo 6ssea. 3* S3o membros
da superfamilia TGF-f (Fator de Crescimento Transformador Beta) devido a semelhangas na
estrutura da proteina, sendo identificadas 15 isoformas diferentes, no entanto, dentre estas as
BMP-2 a 7, 9 e 14 sdo conhecidas por terem propriedades osteoindutivas, por participarem
do processo de reparo Osseo pela suas habilidades de estimular a diferenciagdo das MSCs em
cartilagem e osso, além de participar no processo de crescimento celular. Além disso
especificamente a BMP-2 foi relatada como sendo um iniciador essencial da cicatrizacdao
Ossea. ¥ 3¢ Wozney et al. (1988) identificou a sequéncia genética das BMPs, permitindo a
produgdo de diversas BMPs com o uso da tecnologia dos genes recombinantes. BMPs podem
exercer multiplas fungdes no desenvolvimento embriogénico e organogénico, incluindo
esqueletogénese, desenvolvimento cranio facial e dos tecidos dentais.

O fator de crescimento semelhante a fibroblasto (FGF) ativa a proliferacdo e
diferenciacdo dos osteoblastos, reconhecido como um efetivo fator de crescimento na
regeneracao de tecidos Osseos. Canalis et al. (1988) avaliou in vitro o papel do FGF na
formacao dssea, observando que seu efeito mitogénico resulta em um aumento na populagao
celular capaz de sintetizar colageno tipo I, além de observar que FGF estimula a replicacdo
de células osteoprogenitoras e diferenciagdo das mesmas. 37

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) ¢ um peptideo que tem como
funcdo regular a proliferacio e diferenciagdo celular, sendo relatado exercer efeitos
anabodlicos no tecido dsseo. Tem producdo no figado, tendo como principal regular

fisiologico o hormoénio do crescimento (GH). Individuos com deficiéncia de GH possuem
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baixos niveis de IGF-1 sérico e menor massa 6ssea do que individuos normais, assim como
quando ocorre a diminui¢cdo de IGF-1 parece estar associado a redugdo de massa Ossea,
apontando o importante papel do IGF na homeostase esquelética. 3% 3%4° O IGF-1 ¢ secretado
na circulacdo e transportado por proteinas ligadoras de IGF, que transporta esse fator ate seu
tecido-alvo. O IGF-1 estimula a formagdo dssea por induzir a proliferacao celular,
diferenciagio e biossintese do colageno 4!.

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) ¢ uma proteina natural que age
como fator de crescimento para células endoteliais, sendo produzido por uma variedade de
tecidos. Embora a funcdo principal do VEGF seja relacionada a neoformacao vascular, ele
estd envolvido no processo de reparo 6sseo por estimular o recrutamento e diferenciagdo das

células osteoprogenitoras e na regulagao de varios fatores osteoindutivos, como TGF-3, IGF

e FGF. 42

1.6 O ACIDO HIALURONICO COMO MATRIZ CELULAR

Além da presenga dos fatores de sinalizacdo celular, as células progenitoras
necessitam de uma matriz de sustentacdo apropriada pois, de outra maneira, se forem
transplantadas sem algum tipo de suporte, elas ndo ficariam no local desejado e seriam
removidas por fluidos extracelulares € pela corrente sanguinea *. Uma matriz, além de
representar uma estrutura tridimensional que vai funcionar como suporte para proliferacao
celular, serd importante para a deposicdo de matriz extracelular e como reserva de agua,
nutrientes e fatores de crescimentos 2°. Uma matriz, ou “scaffold”, como é comumente
chamada em engenharia de tecidos, deve mimetizar as interagdes células-matriz extra celular
e fornecer sinais adequados as células para induzir ou manter o estado desejado de
diferenciagio celular de forma a auxiliar na engenharia tecidual. 4

Segundo a literatura, uma matriz ideal em engenharia tecidual deve ser
biodegradavel, biocompativel, ndo ser toxica para os tecidos, ser um material indutor que
suporte a colonia de células e promova a migragdo celular. ' # Tem sido relatado o uso de
uma gama de materiais para confeccdo das matrizes como: ceramicas, polimeros sintéticos,

polimeros naturais e compositos. Em relacdo aos polimeros naturais, estdo os hidrogéis,
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particularmente o acido hialurénico (AH) sendo relatado na literatura efeitos promissores do
uso do mesmo como carreador de MSCs na engenharia de tecidos. 2

O AH, também conhecido como hialuronan ou hialuronato de soédio, ¢ um polimero
natural, da familia das glicoaminoglicanas, formado pelo acido glucordnico e a N-
acetilglicosamina. AH ¢ componente natural da matriz extracelular existente em diversos
tecidos, apresentando um 6timo potencial para matriz em engenharia tecidual devido a suas
propriedades viscoeldsticas e seu envolvimento em processos bioldgicos como na
morfogénese e no reparo de feridas. 134346 Ele desempenha um papel importante em vérios
procedimentos bioldgicos, como sinalizacdo celular, adesdo, proliferagdo e diferenciacio

celular 47-48:49

, € tem uma ampla gama de aplicacdes com excelentes propriedades fisico-
quimicas, sendo biodegradéavel, biocompativel, alta viscosidade e elasticidade, ndo apresenta
toxicidade aos tecidos e serve como ferramenta para aplicagcdes biomédicas como em cirurgia
de osteoartrite, cirurgia ocular, cirurgia plastica e amplamente utilizado na dermatologia. 3

Apresenta-se em pesos moleculares de diferentes formulagdes, podendo ser de
baixo (de 50 a 1000 kD) ou de alto peso (>1000 kD). Os efeitos do AH dependem do seu
peso molecular e essas caracteristicas estruturais ajudam na estabilizacdo do gel quando do
seu uso in vivo contra a degradagdo do mesmo. °' Existe a presenga no corpo humano de
enzimas, chamadas hialuronidases, que degradam o AH em fragmentos menores, 0s quais
também podem estimular reagdes celulares. 32 Diversos estudos relataram os efeitos pro-
inflamatorios do acido hialuroénico de baixo peso molecular (AH-BP), enquanto o écido
hialurdnico de alto peso molecular (AH-AP) parece ter propriedades anti-inflamatorias. 23!
A principal desvantagem dos AHs disponiveis atualmente tem sido a sua curta meia-vida in
vivo, devido a rdpida degradacdo pelo ataque enzimatico das hialuronidases, ou mesmo pela
presenca de radicais livres ou por outros estimulos mecanicos como forca compressiva e
dilui¢do. Diversas pesquisas foram realizadas de novas formula¢des de AH na engenharia
tecidual ao longo dos anos, de maneira a criar um composto para aumentar a sua permanéncia
in vivo, aumentando seu efeito a longo prazo. 23334

Logo, foi desenvolvida uma nova formula de AH que mistura o 4cido de alto com
o de baixo peso molecular, através de uma técnica patenteada da marca IBSA, de nome

comercial Profhilo®. Essa nova formulagao, relatada como “complexo cooperativo hibrido”

leva a formacdo de um composto no qual o 4cido hialurénico de alto peso molecular (AH-
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AP) e o 4cido hialuronico de baixo peso molecular (AH-BP) cooperam entre si diminuindo
a sua viscosidade, permitindo dessa maneira que uma quantidade maior de AH seja utilizado.
Essa formulacdo apresenta-se como um composto mais estavel, com degradacdo lenta, sem
modificagdes quimicas do mesmo, disponivel como formulagdes em géis injetaveis. 2

A combinag¢do de moléculas de AH de alto e baixo peso molecular (AH-ABP) em
um mesmo composto caracteriza um novo tipo de estruturagdo quimica do AH disponivel
para utilizacdo. No estudo de Stellavato et al. (2017) que avaliou a viabilidade de ASCs neste
novo tipo de 4cido, demonstrou que as ASCs mantém o potencial de diferenciacdo
independente da formulag¢do do material, porém o AH-ABP aumentou a diferenciagdo celular
quando comparado aos AH de outras formula¢des, mantendo a morfologia e a viabilidade
das células.

