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RESUMO

KRONEMBERGER, Gabriela Soares. Producdo de esferoides a partir de células-
tronco/estromais de tecido adiposo humano para biofabricagcdo de tecido Gsseo.
Duque de Caxias, 2018. Dissertacdo (Mestrado em Biomedicina Translacional) —
Programa de POs-Graduacdo em Biomedicina Translacional, Universidade do
Grande Rio, Duque de Caxias, 2018.

A nova formacéo do tecido dsseo é desejavel em uma variedade de cenarios
patolégicos, como a osteoporose. Células-tronco/estromais derivadas do tecido
adiposo (ASCs, do inglés adipose derived stem/stromal cells) sdo consideradas uma
fonte celular promissora para a formacao deste tecido in vitro através de técnicas de
engenharia tecidual. Uma nova abordagem na area de engenharia de tecidos
corresponde a utilizagcéo de esferoides de células-tronco como unidades modulares
para fabricar tecidos biolégicos in vitro. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
padronizar um modelo de inducdo osteogénica in vitro a partir de esferoides de
ASCs humanas fabricados em hidrogel de agarose micromoldado. ASCs foram
isoladas por dissociagédo mecanica de amostras de lipoaspirado humano obtidas de
acordo com o comité local de ética em pesquisa. Duas estratégias para a inducao a
diferenciacdo osteogénica foram testadas em esferoides de ASCs fabricados em
hidrogel de agarose micromoldado. Esferoides mantidos em meio de cultivo sem
fatores indutores foram mantidos como controles. Medidas do diametro dos
esferoides foram realizadas a partir de imagens de microscopia Optica de contraste
de fase. Esferoides induzidos por hrBMP-7 e por TGF-B3 apresentaram média de
didmetro 370um e 450um respectivamente. Esferoides induzidos por hrBMP-7
apresentaram alta viabilidade celular (85%), avaliada por exclusdo de 7-AAD
detectada por citometria de fluxo. Esferoides induzidos por TGF-B3 também
apresentaram elevada viabilidade celular ao longo das semanas de cultivo, avaliada
por kit comercial de fluorescéncia. Esferoides induzidos por TGF-B3 apresentaram
mais depdsitos de calcio do que os induzidos por hrBMP-7, identificado por
coloracao de alizarina vermelha em cortes histolégicos. Em ambos os casos, as
andlises por microandlise de raio-X (EDX) mostraram a presenca de célcio apenas
em esferoides induzidos. Esferoides induzidos por hrBMP-7 apresentaram maior
expressao de mRNA de fosfatase alcalina (p = 0,0015) e menor expressao de TSP-
1 (p = 0,00016) do que esferoides controles. No entanto, ndo houve diferenga na
expressao de RUNX2 e Sox9. Esferoides induzidos por TGF-B3 apresentaram maior
composicao de componentes tipicos da matriz extracelular éssea, como colageno |,
osteocalcina, osteopontina, biglicana e tenascina C, avaliada por imuno-
histoquimica do que os induzidos por hrBMP-7. Além disso, a resisténcia mecanica
a compressao de esferoides induzidos por TGF-B3 foi superior a de esferoides
induzidos por hrBMP-7 (média de 360uN e 20uN, respectivamente). Portanto, foi
possivel padronizar um modelo de inducdo osteogénica in vitro de esferoides de
ASCs humanas. Conclui-se ainda que a indugéo por TGF-B3 seguida de indugao
com meio osteogénico forma esferoides diferenciados com maior eficiéncia de
diferenciacdo osteogénica do que esferoides induzidos por hrBMP-7. Neste
trabalho, foi possivel padronizar um modelo de indugcdo osteogénica in vitro de
esferoides de ASCs humanas, abrindo uma nova perspectiva para a medicina
regenerativa

Palavras-chave: engenharia de tecido 0sseo, células-tronco de tecido adiposo
humano, esferoides, osteogénese.



ABSTRACT

KRONEMBERGER, Gabriela Soares. Bone tissue biofabrication from human adipose
tissue derived stem/stromal cells spheroids. Duque de Caxias, 2018. Dissertacéo
(Mestrado em Biomedicina Translacional) — Programa de Pdés-Graduacdo em
Biomedicina Translacional, Universidade do Grande Rio, Duque de Caxias, 2018.

New bone formation is desirable in a variety of pathological settings, such as
osteoporosis. Adipose derived stem/stromal cells (ASCs) are considered a promising
cell source for the formation of this tissue in vitro through tissue engineering
techniques. A new approach in the field of tissue engineering corresponds to the use
of stem-cell spheroids as modular units for fabricate biological tissues in vitro. Thus,
the aim of this work was to standardize an osteogenic induction model in vitro from
spheroids of human ASCs produced by micromolded nonadhesive hydrogel. ASCs
were isolated by mechanical dissociation from human lipoaspirate samples obtained
according to the local research ethics committee. Two strategies for osteogenic
differentiation induction were evaluated in ASCs spheroids produced by
micromolded nonadhesive hydrogel. Spheroids maintained in culture medium
without inducing factors were maintained as controls. Measurements of spheroid
diameter were performed using phase contrast optical microscopy images.
Spheroids induced by hrBMP-7 and by TGF-B3 presented a diameter mean of 370
pm and 450 pym respectively. The hrBMP-7 induced spheroids showed high cell
viability (85%), quantified by 7-AAD exclusion detected by flow cytometry. The TGF-
B3 induced spheroids also showed high cell viability throughout the weeks of culture,
as assessed by commercial fluorescence kit. The TGF-B3-induced spheroids
exhibited more calcium deposits than those induced by hrBMP-7, identified by
alizarin red staining in histological sections. In both cases, X-ray microanalysis (EDX)
showed the presence of calcium only in induced spheroids.
The hrBMP-7 induced spheroids showed higher alkaline phosphatase mRNA
expression (p = 0.0015) and lower TSP-1 expression (p = 0.00016) when compared
to control spheroids. However, there was no difference in RUNX2 and Sox9
expression. The TGF-B3 induced spheroids had a higher composition of typical
extracellular matrix components, such as collagen |, osteocalcin, osteopontin,
biglycan and tenascin C by immunohistochemistry when compared to those induced
by hrBMP-7. In addition, the mechanical resistance to compression of spheroids
induced by TGF-B3 was higher when compared to spheroids induced by hrBMP-7
(mean of 360uN and 20pN, respectively). Therefore, it was possible to standardize
an in vitro osteogenic induction model of human ASCs spheroids. It was also
concluded that induction by TGF-B3 followed by induction with osteogenic medium
is able to produce differentiated spheroids with greater efficiency of osteogenic
differentiation than spheroids induced by hrBMP-7. In this work, it was possible to
standardize a model of in vitro osteogenic induction of human ASCs spheroids,
opening a new perspective for regenerative medicine.