Diante destas evidéncias, visto que a comunicagdo pardcrina das MSCs € tao
importante quanto a sua diferenciacdo, surge a necessidade de se explorar a a¢do desta nova
formulagcdo de AH. A presente pesquisa tem por objetivo avaliar o efeito da matriz de 4cido
hialurénico de baixo peso molecular e do acido hialurénico de alto e baixo peso molecular
combinados no mecanismo pardcrino das células estromais mesenquimais derivadas do

tecido adiposo, diferenciadas ou ndo em osteoblastos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS

Nao havendo métodos alternativos validados para a metodologia descrita
nesta dissertagao (art.2° da Resolugao Normativa N° 18, de 24 de setembro de 2014
- CONCEA), nao foi possivel substituir o uso de animais para execugao desta
pesquisa cientifica.

Este estudo foi realizado, apds aprovacdo do Comité de Etica na Utilizagao
de Animais (CEUA), da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul, sob
normas de ética para pesquisa em modelos animais, com cuidados especiais para
a utilizacdo do menor numero destes e para manejo da dor e sofrimento.

Todos os procedimentos realizados estdo de acordo com o preconizado pela
Lei Arouca (lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008), pelas diretrizes do CONCEA
que dispde sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais entre outras
providéncias, e pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL/COBEA, 2017).

A linhagem escolhida como modelo biolégico deste estudo, ratos Lewis, foi
criada e mantida em padrdao sanitario convencional controlado no Centro de
Cardiologia Experimental (CCE), com fotoperiodo de 12 horas claro/escuro
(07:00/19:00) e temperatura controlada (21 a 24°C).

2.1.1 Tamanho Amostral

Para contemplar os objetivos propostos neste estudo, considerando a
uniformidade genotipica destes animais (superior a 98,7 %), foram utilizados 3 ratos
Lewis machos, com 60 dias de idade para isolamento de células estromais

mesenquimais a partir do tecido adiposo epididimal.
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2.1.2 Eutanasia

Os animais utilizados para retirada de tecido adiposo epididimal, para isolamento de
células-tronco, foram submetidos a eutanasia por anestésico inalatorio na concentragdo de

5% (isoflurano). Este procedimento confere grau de severidade sem recuperagao.

2.1.3 Tratamento de Rejeitos

Os residuos produzidos durante a experimentacdo foram manejados conforme as
resolugdes do CONAMA 283, de 12 de junho de 2001. Eles sdo classificados em grupos e
conforme os tipos de componentes possuem diferentes formas de acondicionamento, manejo
e descarte. Grupo A (potencialmente infectante, risco bioldgico), B (residuos quimicos), C

(rejeitos radioativos) e D (residuos comuns).

As carcagas dos animais utilizados nos experimentos foram armazenadas em sacos
brancos identificados como de risco bioldgico, em camara fria propria para tal e,

posteriormente, recolhidas por empresa terceirizada de recolhimento de rejeitos biologicos.

2.2 ISOLAMENTO, EXPANSAO E CARACTERIZAGAO DAS CELULAS
ESTROMAIS MESENQUIMAIS

Linhagens de células estromais derivadas de tecido adiposo (ASCs — do inglés,
Adipose-derived mesenchymal stromal) foram estabelecidas a partir do tecido adiposo
epididimal de ratos Lewis, conforme metodologia previamente estabelecida por Meirelles &
Nardi. '8

O protocolo foi baseado na dissociacdo dos tecidos para preparo de suspensdes
celulares para cultivo. Para tanto, ratos Lewis foram submetidos a eutanésia por anestésico
inalatério (5% - isoflurano) e levados ao fluxo laminar embebidos em alcool 70 %.

O processo cirlirgico envolveu laparotomia do quadrante inferior direito,
possibilitando acesso ao tecido de interesse. Fracdes de tecido adiposo epididimal foram

lavados em solucdo de Hank, ligeiramente picotados e transferidos para tubos Falcon de 15
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mL com 3 mL de solugdo estéril de 1,5 g/mL de colagenase tipo 1 (Gibco) dissolvida em
DMEM acrescido de 3,7 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma) e 2,5 g/ de HEPES (Sigma)
sem soro.

Os tubos com o tecido foram incubados em banho-maria a 37 °C entre 45 a 60 min.
Apbés o periodo de digestdo, os fragmentos foram dissociados mecanicamente e
homogeneizados com auxilio de uma pipeta pasteur e foi acrescentado 10 mL de meio
DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB), ou seja, meio completo (MC). Depois de
centrifugar por 10 min a 400 x g, o sobrenadante foi removido e o material obtido foi
ressuspenso em 4 mL de MC. Ao decantar, o sobrenadante foi transferido para placas de 6
pocos, onde as culturas foram mantidas até atingirem confluéncia minima de 80 %, em estufa
umidificada a 37 °C e 5 % de CO2 na atmosfera.

A taxa de repique (passagem) foi determinada pela cinética da cultura. Na primeira
subcultura (passagem 1 - P1), atingindo confluéncia minima de 80 %, as células foram
tripsinizadas (0,25 - 0,5 % de tripsina/EDTA em HBSS sem Ca?" e Mg>") e transferidas para
frascos de cultura de 25 cm? (TPP), com o triplo da 4rea original (1:2), sendo repicadas
conforme necessério e transferidas para frascos de cultura de 75 cm? (TPP) com taxas de

repique superiores (1:3, 1:4, etc.).

Caracterizacao das células estromais mesenquimais

De acordo com a International Society for Cellular Therapy *°, hd no minimo 3
caracteristicas que devem ser comprovadas para que uma populagado celular seja classificada
como célula estromal mesenquimal: proliferacdo com células aderentes a superficie plastica;
imunofendtipo, devendo ser positivas para CD105, CD73 e CD90, e negativas em mais de
95 % das células em cultura para CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD79 alfa ou CD19; e

capacidade de diferenciagdo in vitro em osteoblastos, adipocitos e/ou condroblastos °.