Key-words: bone tissue engineering, adipose derived stem cells, spheroids,

osteogenesis.
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1. INTRODUCAO: CONTEXTUALIZACAO

A maioria das descobertas na area da Biologia Celular e a compreenséao
da formacédo e funcdes de orgados e tecidos ocorreram a partir do cultivo de
células de mamiferos utilizando metodologias de cultivo bidimensionais (2D)
tradicionais. Entretanto, como o organismo é um sistema tridimensional (3D)
complexo, as técnicas de cultivo 2D de células ndo sdo capazes de mimetizar
corretamente 0s sinais mecanicos e bioquimicos que ocorrem in vivo (ACHILLI
et al.,, 2012). Em cultivos 2D de células, as interacbes que prevalecem séo
aquelas entre as células e o plastico de cultura e ndo as interacdes entre as
células e das células com a matriz extracelular, as quais sao responsaveis pela
homeostase do microambiente tecidual, sendo, portanto, essenciais para as
funcdes das células em um tecido (ACHILLI et al., 2012). Na auséncia de um
arcabouco de fixacdo, as células irdo agregar-se através de moléculas de
adesao célula-célula - principalmente caderinas presentes na superficie celular -
em um processo denominado automontagem. Durante este processo, ocorre a
formacdo de estruturas 3D denominadas esferoides (DUGUAY et al., 2003).

Os esferoides apresentam diferentes caracteristicas que 0s tornam
interessantes para a area de medicina regenerativa, como uma elevada adeséo
devido a uma producéo acelerada de matriz extracelular - e serem capazes de
produzir fatores pro-angiogénicos, como o fator endotelial de crescimento
vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor). Eles j& foram
avaliados com sucesso para promover a regeneracgao de cartilagem e de tecido
cardiaco (KELM et al., 2010).

Na ultima década, um grande desafio da area de engenharia tecidual é a
fabricacdo in vitro de um construido tecidual de um tamanho compativel com o
local a ser substituido e ainda possuir uma elevada densidade de células,
semelhante ao encontrado em 6rgdos naturais (KHADEMHOSSEINI et al.,
2006). Esferoides ja foram utilizados como blocos de construgdo para
biofabricacéo de diferentes tecidos (como nervoso e cardiaco) e é crescente a
perspectiva para sua utilizacdo em bioimpressdo 3D de tecidos autdogenos
(ELBERT, 2011; BEACHLEY et al., 2014).
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E possivel fabricar esferoides a partir de diferentes tipos celulares, tais
como células tumorais, células-tronco mesenquimais e células-tronco de tecido
adiposo humano. Um diferencial em utilizar as células-tronco de tecido adiposo
humano é que estas correspondem a uma fonte aut6loga e de facil acesso no
momento da coleta do tecido. Além disso, estas células apresentam o potencial
para se diferenciarem nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica
(BAPTISTA et al., 2009), o que torna interessante seu uso em abordagens de
engenharia de tecidos.

Um dos tecidos que é amplamente estudado na &rea de engenharia
tecidual € o 6sseo. O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo
altamente vascularizado, responsavel principalmente por promover suporte para
os tecidos moles, protecao de 6rgaos vitais e controlar a homeostase mineral.
As principais células deste tecido séo os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.
Existem dois processos principais para formacéo do 0sso, que sao a ossificacédo
intramembranosa e a endocondral, regulados por mecanismos moleculares
distintos (FILIPOWSKA et al., 2017). O osso é capaz de se remodelar e
regenerar efetivamente apods lesdes ndo criticas, ou seja, lesbes que sdo
reparadas sem a necessidade de intervencdo cirargica. Este processo de
regeneracao € complexo, altamente regulado e seu sucesso é dependente de
angiogénese e de recrutamento de células-tronco mesenquimais (MSCs)
(MATHIEU et al., 2013). Neste contexto, as abordagens atuais para o reparo do
tecido 6sseo em Engenharia de Tecidos sdo direcionadas para defeitos criticos
e fraturas ndo unidas, as quais ndo sdo capazes de serem reparadas
espontaneamente (HERRMANN, VERRIER E ALINI, 2015).

O numero de casos de lesdes 6sseas causados por trauma, doencas,
deformidade ou degeneracdo aumentam a cada ano, com uma tendéncia de
continuar progredindo com o passar do tempo pelo aumento da expectativa de
vida da populagéo. Dessa maneira, ha a necessidade de tratamentos efetivos
para promover o reparo funcional do tecido ésseo lesionado (HAO et al., 2017).
Ainda que abordagens a partir de enxertos 0sseos tenham sido empregadas
como um “padrao ouro” de regeneragao osteogénica, elas sao limitadas pelo
potencial de lesionar tecidos saudaveis, pela disponibilidade de tecido do doador
e pelo seu elevado custo de materiais sintéticas (JING et al., 2015). Na busca de

tratamentos alternativos, estudos com o uso de células-tronco mesenquimais
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para mediar a regeneracao 0ssea tém sido descritos com resultados satisfatorios
em ensaios clinicos. As células-tronco mesenquimais estdo sendo utilizadas em
associacdo com biomateriais como abordagem classica na engenharia 0ssea
(GRAYSON et al., 2015; HAO et al., 2017). Porém, abordagens nao classicas
envolvendo o uso de esferoides 3D como um modelo para fabricacdo de tecido

0sseo ainda séo pouco exploradas.

1.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais ou células-tronco estromais (MSCs, do
inglés Mesenchymal stem cells) presentes no individuo adulto apresentam uma
série de fun¢gbes na manutencdo e no reparo de varios tecidos do organismo.
Estas células sao indiferenciadas e multipotentes para se diferenciar em varios
tecidos da linhagem mesodermal (Fig. 1), como 6sseo, cartilaginoso e adiposo
(PITTENGER et al., 1999; KIM E PARK, 2017).

Osso Medula dssea
(o)

‘(‘8: ‘d;'

£\ Aut - .
(©) 0- O ) Célula do estroma conectivo

| renovagio

(© @ Célula da cartilagem

,;).::‘ {}” / = Mesoderma
‘,o,‘ . y ) Célula do tecido adiposo
(0 :

(O ) Célula do tecido 6sseo

(@)
[©] Osteoblasto
P
(O]

Nature Reviews | immunology

Figura 1: Potencial de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais. As células-
tronco mesenquimais sdo multipotentes, apresentando capacidade de auto-renovacao
e diferenciacdo em células da linhagem mesodermal, como células do estroma do
conectivo, células do tecido cartilaginoso, adiposo e ésseo. MSC, células-tronco
mesenquimais (Adaptado de UCCELLI, MORETTA E PISTOIA, 2008).

Estas células podem ser isoladas a partir do estroma de varios tecidos,
como medula 6ssea (FRIEDENSTEIN et al., 1968, FRIEDENSTEIN et al., 1970,
FRIEDENSTEIN et al., 1974), tecido adiposo (ZUK et al., 2002), na parede do
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corddo umbilical (ROMANOV et al., 2003), sangue periférico (CHONG et al.,
2012), fluido amnidtico, placenta (IN 'T ANKER et al., 2003), dentre outros.

Devido a sua potencialidade, as MSCs humanas sdo consideradas
excelentes candidatas para aplicacdes em medicina regenerativa e j4 foram
aplicadas com sucesso em testes clinicos para o tratamento de diferentes
doencas do sistema locomotor, cardiovasculares e neuroldgicas (POLIMERY et
al., 2016).