Analise morfolégica qualitativa das ASCs: as células foram rotineiramente

observadas em microscopia de fase com microscopio invertido (Axiovert 25; Zeiss,
Hallbergmoos, Alemanha) e fotografadas utilizando camera digital (AxioCam MRc, Zeiss)

e software AxioVision 3.1 (Zeiss).
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Andlise da expansdo in vitro das ASCs: as células estromais mesenquimais foram

quantificadas em hemocitometro pelo método de exclusio do azul trypan, sendo determinado
o numero total de células vidveis. Apds, foi aplicada a férmula abaixo indicando a

concentracdo de células na suspensdo (nimero de células por mL):

concentracdo celular = n x fator de dilui¢do x 10*

Andlise fenotipica das ASCs por citometria de fluxo: as células foram tripsinizadas,

centrifugadas e incubadas por 30 minutos a 4°C, com anticorpos especificos para CD11b,
CD34, CD45, CD73, CD90 e CD105 murinos, conjugados com ficoeritrina (PE) ou
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (BD Pharmingen, San Diego, CA). Foram coletados
dados de pelo menos 10.000 eventos, utilizando o citdometro FACSCalibur (Becton
Dickinson, San Diego, CA), equipado com laser 488 nm e o programa CELLQuest (Becton

Dickinson). Os dados obtidos foram analisados no programa WinMDI 2.8.

Ensaio de diferenciacdo adipogénica e osteogénica das ASCs in vitro: as culturas

celulares foram submetidas aos processos de diferenciacdo em adipdcitos e osteoblastos na
4" passagem.

Para induzir a diferenciag¢do adipogénica, as células foram cultivadas por 4 semanas,
em placas de 12 pogos, em meio completo suplementado com 10-® M de dexametasona, 2,5
pg/mL de insulina de pancreas bovino, 100 mM de indometacina e 5 mM de rosiglitazona.
O fenotipo de adipdcitos foi avaliado pelo corante Oil Red O, evidenciando os vactolos de
gordura.

Durante 4 semanas da inducdo da diferenciacdo osteogénica, as células foram
mantidas, em placa de 12 pogos, em meio completo composto por 10 M de dexametasona,
100 pg de acido ascoérbico e 10 mM de B-glicerofosfato. Assim como na diferenciacdo
adipogénica, o meio foi trocado 2 vezes por semana. A atividade osteoblastica foi avaliada

por corante Alizarin Red S que colore a matriz extracelular rica em calcio.

2.2.1 Anadlise de viabilidade celular das ASCs através do teste de MTT na
presencga do acido hialuronico de alto e baixo peso molecular (AH-ABP)-
Profhilo® (IBSA).
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Pesquisas anteriores, realizadas pelo nosso grupo, avaliaram, in vivo, a utiliza¢do de
células estromais mesenquimais adiposas e o acido hialurénico de baixo peso molecular
(Hyaloss® - HYAFF™) como veiculo celular em engenharia tecidual dssea. Para tanto, a
citotoxicidade deste 4cido de baixo peso molecular (AH-BP), na forma de fibras HY AFF
que, em contato a0 meio aquoso, torna-se um hidrogel, foi avaliada. Os resultados observados
apresentaram auséncia de citotoxicidade apds 72 horas na concentragio de 75%. >’

Assim como Boeckel, o método de MTT (brometo 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2il-tetrazélico) foi utilizado para a avaliacdo de citotoxicidade do AH-ABP, de nome
comercial Prothilo® (IBSA, Italia). Esta técnica baseia-se na medida do dano induzido, pelo
composto/extrato em estudo, no metabolismo celular de glicideos através da avaliagdao da
atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e consequentemente,
a viabilidade celular, ¢ quantificada pela reducdo do brometo 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2il-tetrazélico (Sigma, St Louis, MO, EUA), formando cristais insoluveis de
formazan de coloragdo violeta que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou
lisossomais, sendo depois transportados para fora das células por exocitose, mecanismo
fundamental das células vivas. 3

Foram diluidos 256 mg de acido AH-ABP em 4 ml (64mg/ml - 100%) Dulbecco’s
Modified Eagle Medium/low glucose (DMEM) (GIBCO, Grand Island, NY, EUA)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS) (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) e
gentamicina 10pg/ml (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) sob uma temperatura de 37°C. A
partir da concentragdo méxima, foram realizadas diluicdes de 75%, 50%, 25%, 15% e um
grupo controle positivo (+) com apenas DMEM e um grupo negativo (-) com hipoclorito de
sodio a 1%. O experimento foi realizado em triplicatas e repetido por 3 vezes sob as mesmas
condic¢des.

As ASCs, na quarta passagem, foram semeadas, em meio completo e condi¢des
ideais, em placa de 96 pocos na densidade de 4 x 10* células/pogo. Apos 24 horas na estufa,
o meio de cultura completo foi removido e adicionado produto, volume e diluigdes como

segue:

Tabela 1 — Exposicao das células em diferentes concentragbes de AH-ABP (mg/mL).
% Células [ ] mg/mL DMEM+ DMEM Volume total/poco
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AH-ABP L/boco
pL/poco HL/po¢
100 4x10* 64 100 100 200
75 4x10* 48 75 125 200
50 4x10* 32 50 150 200
25 4x10* 16 25 175 200
15 4x10* 14,1 15 185 200
Controle+ 4x10* - - 200 200
Controle- 4 x 10* - - 200 200

Apbs o tratamento com 4cido hialurénico (AH-ABP) e controles positivo e negativo,
em triplicata, o meio de cultura foi removido e 10% de uma solu¢do de MTT (5mg/mL) em
PBS foi adicionado a cada pogo. Em seguida, as culturas foram incubadas a 37°C, ao abrigo
da luz, até a observacgdo da presenga dos cristais violetas de formazan. Para a solubilizacdao
dos cristais de formazan, 100pL de dimetilssulfoxido (DMSO) foi adicionado a cada poco e
a absorbancia das amostras a 570nm foi determinada em leitor ELISA (Bio-Rad Microplate
Reader Benchmark, Inc. USA) nos tempos 24, 48 e 72 horas.

O grupo de células que apresentou maior viabilidade celular determinou a
concentracdo do acido hialurdnico de alto e baixo peso molecular (AH-ABP) a ser utilizado

no experimento in vitro.

2.2.2 Dosagem dos fatores de crescimento

As citocinas IGF-1, VEGF, FGF-2 e BMP-2 foram quantificadas através do Ensaio
de Imunoabsor¢do Enzimatica do tipo sanduiche, conforme instru¢des do fabricante
(Quantikine® ELISA Kits). O anticorpo de interesse € inicialmente adsorvido no pogo (placa
de 96 pocos). Apos, 0 antigeno presente no sobrenadante das ASCs ¢ adicionado e se liga ao
anticorpo. Finalmente, um segundo e diferente anticorpo ligado a enzima ¢ adicionado. Nesse
caso, a intensidade da reagdo ¢ proporcional a quantidade de antigeno presente. Logo, permite
mensurar até pequenas quantidades de antigeno.

Para tanto, as células na 4* passagem foram semeadas em placas de 96 pocos, em
triplicata, cultivadas por 30 dias em estufa umidificada a 37°C e 5 % de CO; na atmosfera, e

divididas em 6 grupos (Tabela 2). As cé€lulas foram expostas aos referidos acidos na melhor
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concentracdo definida pela técnica de MTT e quantificados os fatores de crescimento

presentes no sobrenadante.