Em relagéo as principais vantagens do uso destas células como forma
terapéutica, é possivel citar a disponibilidade de fontes teciduais para o
isolamento das células, o potencial de diferenciacéo, efeitos imunomodulatérios
e paracrinos efetivos e a menor quantidade de complicacdes éticas para seu uso,
quando comparado com as de outras células-tronco, como as de origem
embrionéaria (KIM E PARK, 2017).

Apds o isolamento, as MSCs humanas sdo caracterizadas pela
habilidade de aderir na superficie de garrafas de cultura e apresentar morfologia
fibroblastoide. No entanto, estas células apresentam uma habilidade limitada de
proliferar em cultivos in vitro apdés um certo nUmero de passagens devido a
ativacdo do processo de senescéncia, 0 que pode ser considerado um desafio
para estudos clinicos que geralmente requerem um grande numero de células
(KIM E PARK, 2017).

Em condi¢cdes naturais de injaria tecidual no organismo, as MSCs
migram para o sitio inflamatorio, onde exercem atividades imuno-modulatérias
ao inibir a atividade de células do sistema imune e pela secrecao de citocinas
pro-inflamatoérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, tumor necrosis
fator- alpha) e interferon gama (IFN-y), agindo dessa forma no reparo do tecido
(WANG et al., 2014).

Em relacdo a aplicacdes na area de engenharia de tecidos, as MSCs
isoladas da medula 0ssea apresentam um grande destaque por ja terem sido
utilizadas com sucesso para promover a regeneracao de tecidos mesodermais
como o0sso e cartilagem. A capacidade destas células de se diferenciarem e
realizarem o reparo de tecidos esta intimamente relacionada com uma grande
variedade de moléculas bioativas (antiapoptoticas, de inducdo de proliferacéo,

pré-angiogénicas e imunomodulatorias) secretadas por elas, que podem agir de

24



forma paracrina ou autdcrina, provendo assim, um microambiente favoravel ao
processo de regeneracdo (POLIMERY et al., 2016).

Dentre as fontes mais utilizadas para o isolamento de MSCs esta o
tecido adiposo subcutaneo (KIM E PARK, 2017). Quando isoladas deste tecido,
sdo denominadas células-tronco/estromais derivadas de tecido adiposo (ASCs,
Adipose Derived Stem/Stromal Cells), pois por mais que possam ser
consideradas morfologicamente e fenotipicamente similares as MSCs isoladas
da medula 6ssea, apresentam diferencas que a caracterizaram como uma nova
populacdo celular, pelo fato de pertencerem a microambientes teciduais e
origens distintas (BOURIN et al., 2013 e BAPTISTA et al., 2007). Por serem
isoladas do tecido adiposo subcutaneo, 0 processo se torna minimamente

invasivo e a quantidade de células isoladas é elevada (BAPTISTA et al., 2013).

1.2 O TECIDO ADIPOSO COMO FONTE DE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS

O tecido adiposo branco é encontrado de forma representativa no tecido
adiposo subcutaneo e visceral. Este tecido realiza o acumulo de lipideos na
forma de triglicerideos como uma fonte energética, além de estar diretamente
relacionado com distdrbios metabdlicos como diabetes e obesidade,
apresentando uma funcéo enddécrina no organismo (TSUJI et al., 2014).

Zuk e colaboradores (2002) introduziram uma populacéo isolada a partir
do tecido adiposo branco, as ASCs, utilizando um protocolo de digestédo
enzimatica por colagenase. O isolamento de células-tronco multipotentes a partir
deste tecido através desta metodologia € considerado menos invasivo quando
comparado com 0 processo para o isolamento de MSCs a partir da medula
O0ssea, sendo possivel inclusive conseguir um maior numero de células por
amostra de lipoaspirado (BAPTISTA et al, 2009). As ASCs apresentam o
potencial de diferenciacdo para as vias osteogénica, condrogénica e
adipogénica, representando assim uma fonte celular alternativa as MSCs
isoladas da medula 6ssea, para estudos em medicina regenerativa.

O tecido adiposo subcutdneo consiste predominantemente de
adipécitos maduros e de uma fracdo estromal vascular (SVF, Stromal-Vascular

Fraction) heterogénea, a qual inclui fibroblastos, células endoteliais, pré-
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adipdcitos, linfécitos, mondcitos e as ASCs (XU et al.,, 2003), que ficam
intimamente associadas aos vasos sanguineos. Inicialmente, estas células
foram isoladas através de protocolo de digestdo enziméatica por colagenase. Os
principais problemas relacionados com este procedimento séo o elevado custo
da enzima e a dificuldade de aplicacdo para um volume maior de lipoaspirado.
Uma metodologia alternativa corresponde a um processo de digestdo mecanica,
no qual as ASCs séao isoladas em um menor tempo e custo (BAPTISTA et al.,
2009).

As ASCs seguem os critérios estipulados pela Sociedade Internacional
para Terapia Celular (ISCT, International Society for Cellular Therapy que as
definem como células-tronco mesenquimais, as quais tém como caracteristicas
(1) aderéncia ao plastico quando mantidas em condi¢cfes de cultivo in vitro, (2)
potencial de diferenciagdo nas linhagens condrogénica, osteogénica e
adipogénica, (3) expressdo de marcadores de superficie estromais incluindo
CD73, CD90 e CD105 (DOMINICI et al., 2006). Quando isoladas, as ASCs
apresentam marcadores celulares como CD90, CD105, CD73, CD44, CD166 e
CD34 (durante os primeiros ciclos de proliferacdo), e uma falta da expressao do
marcador hematopoiético CD45, sendo, portanto, similares fenotipicamente as
MSCs isoladas da medula 6ssea (BAPTISTA et al., 2007). Entretanto, as ASCs
apresentam maior estabilidade em culturas in vitro de longo periodo, com uma
menor senescéncia e maior capacidade de proliferagdo (STRIOGA et al., 2012).

Devido ao seu potencial de diferenciacdo, as ASCs estdo sendo
aplicadas atualmente em abordagens in vitro e in vivo da engenharia de tecidos,
para regeneracao do tecido 6sseo e cartilaginoso. Em relacéo ao tecido 0sseo,
estudos de diferenciagéo in vitro a partir de ASCs ja foram realizados, porém
este processo ainda nao foi amplamente explorado a partir deste tipo celular
guando comparado com os estudos que utilizaram MSCs derivadas da medula
ossea (LINDROOS et al., 2011; CIUFFI, ZONEFRATTI E BRANDI, 2017).

1.3 PROCESSO DE DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

O esqueleto de mamiferos apresenta trés origens embrionarias, (1) o
mesoderma paraxial, que origina o esqueleto axial, (2) a placa mesodermal

lateral, que forma o esqueleto apendicular e (3) a crista neural axial, que ira
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originar os ossos da face. Os dois processos para formacdo do tecido ésseo
ocorrem durante o desenvolvimento embrionario, correspondendo a ossificacéo
intramembranosa e a ossificacdo endocondral. Ambos 0s processos apresentam
diferencas morfogenéticas e metabdlicas (PAIVA E GRANJEIRO, 2014)

O primeiro processo, ou ossificagdo direta, ocorre a partir da
diferenciacdo de MSCs em osteoblastos. Em resumo, ocorre inicialmente a
condensacdo das MSCs, seguida da diferenciacdo direta destas células em
osteoblastos e, por fim, a maturacdo 6ssea com a formacdo dos ostedcitos
aprisionados na matriz mineralizada (Fig. 2). Através do desse processo, ocorre
a formacdo dos ossos do cranio, das partes do esqueleto cranio-facial, de
regides das claviculas e do osso periosteal, que se forma ao redor dos 0ssos
longos para promover o crescimento lateral (VALENTI et al., 2016, PAIVA E
GRANJEIRO, 2014).

Migracao das células da crista neural Condensacao mesenquimal
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Figura 2: Representacdo esquematica da ossificagdo intramembranosa. Células
migrando da crista neural (denominadas células ectomesenquimais, que exibem
caracteristicas mesenquimais) adentram no processo de condensa¢do mesenquimal no
sitio do futuro osso (A, B). Células diferenciam-se em células progenitoras
osteocondrais, que se tornam pré-osteoblastos e finalmente, osteoblastos (C).
Osteoblastos secretam matriz ndo-mineralizada (osteoide), ocorre enfim o processo de
mineralizacao e essas células sdo embebidas na matriz 6ssea. O final da maturacao
dos osteoblastos ocorre (osteécitos), levando a formacdo de uma rede de lacunas e
canaliculos, onde os ostedcitos se localizam (D) (Adaptado de PAIVA E GRANJEIRO,
2014).
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No processo de ossificacdo endocondral, ou ossificagéo indireta (Fig. 3),
as MSCs se condensam e diferenciam inicialmente em condrocitos, formando
um molde de matriz cartilaginosa hialina que sequencialmente sera substituido
por tecido 6sseo vascularizado (VALENTI et al., 2016). O molde de cartilagem
hialina cresce de forma intersticial e as células derivadas a partir da regido
interna do pericondrio sofrem diferenciacdo osteoblastica e secretam matriz
O0ssea mineralizada que forma o colar 6sseo, subsequentemente tornando-se
0sso cortical. Os condrocitos no molde de cartilagem proliferam, maturam e
hipertrofiam, secretando coldgeno do tipo X, fatores pré-angiogénicos e
fosfatase alcalina, formando o tecido ésseo mineralizado (MACKIE et al., 2011,
THOMPSON et al., 2014). Durante a ossificacdo endocondral, ha a formacéo
dos ossos longos, gerando o esqueleto axial e apendicular (MAES, 2016; PAIVA
E GRANJEIRO, 2014).

Cartilagem articular hialin

Molde de

cartilagem
Condensagdo
mesenquimal /°, .

periosteo

A B C D E F

Figura 3: Visdo esquematica do processo de ossificacdo endocondral. No inicio da
formacdo Ossea, ocorre a condensacao de células-tronco mesenquimais (A) que em
seguida sofrem diferenciacdo condrogénica para formagdo do molde de cartilagem
hialina (B). As células no centro do molde de cartilagem hipertrofiam, enquanto que as
localizadas na periferia passam por ossificacao osteoblastica direta para formar um colar
0sseo (C). Células hipertrofiadas iniciam a mineralizacdo da cartilagem rudimentar.
Ocorre a invaséo de vasos sanguineos e migragéo celular, resultando na formacao do
primeiro centro de ossificagdo (POC) (D). No final, ocorre a formacdo do centro
secundario de ossificacdo (SOC), com a periferia mantendo um fenétipo estavel de
tecido cartilaginoso, a cartilagem articular (E, F) (Adaptado de THOMPSON et al., 2014).

A osteogénese pode ser definida como o mecanismo de diferenciacédo
celular em tecido 0sseo através de fatores fisico-quimicos e de comunicagao
intracelular, sendo essencial para a formacéo do esqueleto (MIRON E ZHANG,

2012). Durante a osteogénese, as trés principais vias de sinalizacdo envolvidas
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sdao Wnt/B-catenina (Wingless-type MMTYV integration site family)/B-catenina),
Notch e BMP/TGF-B (Bone morphogenetic protein/ Transforming growth factor 3).
A compreenséo destas vias foi de fundamental importancia para o entendimento
de mecanismos moleculares de reparo e remodelamento do tecido Osseo
(MAJIDINIA E YOUSEFI, 2017).

As proteinas Wnt fazem parte de uma familia de moléculas secretadas
qgue interagem com os receptores de membrana Frizzled (FZD), resultando na
ativagcdo de B-catenina downstream (GRUBER et al., 2016). Esta via de
sinalizacdo apresenta funcdes relacionadas com a proliferacdo celular,
diferenciacdo, crescimento e regeneracdo 60ssea (SHI et al., 2016). Dessa
maneira, a via Wnt/B-catenina é envolvida na osteoblastogénese e na funcao
osteoblastica, aumentando a massa de tecido 6sseo adulto (CHRISTIE et al.,
2017).

A via de sinalizacdo Notch é ativada pela interacdo dos receptores de
Notch (Notch 1-4) e seus ligantes (Delta like 1, -3, -4 e Jagged -1, -2). Apés a
ligacdo, ocorrem duas clivagens proteoliticas nos receptores e o dominio
intracelular de Notch (NICD) é liberado, sendo translocado para o nucleo para
ativacao transcripcional de genes alvo. Esta via é responsavel principalmente
por induzir a diferenciacdo de MSCs em osteoblastos e promover a atividade de
fosfatase alcalina (MAJIDINIA et al., 2016; ZU et al., 2013).

As BMPs séo fatores de crescimento multi-funcionais que fazem parte
da familia do TGF-B (CAO E CHEN, 2005). A interacdo de BMP/TGF-Bs com
receptores BMP ou serina/treonina TGF-$ tipo 1 e tipo 2 inicia cascatas de
sinalizacdo dependentes ou independentes de Smad (CARREIRA et al., 2014).
As BMPs sao capazes de aumentar a inducao osteogénica em MSCs, regulando
sua proliferacao e diferenciacdo em osteoblastos (MIRON E ZHANG, 2012). As
principais BMPs envolvidas com o processo de diferenciagdo osteogénica em
MSCs s&do as BMP-2, BMP-4 e BMP-7 (ROLDAN et al., 2010).

Os fatores mais comumente utilizados para promover a osteogénese in
vitro sdo a dexametasona, o acido ascorbico e o [-glicerofosfato. A
dexametasona € um esteroide que promove a diferenciacdo das células em
osteoblastos pela ativagdo da via Wnt/B-catenina. O &cido ascorbico atua como
um co-fator para enzimas que hidrolisam a prolina e lisina em colageno,

participando da cadeia de formacao desta proteina. Aléem disso, este fator € um
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importante regulador da secrecéo de coldgeno do tipo |, que corresponde ao tipo
de colageno mais encontrado na matriz extracelular do tecido 6sseo. O -
glicerofosfato é um fosfato inorganico atuando na diferenciacdo de MSCs e na
expressao de BMP-2 (FREEMAN et al., 2015).