Tabela 2 —Distribuicdo dos grupos experimentais in vitro

Grupo 1: ASCs

Células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo
cultivadas em meio completo (P4);

Grupo 2: ASCs+AH-ABP

Células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo
cultivadas em meio completo por 27 dias. Apds este periodo, foi
acrescido acido hialuronico de alto e baixo peso molecular e mantidas
por mais 3 dias;

Grupo 3: ASCs+AH-BP

Células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo
cultivadas em meio completo por 27 dias. Apds este periodo, foi
acrescido acido hialurdnico de baixo peso molecular ¢ mantidas por
mais 3 dias;

Grupo 4: OSTEO

Células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo
diferenciadas em osteoblastos cultivadas em meio osteogénico;

Grupo 5: OSTEO+AH-ABP

Células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo
diferenciadas em osteoblastos cultivadas em meio osteogénico por 27
dias. Apds este periodo, foi acrescido 4cido hialurénico de alto e baixo
peso molecular e mantidas por mais 3 dias;

Grupo 6: OSTEO+AH-BP

Células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo
diferenciadas em osteoblastos cultivadas em meio por 27 dias. Apds
este periodo, foi acrescido acido hialurénico de baixo peso molecular e
mantidas por mais 3 dias.

3 ANALISE ESTATISTICA

Neste trabalho, os resultados sdo apresentados como médias+ erro padrdo da média

(SEM). A significancia das diferencas entre dois grupos de valores foi calculada pelo teste t

de Student emparelhado. Quando um grupo de valores foi comparado com dois ou mais

grupos, a significancia das diferencas foi analisada pelo teste ANOVA seguido do teste de

Tukey. Os valores de p inferiores a 0,05 (p<0,05) foram considerados como representando

diferengas significativas.
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4 RESULTADOS

4.1 ISOLAMENTO, EXPANSAO E CARACTERIZACAO DE CELULAS ESTROMAIS
MESENQUIMAIS MURINAS

4.1.1 Analise morfologica e ensaio de diferenciacido adipogénica e osteogénica das

ASC:s in vitro

Conforme esperado, as ASCs exibiram morfologia fibroblastdide alongada e fusiforme, com
nuicleo central e prolongamentos. Fenotipicamente estdveis, apresentaram alta aderéncia ao
plastico e taxas replicativas. Quando submetidas a sinais de indugdo especificos, elas foram

capazes de diferenciar-se em linhagens osteogénica e adipogénica (Figura 1).



Figura 1 - Microscopia de contraste de fase de ASCs: indiferenciadas, cultivadas em meio completo mantém o
aspecto convencional apds a 4" passagem (A); diferenciadas em osteoblastos, com depdsitos de calcio na matriz
extracelular corados com Alizarin Red S (B) e; diferenciadas em adipocitos com vaciiolos de gordura corados

com Oil Red O (C). Aumento de 100X (A e C) e 200X (B).

4.1.2 Analise da expansao in vitro das células estromais derivadas do tecido adiposo

Estimou-se a expansio das células com base na area ocupada pelas ASCs. A area de
crescimento ocupada pela cultura primdria foi arbitrariamente dado o valor 1. Ao ocorrer a
segunda passagem, a taxa de repique (1:3) foi multiplicada pelo niumero inicial resultando no
valor 3 da area de crescimento acumulada. Este processo foi repetido a cada passagem,
fornecendo uma curva de crescimento (grafico 1) que ¢ diretamente proporcional ao niimero

de células.
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Grafico 1 - Comparagao da cinética de crescimento das ASCs.

Observou-se por 30 dias o potencial de crescimento das ASCs. Durante a fase de isolamento,
a adesdo das ASCs foi observada as 24 horas do cultivo, sendo que apresentaram um
crescimento exponencial nas primeiras 96 horas. Apds a aderéncia, as células atingiram 80%
de confluéncia aos sete dias de cultivo. A partir do 14° dia, as passagens foram realizadas em

média a cada 3 dias.

4.1.3 Analise fenotipica das mMSCs por citometria de fluxo

As células da quarta passagem foram analisadas por citometria de fluxo com os anticorpos
positivos para CD73, CD90 e CD105, e negativos para CD11b, CD34 e CD45. As referidas
caracteristicas permitiram inferir que a populacdo celular isolada e cultivada era homogénea,

claramente distinta da linhagem hematopoiética.
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Figura 2 - Histogramas de expressao de CD11b, CD34, CD45, CD73, CD90 e CD105 por citometria de fluxo

de células estromais mesenquimais derivadas de tecido adiposo em meio completo apds o quarto repique e

confluéncia >80%.

4.1.4 Analise de viabilidade celular das ASCs através do teste de MTT na presenca do

acido hialuronico de alto e baixo peso molecular (AH-ABP).

Os resultados de absorbancia de cada grupo com variagdo de concentracdo de 15,

25, 50, 75 e 100%, nos trés tempos (24, 48 e 72 horas), foram transformados em dados de

porcentagem de viabilidade celular, sendo que a absorbancia do grupo controle (DMEM) foi

considerada 100% de viabilidade.
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Figura 3 - Viabilidade celular para a linhagem ASC exposta as diferentes concentragdes de acido hialurénico
de alto e baixo peso molecular (AH-ABP), durante 24h (A), 48h (B) e 72h (C), verificada através do ensaio de

MTT. Barras sem uma letra comum diferem significativamente (p<0,05).

Nao houve diferencga estatistica entre as distintas concentracdes nas primeiras 24h.
Apenas nos tempos 48h e 72h houve uma diminui¢do na viabilidade, com diferenca
estatistica, na concentragao de 100% em relagdao as demais concentra¢des. Desta forma, o
AH-ABP pode ser considerado ndo citotoxico para as ASCs dentro da faixa de seguranga

(75%).

4.2 — DOSAGEM DOS FATORES DE CRESCIMENTO
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As ASCs, na 4* passagem, foram semeadas em placas de 96 pogos (6 pogos/grupo),
cultivadas por 30 dias em estufa umidificada a 37°C e 5 % de CO; na atmosfera. As células
foram expostas aos acidos, conforme os grupos experimentais (tabela 2), 3 dias antes da
analise, na concentracdo definida pela técnica de MTT (75%) e quantificados os fatores de
crescimento presentes no sobrenadante pelo teste ELISA, conforme instrugdes do fabricante

(Quantikine® ELISA Kits).

Tabela 3 — Distribuicdo dos grupos experimentais e respectivos volumes.

HA-
MC* MDO** HA-ABP*** BP#***

pL/poco  puL/poco  pL/poco

Grupo Células Volume total/pogo

pL/pogo

Grupo 1:
ASCs
Grupo 2:
ASCs+ 4x10* 125 - 75 - 200
AH-ABP
Grupo 3:
ASCs+ 4x10* 125 - - 75 200
AH-BP
Grupo 4:
OSTEO
Grupo 5:
OSTEO+ 4x10* - 125 75 - 200
AH-ABP
Grupo 6:
OSTEO+ 4x10* - 125 - 75 200
AH-BP

* Meio completo: meio de Eagle modificado por Dulbecco, acrescido 10% de soro fetal bovino; ** Meio de

4x10* 200 - - - 200

4x10* - 200 - - 200

diferenciacdo osteoblastica;*** acido hialurénico de alto/baixo peso molecular; **** 4cido hialurénico de

baixo peso molecular.