1.4 REGULADORES TRANSCRICIONAIS DA  DIFERENCIACAO
OSTEOGENICA

A osteogénese é um processo altamente regulado através de populacdes
celulares distintas fenotipicamente, a partir de MSCs para um osteoprogenitor
comprometido, osteoblastos maduros e por fim, ostedcitos terminalmente
diferenciados, aprisionados na matriz extracelular mineralizada. Este programa
de desenvolvimento é recapitulado in vitro com estagios distintos que incluem a
proliferacao, formacao da matriz extracelular e mineralizacéo, que s&o baseados
em perfis de expresséo génica de cada subpopulacdo de osteoblastos (LIAM et
al., 2006; WU et al., 2017).

Diferentes proteinas nucleares contribuem para a regulagcdo da
diferenciacdo dos osteoblastos e suas fungdes no microambiente tecidual.
Algumas destas proteinas atuam através do esqueleto, outras em um
subconjunto de elementos do esqueleto e uma terceira categoria é representada
por proteinas que modulam a atividade dos fatores classicos de transcricdo
(KARSENTY, 2008).

O Runx2 é um membro da familia do dominio Runt de fatores de
transcricdo e foi mostrado como o determinante molecular da diferenciagéo
osteoblastica. Este gene é considerado o gene master do processo de
osteogénese, primeiramente por regular diretamente a diferenciacédo de células
progenitoras mesenquimais em pré-osteoblastos e por ser necessario para a
expressdo de proteinas ndo colagenosas, como € 0 caso da osteocalcina e
osteopontina (MIRON E ZHANG, 2012). Sequencialmente, as células osteo-
progenitoras comecam a produzir colageno do tipo I. Diferentes genes foram
identificados como controladores da fungdo do Runx2, como € o caso do Twist-
1, MSX2, Bapxl e Stat-1, formando uma rede de fatores de transcricdo que
regulam a formacado 0ssea de forma complexa (KARSENTY, 2008).
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As células osteo-progenitoras se diferenciam parcialmente em pré-
osteoblastos, que séo caracterizados pela expressdo de fosfatase alcalina
(ALP), um marcador inicial da diferenciacédo destas células e que participa do
inicio da mineralizagdo da matriz 6ssea (WENNBERG et al., 2000; MIRON E
ZHANG, 2012).

Por fim, além do Runx2, outro fator de transcricdo envolvido diretamente
no processo de diferenciacédo osteogénica é o Osterix (Fig. 4). A inativacao deste
fator em camundongos ocasionou uma auséncia da formagéo do tecido 6sseo
(NAKASHIMA et al., 2002 e KARSENTY, 2008). Diferentemente da auséncia do
Runx2, que leva a auséncia de mineralizagcdo no esqueleto, a deficiéncia de
Osterix causa uma perda da matriz mineralizada durante o processo de
ossificacao intramembranosa, demonstrando a importancia deste fator para a
diferenciacdo de osteoblastos (NAKASHIMA et al., 2002 e KARSENTY, 2008).

RUNX 2

. % o *‘\. RLIXZ
@ ® ® ¥ .

Osteocito
ALP ++ ALP +++ ALP -
Runx2 COL | 44+ COL | ++ COL1-
coLl Runx2 +++ OCN +++ OCN -
Osterix ++ OPN +++ OPN +++
BSP +++ BSP +++

Figura 4: Regulacdo da diferenciagcdo de osteoblastos por Runx2 e Osterix. Na
osteogénese, 0 Runx2 € crucial para o comprometimento das células-tronco
mesenquimais com a linhagem osteoblastica e influencia positivamente nos estagios
iniciais da diferenciacdo. O Osterix atua na diferenciagcdo osteoblastica apés a
condensacdo mesenquimal regulada por Runx2. Durante o processo de diferenciacéo,
0 Runx2 esta envolvido na expressédo de genes da matriz 6ssea como o colageno do
tipo | (COL I), de Sialoproteina-6ssea (BSP, Bone Sialoprotein), Osteopontina (OPN) e
Osteocalcina (OCN), além de regular a expressao de fosfatase alcalina (ALP, Alkaline
phosphate). Ao final da maturagdo, ocorre uma baixa expressdo de Runx-2. MSC,
células-tronco mesenquimais (Adaptado de BRUDERER et al., 2014 e MIRON E
ZHANG, 2011).
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1.5 HISTOLOGIA DO TECIDO OSSEO

O o0sso € um tipo especializado de tecido conjuntivo altamente
vascularizado e inervado que forma, juntamente com a cartilagem, o sistema
esquelético. Dentre as fun¢des do tecido 6sseo no organismo, trés apresentam
destaque, que sdo (1) promover suporte mecanico e ser um sitio para associacao
de musculos, a fim de haver locomocéo, (2) proteger 6rgaos vitais e a medula
0ssea, uma vez que esta encontra-se alojada no interior de 0ssos longos e
planos e (3) reservar calcio e fosfato utlizados para a manutencdo da
homeostase (BARON, 2008).

E possivel encontrar no esqueleto dois tipos de 0ssos: 0s planos e 0s
longos, formados por processos embrionarios diferentes. A parte externa dos
0ss0s longos é composta por uma camada fina, o cortex ou 0sso compacto, que
corresponde a 80% do osso, 0 qual progressivamente encontra-se como uma
rede de trabéculas calcificadas no interior, formando o 0sso esponjoso ou
trabecular, cujos espacos sao preenchidos pela medula éssea (BARON, 2008;
BRETT et al., 2017).

As principais células constituintes deste tecido sédo os (1) ostedcitos, que
se localizam em cavidades ou lacunas no interior da matriz extracelular
mineralizada, (2) osteoblastos, produtores dos constituintes colagenosos e nao
colagenosos da matriz extracelular e (3) osteoclastos, células que reabsorvem o
tecido, sendo responsaveis, portanto, pelo remodelamento ésseo (Fig. 5). Os
ostedcitos sdo osteoblastos maduros e correspondem a maior parte da
populacdo de células no tecido 6sseo (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008;
SCHAFFLER et al., 2014).
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Osteoclasto Mesénquima Matriz neoformada
(ostedide)

NG

Figura 5: Representacdo esquemaética dos principais constituintes celulares do
tecido 6sseo. Presenca de osteoblastos, que sintetizam matriz 6ssea mineralizada; os
osteoclastos responsaveis pela reabsorcao do tecido; os ostedcitos, células embebidas
pela matriz 6ssea mineralizada e os ostedides, células imaturas que secretam matriz
extracelular neoformada (adaptado de JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

A matriz extracelular do tecido 6ésseo € composta em aproximadamente
90% por proteinas colagenosas, majoritariamente colageno do tipo | -
responsavel por promover integridade estrutural e contribuir para a resisténcia
mecanica do tecido - e por proteinas ndo-colagenosas, sintetizadas em sua
maioria pelos osteoblastos. As principais proteinas ndo colagenosas presentes
no tecido 6sseo com suas respectivas funcdes estdo listadas na tabela 1
(ROBEY, 2002; BARON, 2008; ALFORD E HANKENSON, 2005). Além da
porcdo organica da matriz extracelular, cristais de hidroxiapatita
[3Cas3(P0a4)2(OH)2] sdo encontrados nas fibras de colageno e envolvendo esta
matriz organica, contribuindo para a rigidez estrutural do tecido 6sseo (Ross,
2016; Baron, 2008).
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Tabela 1: Principais proteinas ndo colagenosas presentes na matriz extracelular do
tecido 6sseo e suas funcdes (BARON, 2008; ALFORD E HANKENSON, 2005).

Osteocalcina Modula a adesao celular

Promove a adesao celular e

Osteopontina . . L
P diferenciacéo osteoblastica

BSP Il Promove a adeséao celular e
diferenciacdo osteoblastica

Tenascina C Promove a diferenciacéo osteoblastica
Biglicana Regula o crescimento da fibra de
colageno, a mineralizacao e formacao
0ssea
TSP1 Regula a atividade dos osteoclastos
TSP?2 Inibe a proliferacdo da MEC e promove a

diferenciacdo osteoblastica

BSP Il (Bone Sialo Protein Il, Sialoproteina 6ssea Il), TSP1 (Thrombospondin 1,
Trombospondina 1,), TSP2 (Thrombospondin 2, Trombospondina 2).

O osso é considerado um tecido metabolicamente ativo, capaz de
adaptar-se para ajustar condi¢cbes de carga impostas ao sistema esquelético
diariamente. Esta capacidade é fundamental para a funcdo do esqueleto de
proteger os orgaos durante o desenvolvimento (FREEMAN E MCNAMARA,
2016).

Uma problematica relacionada ao tecido 6sseo que afeta grande parte da
populacdo atual é o grande numero de lesBes criticas que ndo regeneram

completamente devido a perda de tecido, fixacdo inapropriada, infeccdo ou

vascularizacéo inadequada (NG et al., 2016).
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1.6 LESOES NO TECIDO OSSEO

O reparo de defeitos criticos no tecido 0sseo, que nao podem ser
compensados pela capacidade endoégena do organismo, representam um
desafio atual para a area de medicina regenerativa (ZIMMERER et al., 2015). Os
tratamentos aplicados para lesGes osteo-degenerativas representam um gasto
elevado para a saude publica. Como exemplo desta realidade, somente nos
Estados Unidos, aproximadamente 793 bilhdes de dolares sdo gastos
anualmente para tratamentos de lesfes 0sseas (BARABASCHI et al., 2016). No
Brasil, uma pesquisa constatou que o gasto do sistema unico de saude (SUS)
para o tratamento de osteoporose em idosos € de aproximadamente R$ 290
milhdes de reais, no periodo de dois anos (MORAES et al., 2014).

O tecido o6sseo é extremamente dinamico, sendo remodelado
constantemente pela acdo dos osteoclastos e novamente formado pela
deposicdo de matriz mineralizada pelos osteoblastos, em um processo
estritamente coordenado por vias de sinalizagéo. Durante este processo, podem
ocorrer disfuncdes, de modo que o equilibrio entre destruicdo e formacéo seja
alterado, causando doencas degenerativas no tecido. Alguns fatores podem
contribuir para esse desequilibrio, como a menopausa e o envelhecimento
(SOZEN et al., 2017).

A osteoporose € a doenca metabdlica mais comum em humanos,
representando uma problematica para a saude publica. Ela é caracterizada por
perda de massa 6ssea, onde ocorre deterioracdo da arquitetura do tecido,
comprometendo sua resisténcia mecanica e consequentemente, gerando um
aumento do risco de fraturas (SOZEN et al., 2017).

Outra lesdo que pode ser relacionada ao tecido 6sseo e ocorre devido
ao desgaste € a osteoartrite, uma doenca cronica entre as juncdes caracterizada
por perda de cartilagem, inflamacdo no tecido sinovial e esclerose no 0sso
subcondral (VALDES E SPECTOR, 2010; MARUOTTI et al., 2017). O estagio
inicial da osteoartrite € caracterizado por um aumento do remodelamento do
tecido 6sseo subcondral, enquanto que a reducdo na reabsorcdo 0ssea e 0
aumento da formacé&o deste tecido ocorre na doenca tardia (FINDLAY E ATKINS,

2014; MARUOTTI et al., 2017). Esse remodelamento anormal e a diminui¢cédo da
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mineralizacdo s&o responsaveis pela alteracdo na arquitetura do tecido
(MARUOTTI et al., 2017).

Com o aumento da expectativa de vida atual, a ocorréncia de lesGes
associadas ao tecido 6sseo torna-se mais comum entre a populacao. Além disso,
o risco de fraturas ocasionado por acidentes também é uma problematica para
0 crescente numero de pessoas que habitam grandes centros urbanos. Dessa
maneira, ha a necessidade do desenvolvimento de abordagens na area de
engenharia de tecidos que promovam o remodelamento e a regeneracdo do
tecido 6sseo, de modo que ele volte a ser saudavel e funcional (ORCIANI et al.,
2017).

Atualmente para os tratamentos com lesGes 0sseas, a estratégia mais
empregada corresponde ao uso de enxertos 0sseos autdlogos (do préprio
paciente) ou heterdlogos (outro individuo da mesma espécie), que podem ser
utilizados com outros materiais para promover a regeneracao 0ssea atraves de
osteoinducéo, osteoconducao e osteogénese (NG et al., 2016). No entanto, o
uso de enxertos apresenta diferentes limitagbes, como morbilidade do doador e
um suprimento restrito do material (HERRMANN, VERRIER E ALINI, 2015).
Como uma alternativa para o uso de enxertos, a aplicacdo de biomateriais como
uma abordagem classica da engenharia de tecidos para promover o reparo do

tecido 6sseo, € amplamente explorada (ROSETI et al., 2017).

1.7 BIOMATERIAIS UTILIZADOS PARA REGENERACAO OSSEA

Os meétodos classicos da engenharia de tecidos utilizam a abordagem
“top-down” (de cima para baixo) na qual as células sdo semeadas em um
arcabouco que apresenta propriedades biocompativeis e biodegradaveis que
permitem que elas proliferem e produzam sua propria matriz extracelular com
propriedades fisicas e quimicas semelhantes ao tecido a ser formado (LU et al.,
2015). A combinacdo de células-tronco com biomateriais estd sendo
considerada atualmente para melhorar a retencao e enxertia destas células apés
o transplante.

A construcdo dos arcaboucos tridimensionais € tdo importante quanto
selecionar o tipo celular correto para a regeneracao de um tecido de interesse

(HINDERER et al., 2015). Geralmente, os arcaboucos séo feitos a partir de
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biomateriais degradaveis e podem ser utilizados como carreadores de células ou
de farmacos. Por definicdo, um biomaterial € um material que apresenta como
objetivo interagir com sistemas biolégicos para tratar ou substituir qualquer
tecido, 6rgéo ou funcéo do corpo (O'BRIEN, 2011).