Ap6s a leitura espectofotométrica dos resultados de absorbancia de cada grupo de fatores de
crescimento estudados (VEGF, IGF-1, FGF e BMP-2), a andlise estatistica dos dados
coletados foi realizada pelo programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San

Diego, CA, EUA), os quais possuiam uma curva de distribui¢ao normal, sendo entdo aplicado
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o teste estatistico ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey, assumindo o valor de

p< 0,05, sendo encontrados os seguintes resultados:

VEGF

De acordo com o observado (grafico 2), a secre¢do de VEGF foi significativamente
maior no grupo das ASC e das ASC com adi¢cdo do AH-ABP, sem diferenca estatistica dentre
estes dois grupos, porém com significancia estatistica dos demais. J4 a adicdo do AH-BP nas

ASCs induziu a redugdo da expressdo de VEGF significativamente (p<0,05).
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Grafico 2 — Quantificagdo do fator de crescimento VEGF no sobrenadante celular nos diferentes grupos
experimentais. Os valores sdo expressos em média * erro padrio, de seis pocos por grupo. Barras sem uma

letra comum diferem significativamente (p<0,05).

O grupo OSTEO, obteve a menor expressdo de VEGF, com significancia
estatistica entre os demais grupos. Contudo, quando ocorre a adi¢ao dos &cidos nas células
diferenciadas em osteoblastos (grupos OSTEO+AH-BP ¢ OSTEO+AH-ABP), a expressao

de VEGF aumenta significativamente, quando comparados ao grupo controle (OSTEO).
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Figura 4 — Gréficos de expressio de VEGF no sobrenadante celular nos diferentes grupos
experimentais. Os dados dos graficos B e C sdo expressos em porcentagens em relacdo a condi¢do basal (A) e

os valores representam média * erro padrdo, de seis pocos por grupo. O dados foram analisados pelo teste t

(p<0,05).

Na figura 4, o grafico A apresenta a condi¢do basal das células, comparando a
expressdo de VEGF (pg/mL) entre células indiferenciadas (ASCs) e diferenciadas em

osteoblastos (OSTEO). Notoriamente, a quantidade de VEGF no sobrenadante das ASCs
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(2,474+0,054) ¢ significativamente superior ao sobrenadante das OSTEO (0,083+0,024)
(p<0,05).

Nos graficos B e C, os valores basais foram convertidos em porcentagem
considerando 100% (linha pontilhada). Assim, podemos observar, no grafico B, que a adi¢ao
do AH-ABP nio apresentou diferenca na expressdo de VEGF quando comparado com o
grupo as células-indiferenciadas sem a presenga do acido (ASC). No entanto, no grupo das
células OSTEO, pode-se verificar o aumento significativo de VEGF, secretado no
sobrenadante, na presenga do acido hialuronico tanto AH-ABP (grafico B), quanto do AH-
BP (grafico C), quando comparado a sua condi¢ao basal.

Contudo no grafico C, ¢ possivel verificar que o uso do 4cido AH-BP induziu a
diminui¢do da secre¢do celular deste fator, com diferenca estatistica em relagdo ao grupo das

ASCs.

IGF-1

De acordo com o grafico 3, somente o grupo ASC + AH-BP apresentou aumento

significativo da secre¢do de IGF-1 quando comparado aos demais (p<0,05).
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Grafico 3 — Quantificagdo do fator de crescimento IGF-1 no sobrenadante celular nos diferentes grupos

experimentais. Os valores séo expressos em média + erro padrio, de seis pogos por grupo. Barras sem uma letra

comum diferem significativamente (p<0,05).
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Figura 5 — Gréficos de expressdao de IGF-1 no sobrenadante celular nos diferentes grupos experimentais. Os
dados dos graficos B e C sdo expressos em porcentagens em relacdo a condigdo basal (A) e os valores

representam média + erro padrdo, de seis pogos por grupo. O dados foram analisados pelo teste t (p<0,05).

Na figura 5, o grafico A apresenta a condi¢do basal das células, comparando a
expressdo de IGF-1 (pg/mL) entre células indiferenciadas (ASCs) e diferenciadas em
osteoblastos (OSTEO). Observa-se que a quantidade de IGF-1 no sobrenadante das ASCs
(0,054+0,001) ¢ significativamente menor ao sobrenadante das OSTEO (0,065+0,002)
(p<0,05).

Nos grafico B e C (Figura 5), os valores basais foram convertidos em porcentagem

considerando 100% (linha pontilhada). Assim, podemos observar, no grafico B, que a adi¢ao
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do AH-ABP ndo apresentou diferenga na expressdo de IGF-1 quando comparado com o
grupo as células-indiferenciadas sem a presenga do acido (ASC). No entanto, no grupo das
células OSTEO, pode-se verificar uma diminui¢do significativo de IGF-1, secretado no
sobrenadante, na presenc¢a do acido hialuronico tanto AH-ABP (grafico B), quanto do AH-
BP (grafico C — Figura 5), quando comparado a sua condigd@o basal.

Contudo no grafico C, ¢ possivel verificar que o uso do 4&cido AH-BP induziu aumento da

secrecdo celular deste fator, com diferenca estatistica em relacdo ao grupo das ASCs.

FGF

Avaliando a secre¢do de FGF no sobrenadante das células, apenas nos grupos ASC e

ASC + AH-ABP pode ser detectada pelo teste ELISA. Dentre estes, pode-se observar que a
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presenca do acido de alto/baixo peso molecular induziu um aumento significativo do

referido fator

Comparando os dois grupos em que os resultados foram positivos, observa-se que a

expressao de FGF foi maior na presenca do 4&cido AH-ABP, com diferenca estatistica

significativa.
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Grafico 4 — Quantificagdo do fator de crescimento FGF no sobrenadante celular nos diferentes grupos

experimentais. Os valores sdo expressos em média + erro padrao (p<0,05).

BMP-2
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Em relagado a secre¢do de BMP-2, os grupos ASC e ASC+AH-ABP apresentaram
maior secrecado, diferindo estatisticamente dos demais. Ainda, os grupos ASC+AH-BP,
OSTEO, OSTEO+AH-ABP, tiverem expressdo muito baixa de BMP-2, sem diferenca
estatistica significativa entre si.

A menor secrecdo de BMP-2 ocorreu no grupo OSTEO+BP, com diferenca

estatistica significativa dos demais grupos
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Grafico 5 — Quantificagdo do fator de crescimento BMP-2 no sobrenadante celular nos diferentes
grupos experimentais. Os valores sdo expressos em média + erro padrdo, de seis pogos por grupo. Barras sem

uma letra comum diferem significativamente (p<0,05).
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Figura 6 — Graficos de expressio de BMP-2 no sobrenadante celular nos diferentes grupos
experimentais. Os dados dos graficos B e C sdo expressos em porcentagens em relacdo a condi¢@o basal (A) e
os valores representam média + erro padrdo, de seis pogos por grupo. O dados foram analisados pelo teste t

(p<0,05).