Diferentes biomateriais podem ser utilizados para gerar arcaboucos
tridimensionais (HINDERER et al.,, 2015). Os arcaboucos apresentam uma
funcdo importante para proporcionar o suporte adequado para células
proliferarem e manter sua funcdo diferenciada. Além disso, a arquitetura do
arcabouco define a forma final do novo tecido a ser regenerado (TAJBAKHSH E
HAJIALI, 2016). Um arcabouco ideal deve apresentar quatro caracteristicas
principais (1) uma estrutura tridimensional que favoreca o crescimento celular e
o transporte de nutrientes, (2) ser biocompativel e bioabsorvivel com um controle
adequado de degradacdo e reabsorcdo, (3) uma superficie apropriada
guimicamente para promover a adesao celular, proliferacdo e diferenciacéo, (4)
além de propriedades mecanicas favoraveis (TAJBAKHSH E HAJIALI, 2016).
Um tipo de material que atende a estes requisitos sdo os compdsitos de
polimeros biodegradaveis reforcados com materiais bioativos (TAJBAKHSH E
HAJIALI, 2016).

As interacfes do biomaterial com o tecido hospedeiro ou com as células
semeadas ocorrem na interface da superficie do biomaterial com o tecido em
escalas nanométricas e micrométricas. Como algumas vezes semear as células
no biomaterial ndo é suficiente para induzir a regeneracéo e o remodelamento,
€ necessario que a superficie do material seja ativamente modificada para prover
pistas moleculares e fisicas a fim de modular as interagdes das células com a
matriz extracelular (LUTOLF E HUBBELL, 2005), sdo os denominados “materiais
inteligentes”.

Logo, o processo de modificacdo da superficie do arcabouco apresenta
como principal objetivo construir biomateriais que possam prover respostas
bioldgicas mais pertinentes a partir das células semeadas e das préprias células
do hospedeiro. O cenario temporal desejado € que as células no arcabouco
produzam sua prépria matriz extracelular, a qual deve mimetizar as propriedades
do tecido a ser regenerado, de forma concomitante com a absorcdo do
biomaterial por um estimulo controlado do sistema imune e com o

desenvolvimento do processo de angiogénese. E importante que o biomaterial
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permaneg¢a no organismo durante tempo suficiente para promover o
remodelamento tecidual (SILVA et al., 2016).

Diferentes biomateriais estdo sendo utilizados para a engenharia 0ssea,
incluindo metais, ceramicas, compoésitos e polimeros naturais, cada um
apresentando vantagens e desvantagens. Materiais metalicos, como por
exemplo titanio, podem ser utilizados por serem biocompativeis, resistentes e
econdmicos. Entretanto, estes ndo sao biodegradaveis e podem induzir estresse
nos tecidos. Por outro lado, materiais ceramicos como hidroxiapatita, estédo
sendo amplamente utilizados devido a sua bioatividade, que esté relacionada
com a similaridade estrutural e de composicdo com a fase mineral do tecido
0sseo. Além disso, tais propriedades permitem uma melhor adesédo celular e
sintese de matriz extracelular éssea. Os polimeros sdo biocompativeis e
versateis, sendo divididos em sintéticos e naturais (NGUYEN et al., 2012). Uma
estratégia interessante para a engenharia 6ssea corresponde a combinar
materiais ceramicos com polimeros, formando compdsitos, a fim de promover
uma maior bioatividade ao arcabougco (DOMINGOS et al., 2017).

Entretanto, abordagens classicas na engenharia tecidos apresentam
desvantagens relacionadas com a menor viabilidade celular no interior dos
arcaboucos, pela maior dificuldade de difusdo de nutrientes, e com a
manutenc¢ao do controle das propriedades fisicas e mecanicas do arcabouco por
longos periodos (GUDURIC et al., 2017). Dessa maneira, a biofabricagdo de
tecidos complexos ainda € considerada um desafio, de forma que abordagens
nao classicas como a “bottom-up” (de baixo para cima), apresentam elevado
potencial para atender esta problematica, uma vez que apresenta como objetivo
a biofabricacdo de blocos de construcao teciduais e arranja-los para construir
tecidos de maior complexidade (LIU et al., 2013).

Esferoides formados de células podem ser utilizados como blocos de
construcdo para produzir um construido de maior complexidade em uma
abordagem “bottom-up” da engenharia de tecidos, recapitulando de forma mais
fiel in vitro o microambiente tecidual encontrado in vivo. Uma das propriedades
mais interessantes dos esferoides é o fato destes fusionarem entre si quando
préximos, o que torna possivel construir segmentos de tecidos (MIRONOV et al.,
2009).

38



1.8 O USO DE ESFEROIDES PARA FABRICACAO DE TECIDO OSSEO

Os esferoides sao estruturas tridimensionais formados a partir do
processo de auto-montagem, através do qual as células, na auséncia de um
arcabouco, interagem diretamente entre si, através de moléculas de adeséo,
criando um microambiente mais semelhante ao encontrado in vivo pela formacéo
de interacbes mais complexas entre células e das células com a matriz
extracelular, recapitulando eventos da embriogénese (ACHILLI et al., 2012).

Os esferoides apresentam diferentes vantagens que o0s tornam
interessantes para a area de engenharia tecidual, como uma elevada adesao
celular, devido a uma producdo acelerada de matriz extracelular, e serem
capazes de produzir fatores pré-angiogénicos, como o VEGF (KELM et al.,
2010). Além disso, por apresentarem a capacidade de se fusionarem entre si,
podem ser utilizados para a geracdo de um tecido de maior complexidade
(MIRONOV et al., 2011).

Atualmente, um dos maiores desafios da engenharia tecidual é a
fabricacédo in vitro de uma grande estrutura com uma elevada densidade de
células, semelhante com o que é encontrado em 6rgaos naturais (LIU et al.,
2013). Esferoides ja foram utilizados como modelo para a biofabricacdo de
diferentes tecidos (como nervoso e cardiaco) e sao propostos para utilizacdo em
bioimpresséo 3D de tecidos autégenos (ELBERT, 2011; BEACHLEY et al., 2014;
BULANOVA et al., 2017).

Outra abordagem que pode ser empregada a partir dos esferoides é
utiliza-los como um modelo para o descobrimento e rastreamento de drogas,
uma vez que eles mimetizam mais eficientemente o microambiente tecidual in
vivo. Uma vez que a distancia de difusdo de uma droga em uma cultura celular
de monocamada é menor quando comparada aos tecidos em um organismo,
onde a droga precisa penetrar diferentes camadas celulares antes de alcangar
uma injuria, como um tumor, os esferoides tornam-se uma abordagem
interessante para serem aplicados neste contexto (ACHILLI et al., 2012).

Esferoides fabricados a partir de MSCs ou ASCs de fonte humana ou
animal, ja foram utilizados em diferentes estudos como um modelo in vitro e/ou
in vivo de regeneracao 0ssea. Quando comparado com o cultivo bidimensional,

0 processo de diferenciacdo osteogénica nos esferoides € acelerado, de modo

39



que em trés dias de cultivo ha modificacdo na morfologia das células e expressao
de proteinas de matriz extracelular especificas do tecido 0sseo, como
osteocalcina e osteopontina, as quais impulsionam o processo de mineralizacao
(LANGENBACH et al., 2013).

Suenaga e colaboradores (2015) mostraram que os esferoides produzidos
a partir de MSCs foram capazes de regenerar o tecido 0sseo perdido em um
modelo de lesédo de calvaria em camundongos. No estudo, foi visto que o tecido
regenerado recuperou suas propriedades mecanicas e andlises de imuno-
histoquimica evidenciaram a expressdo de componentes da matriz extracelular
do tecido dsseo.