Observando os graficos da figura 6, a adicdo do AH-ABP as ASCs aumentou a
secrecdo de BMP-2 (Gréfico B), porém sem diferenga estatistica do grupo basal. Ja a ASC
associada ao AH-BP reduziu a secrecio de BMP-2, comparada a sua condicdo basal
(0,061+0,007pg/mL).

A secre¢do de BMP-2 no grupo OSTEO foi baixa (0,008+0,001pg/mL), e, quando
foram adicionados os 4acidos hialurénicos (OSTEO+AH-ABP ou OSTEO-AH-BP), a
secre¢cao de BMP-2 reduziu ainda mais, com diferenga significativa em relagdo ao grupo

OSTEO.
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5 DISCUSSAO

Primeiramente foi realizado o isolamento das células estromais mesenquimais
derivadas do tecido adiposo murino (mASCs), a caracterizacdo das mesmas, de acordo com
o preconizado pela International Society for Cellular Therapy ¢, quanto a capacidade de
proliferacdo com células aderentes a superficie plastica, perfil fenotipico e diferenciagdo in
vitro em osteoblastos e adipocitos, apresentando-se como células estromais genuinas de
acordo com nossos resultados.

Os resultados da analise fenotipica por citometria de fluxo de nosso estudo
demonstraram que as ASCs foram positivas para CD73, CD90 e CD105 e negativas para
CDI11b, CD34 e CD45. Semelhantes achados foram encontrados no trabalho de Dietrich et
al. (2012) que relatou que as ASC ndo expressaram marcadores de membrana especificos pra
linhagens hematopoiéticas, ou seja, negativas para CD34 e CD45, apresentando-se positivas
para CD90, CD13, CD29 e CD49. Os marcadores de membrana CD90 sdo uma glicoproteina
de superficie celular que pode ser usada como marcadores para uma variedade de células
estromais, enquanto CD34 ¢ um marcador de membrana para células hematopoiéticas, nao
podendo ser expressas em células estromais mesenquimais, ¢ CD45 também ¢ um marcador
para linhagens hematopoiéticas.

Diversos estudos demonstraram que o AH ¢ uma matriz ideal para mimetizar o
ambiente natural tridimensional para as células estromais mesenquimais, tendo sido utilizado

19, AH tem um papel importante

para regeneragdo de 0sso, tecido cardiaco e de tecido neura
na regulagido de comportamentos celulares, como adesdo, migragio, diferenciagio celular 47
48 Sua habilidade para auxiliar no reparo tecidual depende do seu peso molecular ¢ da
interagdo com células especificas. Enquanto o AH-BP ¢ relatado na literatura tendo efeitos
pré-angiogénicos, imunoestimulatério, pro-inflamatoérios e de estimular a proliferagdo e

64,48

diferenciagdo celular , 0 AH-AP apresenta efeitos opostos, tendo propriedades anti-

inflamatorias, anti-angiogénico, imunosupressivos e inibe a proliferagdo celular % °,

O AH-ABP ¢ um novo composto ¢ baseado em cadeias de alto e baixo peso molecular
combinados, interagindo cooperativamente e que apresenta uma viscosidade menor,
permitindo desta maneira aumentar a concentracdo do 4cido na formula sem exceder sua

viscosidade e causar desconforto aos tecidos. Além disso ndo apresenta modifica¢des
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quimicas € nem contém produtos quimicos. *> O novo composto de AH-ABP foi estudado na
pesquisa de D’agostino et al. (2015), onde observaram ter uma performance tecidual melhor
deste do que os outros AH, apresentando uma melhor estabilidade ao efeito das
hialuronidases, prolongando seu efeito in vivo. Foi relatado que a combinacdo de AH de alto
e baixo peso molecular melhora a eficiéncia de ligacdes cruzadas entre as cadeias de AH,
proporcionando um gel com melhor consisténcia para uso in vivo. Stellavato et al. (2017)
também avaliaram os efeitos deste novo composto de AH-ABP, comparando-o com AH-AP
e AH-BP, na proliferagao e diferenciag¢do adipogénica de ASC. Foi relatado que formulagdes
a base de AH-ABP claramente aumentou a taxa de proliferacdo das ASCs comparada com o
uso dos acidos de outros pesos moleculares, bem como melhorou a diferenciacdo dessas
células em adipocitos.

Nossos resultados mostraram que o efeito do AH-ABP demonstrou ser positivo para
uso como matriz para ASC, visto que, quando utilizado, os niveis de secre¢ao dos fatores de
crescimento foram mais elevados. Na secre¢cdo de FGF, AH-ABP apresentou a maior
expressao deste fator, com diferenga estatistica significativa do grupo de ASC. Na secre¢ao
de VEGF os valores de expressao em ASC e ASC+AH-ABP foram os mais elevados deste
fator e sem diferenca estatistica entre eles. Na expressao de BMP-2 ocorreu semelhante
resultado, com os maiores valores de expressio de BMP-2 para ASC e ASC+AH-ABP.
Ainda a matriz de AH-ABP aumentou a secrecdo de VEGF no grupo das OSTEO+AH-ABP,
comparado com o grupo OSTEO em meio de cultura. Ou seja, mesmo quando AH-ABP nao
aumentou a secre¢ao como observado nos fatores VEGF ¢ BMP-2, se manteve no mesmo
nivel elevado sem diferenca significativa dos grupos das ASCs, demonstrando que ndo
influencia negativamente como matriz.

No geral o uso de AH-BP, nesse estudo, em combina¢gdo com ASC ou com OST
apresentou niveis de secrecao dos fatores de crescimento VEGF, BMP-2 e FGF bem menores
do que os apresentados pelo AH-ABP. O tUnico grupo em que auxiliou em uma maior
secrecdo de fator foi o IGF-1 (Grupo: ASC+AH-BP).

Todos os fragmentos de AH tém uma funcao fisioldgica, o que ¢ importante para a
regulacdo biologica dos tecidos, da sintese da matriz extracelular, na regulacdo dos
comportamentos celulares, como adesdo, migragdo, diferenciacio e sinaliza¢do celular. 474

O AH nativo presente no corpo humano apresenta alto peso molecular, no entanto, quando
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ocorre alguma lesdo tecidual aguda, ele ¢ fragmentado em moléculas menores, durante o
processo de degradacdo da matriz extracelular, com objetivo de ativar a resposta imune do
hospedeiro, pois 0 AH de baixo peso apresenta propriedade pro-inflamatérias.®”” O AH
interage com receptores de membrana na superficie celular, no qual o CD44 ¢ o principal
receptor de AH, desencadeando diferentes respostas bioldgicas. CD 44 ¢ uma glicoproteina
de superficie celular, sendo expresso por células estromais mesenquimais, estando a
interacdo AH-CD44 envolvida em multiplas fungdes celulares como proliferacao,
diferenciacdo e sinalizagdo celular. 4

Conforme relatado na literatura, o CD44 tem uma maior ativagdo pelo AH de alto
peso molecular %, de fato, quanto maior o peso molecular do AH, mais sitios de ligagdo terdo
para CD44. ¥ De acordo com Misra et al. (2015) em sua pesquisa todos os AH analisados
ativaram o CD44, porém as maiores respostas foram encontradas na presen¢a a AH de alto
peso molecular. % Portanto, um possivel mecanismo da ocorréncia de uma maior expressio
de fatores de crescimento nas ASCs quando usado AH-ABP, e menor efeito significativo
quando utilizado o AH-BP, pode ser devido ao fato de que as moléculas de AH de diferentes
pesos ativam diferentemente estes receptores de membrana, o que acaba afetando nas ac¢des
€ na comunicagdo celular destas células, bem como afeta a sua proliferag¢do e diferenciacao.
O AH-AP se liga mais facilmente ao CD 44, o qual ¢ expresso pelas ASCs como relatado
anteriormente, ativando mais eficientemente diversos mecanismos celulares, dos quais,
também a secre¢do dos fatores de crescimento. 23 J4 o AH-BP foi relatado ter uma fraca
ligagdo a esse receptor de membrana, CD 44, ndo ativando da mesma maneira seus
mecanismos celulares. 47 Como no AH-ABP ha a combinagdo dos dois tipos de acidos, tem
maior ligagdo aos receptores de membrana das ASC do que o AH-BP sozinho e parece, desta
maneira, afetar a sinalizacdo celular destas células de acordo com nossa pesquisa.
D’Agostino et al. (2017) avaliou a ativacdo de receptores de AH, como CD44 e TLR4 em
relacdo ao tamanho do AH, mostrando que o os AH de maiores pesos moleculares tiveram
uma maior ativacdo do CD44, enquanto AH-BP ativam mais os receptores TLR4. Zhao et al.
(2015) relata que esse possivel mecanismo ¢ devido ao AH de diferentes pesos moleculares
afetar os eventos celulares em diferentes estagios.

Os resultados deste estudo mostraram que os fatores de crescimento (VEGF, BMP-2,

FGF e IGF-1) tiveram maior expressdo no grupo das células estromais indiferenciadas
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(ASC), enquanto as células diferenciadas em osteoblastos (OSTEQO) expressaram baixos
valores em VEGF e BMP-2 e nenhuma secre¢do em FGF, demonstrando aparentemente que
quanto menor o estagio de diferenciacdo celular, mais influéncia terd o efeito paracrino de
secrecao celular.

Os achados desta pesquisa vao ao encontro dos relatados por Castano-Izquierdo et al.
(2007), onde foi avaliado o potencial da regeneracdo ¢ssea in vivo das MSCs pré-cultivadas
em meio osteogénico por diferentes periodos de tempo (4, 10 e 16 dias) que foram
implantadas em defeitos criticos no cranio de ratos. O grupo controle foi composto de MSCs
em meio ndo-condicionado. Estes autores observaram que as células que foram cultivadas
em meio osteogénico por 4 dias revelaram uma maior formagao dssea, enquanto as que foram
cultivadas por 16 dias apresentaram a menor formagao ossea. O ponto interessante ¢ que as
MSCs do grupo controle, que ndo estavam em meio condicionado, demonstraram uma
neoformacao 6ssea maior do que aquelas em que foram expostas ao meio osteogénico por 16
dias, corroborando os achados do nosso estudo.

Nossos resultados também estdo de acordo com estudos anteriores in vivo e in vitro
em que utilizaram matrizes semeadas com MSCs pré-cultivadas em meio osteogénico por
curtos periodos de tempos demonstraram niveis elevados de osteoindutividade. 7! Van der
Dolder et al. (2002) cultivou MSCs em meio osteogénico em 1, 4 e 8§ dias e implantou em
defeitos criticos no cranio de ratos, encontrando maiores valores formagao 6ssea no menor
periodo de cultivo (1 dia). Logo, parece ser um fator importante para a regeneracao Ossea, €
também para o futuro das pesquisas com engenharia tecidual neste campo, a presenca de
células passando por diferenciacdo (pré-osteoblastos), e ndo completamente diferenciadas.
Na nossa pesquisa as células estromais mesenquimais foram diferenciadas em osteoblastos
por um periodo de 30 dias, parece que, de acordo com esses resultados, esse periodo deve ser
tardio para a liberacdo de fatores de crescimento.

Semelhante resultado foi observado no estudo de Boeckel et al. (2016) em que foi
avaliado a utilizagdo de ASCs e AH como composto celular para engenharia tecidual Ossea.
Foram realizados defeitos dsseos criticos em fémures de ratos e realizaram 5 tratamentos de
enxertia: grupo 1 — controle (apenas o defeito), grupo 2 —matriz AH, grupo 3 — ASCs, grupos
4 — ASC+AH, grupo 5 — ASC osteoinduzidas + AH. Apos 23 dias, analisaram as regides por

microtomografia computadorizada (microCT), histomorfometria e RT-PCR. Na analise de
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microCT, a superficie de contato 6sseo e a densidade de superficie dssea apresentaram as
maiores médias para o grupo em que foi utilizado ASCs+AH, além disso maiores valores de
tecido 0sseo regenerado também foram vistos na histomorfometria neste mesmo grupo. Foi
sugerido, neste estudo, que a combinagdo de AH como matriz para ASCs sem osteoindugdo
prévia pode ser positivo para a regeneracdo Ossea, favorecendo desta maneira a técnica de
enxertia, visto que hd uma menor manipulagao celular in vitro, conseguindo com isso ganho
de tempo e maior seguranca.

Inukai et al. (2013) avaliou in vitro a secre¢do dos fatores de crescimento IGF-1,
VEGF, FGF, TGF- e BMP-2 no meio de cultura de MSCs removidas da medula 6ssea
apenas em meio de cultura completo, através do teste ELISA. Encontrou os valores de
secre¢do de IGF-1 = 211.8 pg/ml e VEGF = 108.9 pg/ml, sendo que ndo observou secre¢ao
dos demais fatores. Em outra analise in vitro as MSCs também foram cultivadas em meio de
cultura completo e foi feita andlise da secre¢do dos fatores de crescimento IGF-1, VEGF,
FGF-2, BMP-2 através também do teste Elisa, no qual também encontraram a expressao
apenas dos fatores IGF-1 ¢ VEGF, com valores de secregdo de 465 pg/ml e 109 pg/ml. 7
Porém nestes dois estudos ndo ouve a comparagdo das MSCs com células diferenciadas em
osteoblastos. Em nossos achados, além da expressao dos fatores IGF-1, VEGF pelas células
indiferenciadas, que foram de 55 pg/ml e 2437 pg/ml, respectivamente, ainda tivemos a
expressao em FGF e BMP-2.

Em relacdo a secrecdo de IGF-1 pelos grupos estudados, observamos a sua maior
expressdao no grupo ASC+AH-BP, com diferenga significativa dos demais grupos. Nosso
resultado estd de acordo com o estudo de Hsiao et al. (2012) em que foi comparado MSCs
de diferentes fontes, incluindo células estromais removidas do tecido adiposo, derivadas da
medula 6ssea e da papila dentaria, demonstrando que o IGF-1 teve a maior expressao nas
ASCs comparadas com as demais fontes. 7 No entanto, os resultados diferentes foram
encontrados por Walsh et al. (2003) demonstraram que a expressdo IGF-1 ¢ dependente de
diferenciagdo, ou seja, sendo mais expresso em células mais maduras da linhagem
osteogénica, onde parecem funcionar na manuten¢ao do fenotipo diferenciado e na supressao
de apoptose.

Podemos observar que a expressdo deste fator de crescimento nos demais grupos foi

semelhante, sem diferenca estatistica significativa entre eles, o que pode ter ocorrido ¢ que
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provavelmente as culturas celulares foram afetadas pela concentragdo de insulina presente
no meio de cultura DMEM. 74

Dentre os vérios fatores que podem influenciar na cicatrizacdo 0ssea, a expressdo da
superfamilia TGF-f3 parece ter um papel importante, principalmente as BMPs. A baixa
secrec¢ao do fator de crescimento BMP-2 no grupo OSTEO deve-se provavelmente ao estagio
de diferenciacdo dos osteoblastos utilizados no estudo no momento em que foi avaliado, visto
que, segundo Cho et al. (2002) a BMP-2 tem sua expressdao maxima nos primeiros dias da
cicatrizagdo dssea, sugerindo seu papel precoce na cascata de eventos do reparo 6sseo, logo,
novamente, quanto menor o estado de diferencia¢do, maior a secre¢do paracrina. O mesmo
fato ¢ confirmado nos estudo de Einhorn (1998), em que também relata que as BMPs e os
fatores que regulam a diferenciacdo das células dsseas sdo mais provavelmente expressas em
estigios anteriores do desenvolvimento 6sseo 7. Marsell et al. (2009) trazem dados
semelhantes, mostrando que a BMP-2 tem seu maior aumento da expressao nas 24 horas
iniciais do processo de reparo 6sseo. Devido a essa expressdo precoce, 0 grupo sugere que a
BMP-2 pode iniciar a producgdo de outras BMPs para que ocorra uma cicatriza¢ao funcional.
Em contraste, as BMP-3, BMP-4, BMP-7 ¢ BMP-8 mostraram uma expressao maior no
periodo de 14 a 21 dias do processo de reparo 0sseo '°. Costello et al. (2010) também afirmam
que BMP-2 ¢ expressa durante a primeira fase de cicatrizag¢do, tendo como fun¢do atrair as
MSCs para o local de cicatrizagdo e depois induzir sua diferenciacao.

Foi demonstrado que o VEGF estd envolvido na cicatrizagdo 6ssea por estimular a
diferenciagdo dos osteoblastos, influenciando as MSCs a se diferenciarem. ’® A angiogénese
ocupa um papel fundamental no processo de regeneracdo de tecido 6sseo e na engenharia de
tecidos, sendo necessario nutrientes e oxigénio para manter a viabilidade celular.!> Em
relagdo a secrecdo do VEGF, sua maior expressdo ocorreu nos grupos ASC e ASC+AH-ABP,
com diferenga estatistica significativa dos demais grupos. Embora a menor secre¢do de
VEGF tenha ocorrido no grupo OSTEO, quando adicionado os 4cidos hialuronicos as células
diferenciadas em osteoblastos (grupos OSTEO+AH-ABP e OSTEO+AH-BP) ocorreu um
aumento significativo da expressdo de VEGF. Diversos estudos relatam as propriedades de
cada um dos AH, portanto por o AH-BP ter caracteristica de ser angiogénico, pode-se

compreender porque sua adicdo OSTEO teve um efeito mais expressivo, ja o AH-ABP tem
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o efeito cooperativo do acido de baixo peso com o de alto peso molecular, auxiliando com
os efeitos pro-angiogénicos que estdo presentes no AH-BP em sua formulagao.

De acordo com Kempen et al. (2009) o estabelecimento do leito vascular ¢ um evento
precoce que precede a formagdo do osso e, durante a cicatriza¢do dssea normal, a expressao
de VEGF mostrou um pico durante os primeiros dias. Foi relatado também em outro estudo
que VEGF tem um papel importante na cicatrizagdo ossea pois tem efeito direto nas células
osteoprogenitoras, promovendo a diferenciacdo delas, interferindo em estagios precoces na
cascata de neoformagdo Ossea. ® Logo, a angiogénese precede a fase de secre¢do da matriz
Ossea, por também estimular que células osteoprogenitoras venham ao sitio de regeneracao,

sendo mais expresso esse fator quanto menor for o estado de diferenciagdo das células.

6 CONCLUSOES

Em nosso estudo, avaliando a influéncia do acido hialurénico de pesos moleculares
distintos nos mecanismos paracrinos das células estromais mesenquimais derivadas do tecido
adiposo, diferenciadas ou ndo em osteoblastos, verificou-se uma tendéncia de melhor
resposta quando do emprego de células indiferenciadas em comparacdo as células ja
diferenciadas em osteoblastos, visto que expressaram mais vigorosamente fatores de
crescimento relacionados ao metabolismo 0Osseo. Longos periodos de diferenciagdo
pareceram levar a uma progressiva reducdo na capacidade local de osteoindugdo.

A presente pesquisa demonstrou que 4cidos hialuronicos de pesos moleculares diferentes
podem modular a secre¢do de fatores de crescimento de maneira distinta. Nossos achados
sugerem que o uso do AH-ABP em engenharia tecidual demonstraram ndo causar prejuizo
no efeito paracrino das mASCs e, por vezes ainda, favorecendo a expressdo de certos fatores
de crescimento. Resultados ainda sugerem ocorrer um efeito positivo do uso de ASCs e AH-
ABP. Enquanto o uso de AH-BP nas ASCs e OSTEO foi inferior em termos de expressao de
fatores de crescimento quando comparado com o uso de AH-ABP.

A partir deste estudo observamos que a matriz de AH-ABP juntamente com ASCs tem
potencial para influenciar positivamente no reparo do tecido dsseo através de uma maior

secrecdo desses fatores de crescimento osteogénicos, comparado com o uso da outra matriz
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de AH-BP, no entanto, a aplicacdo deste achado necessita ser confirmada in vivo em modelos

animais para testar a eficicia clinica desta estratégia e confirmar os resultados obtidos.
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Sistema de Pesquisas da PUCRS
PUC
Qbdigo SPEQ: 8625 Forto Alegre, 9 de agosto de 2018.
Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comissdo Qentifica da ESOOLA DE CENCAS DA SAUDE da PUCRS
apreciou e aprovou o Subprojeto de Pesquisa "ANALISE IN VITRO DO EF5TO DO
AQDO HIALURONICO NOS MECANISVIOS PARACRINOS DAS CH ULAS TRONCO
MESENQUIMAIS ADIPO-DERIVADAS DIFERENCIADAS BV OSTEOBLASTOS PARA
REGENERACAO OSSEA ALVEOLAR" vinculado ao Projeto Guarda-Chuva "7467 -
APLICAGAO DE ACIDO HIALURONICO E HIDROXIAPATITA/ &#946;-TRICALCIO
FOSFATO (Bone Ceramic® BV ENGENHARA TEQIDUAL OOM CULTURA CRLULAR.

Este projeto necessita da apreciagdo da Comissdo de Rica no Uso de Animais

(CBUA). Toda a documentagado anexa deve ser idéntica a document agao enviada a0

CaUA, juntamente com o Documento Unificado gerado pelo SPEQ.

Atenciosamente,

(omiss3o Aentifica da ESOOLA DE QENCAS DA SAUDE
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