Laschke e colaboradores (2014) utilizaram ASCs de origem murina para
produzir esferoides diferenciados para a via osteogénica. A diferenciacéo foi
evidenciada pela presenca de depdsitos de calcio nos esferoides induzidos. Em
seguida, estes esferoides diferenciados foram semeados em arcaboucos
tridimensionais de poli-uretano revestidos com hidroxiapatita e o construido
tridimensional foi implantado em um modelo de vascularizagdo em
camundongos a fim de verificar se os esferoides poderiam promover a
angiogénese no local. No entanto, foi visto que os esferoides diferenciados
prejudicaram a capacidade de vascularizacdo, enquanto que os esferoides
indiferenciados mostraram uma melhor resposta.

Murphy e colaboradores (2014) utilizaram MSCs para produzir esferoides
e 0os semearam em hidrogel de fibrina para avaliar a capacidade de diferenciacéo
osteogénica. Foi visto que os esferoides expressaram marcadores de
diferenciacdo osteogénica, além de uma secrecao elevada de VEGF e baixa
mortalidade celular.

No entanto, os trabalhos atuais envolvendo o uso de esferoides in vitro
para fabricacdo de tecido 6sseo ndo exploram a dindmica de diferenciacdo em
relacdo a presenca de diferentes moléculas de matriz extracelular caracteristicas
deste tecido, a expressdo de fatores de transcricdo e a funcionalidade do
modelo, que pode por exemplo, ser avaliada por ensaios de resisténcia
mecanica. Além desses fatores, o uso combinado de esferoides com
biomateriais para geracdo de um construido tridimensional de maior
complexidade ainda foi pouco explorado, de forma que ha a necessidade de

novos estudos para avaliar esta abordagem.

40



2. JUSTIFICATIVA

A engenharia tecidual é uma area que confere grandes promessas para
promover a substituicdo de tecidos lesados por traumas, doencas ou senectude
(TAN et al., 2014). E sabido que o nimero de habitantes de terceira idade e em
senectude aumentara consideravelmente nos proximos anos. Além disso, as
populacdes de jovens que vivem em metropoles estdo mais expostas a lesdes
traumaticas. Nesse contexto, ha a necessidade de promover uma maior
qualidade de vida para a populagéo.

O tecido 6sseo € um exemplo de alvo de estudo na area de medicina
regenerativa, devido a lesdes como osteoporose e osteoartrite que estdo
diretamente relacionadas com o aumento da expectativa de vida populacional e
que geram elevados custos para o sistema publico de saude (PINHEIRO et al.,
2010; CHEN et al.,, 2013). A osteoporose € uma doenca Osteo-metabdlica,
caracterizada por diminuicdo da massa 6ssea e deterioracdo da arquitetura do
tecido 6sseo, levando a fragilidade do tecido e aumentando consideravelmente
o0 risco de fraturas. Ela possui uma maior prevaléncia em mulheres do que em
homens, especialmente mulheres ap6s a menopausa devido a mudancas
hormonais (GALI, 2001). A osteoartrite € uma doenca articular degenerativa,
causada por insuficiéncia da cartilagem, ocasionada por um desequilibrio entre
a formacdao e destruicdo de seus componentes. Essa lesédo pode estar associada
a uma variedade de condicbes, como sobrecarga mecanica, alteracdes
bioquimicas e fatores genéticos (COIMBRA et al., 2004). A perda da cartilagem
irA aumentar o contato entre 0os 0ssos na articulacdo, o que aumentara o
desgaste do tecido devido ao atrito gerado.

Diferentes estratégias estdo sendo utilizadas na area de engenharia
tecidual como tentativa de promover a regeneracao ou substituicdo do tecido
0sseo lesionado. Uma delas é a realizacéo de transplantes de tecido de fontes
autdlogas e aldgenas, entretanto, existe a limitacdo de disponibilidade e
problemas pos-operatérios associados (YOUSEFI et al., 2015). Outra estratégia
é utilizar biomateriais como arcabougos 3D, combinados com MSCs para
promover um direcionamento e ancoramento destas células para que estas se
diferenciem em células do tecido 6sseo no local da lesdo, promovendo a

regeneracado completa. Os biomateriais devem seguir diferentes critérios para
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serem utilizados com sucesso, como serem biocompativeis e bioabsorviveis
(HAYRAPETYAN et al., 2015). Para promover uma regeneracao a longo prazo,
fatores de crescimento comecaram a ser combinados com MSCs para serem
transplantadas juntamente com os biomateriais, porém, ndo se sabe claramente
como essas moléculas agem no local da lesédo para causar o reparo do tecido
injuriado (HAYRAPETYAN et al., 2015). Uma outra desvantagem em utilizar essa
abordagem baseada em arcaboucos é a dificuldade em fazer com que esses
construidos teciduais engenheirados sejam fabricados em larga escala, o que é
necessario para atender demandas futuras (HUTMACHER, 2001).

A utilizacdo de esferoides formados a partir de células representam uma
abordagem interessante para a area de medicina regenerativa, pois apresentam
uma intrinseca capacidade de fusdo, podem apresentar uma composicdo
complexa, podem ser pré-vascularizados e podem ser biofabricados
automaticamente por robotizacdo (REZENDE et al., 2013). Além disso, devido
ao fato dos esferoides poderem ser produzidos pelo processo de auto-
montagem, correspondente ao que acontece in vivo, eles podem ser utilizados
como uma abordagem livre de arcaboucos em medicina regenerativa
(NAPOLITANO et al., 2007). E importante ressaltar ainda que as tecnologias de
biofabricacéo representam estratégias inovadoras em territério nacional.

A partir do contexto apresentado, neste trabalho, foram utilizadas ASCs
humanas, que apresentam a capacidade de diferenciacdo na linhagem
osteogénica (BAPTISTA et al., 2009), em um cultivo tridimensional de esferoides
utilizando hidrogel de agarose micromoldado para biofabricacéo de tecido 6sseo

com elevada viabilidade celular, para aplicacbes em engenharia de tecidos.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Padronizar um modelo de inducdo osteogénica in vitro a partir de

esferoides de ASCs humanas fabricados em hidrogel de agarose micromoldado.

3.2 ESPECIFICOS

» Estabelecer um modelo padronizado de inducdo osteogénica utilizando

esferoides de ASCs com homogeneidade de tamanho e forma.

» Comparar a eficacia do processo de diferenciagdo osteogénica in vitro em
esferoides de ASCs humanas a partir de dois protocolos diferentes de

inducao.
» Analisar a eficacia de diferenciacdo dos esferoides de ASCs a partir da
deteccdo de moléculas de matriz extracelular, quantificacdo de genes e

secrecdo de mediadores relacionados ao processo de osteogénese.

» Avaliar a funcionalidade dos esferoides apés inducdo para a via

osteogénica por ensaios de resisténcia mecanica a compressao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ISOLAMENTO E EXPANSAO DAS CELULAS-TRONCO DE TECIDO
ADIPOSO HUMANO EM SISTEMA DE CULTIVO BIDIMENSIONAL

As amostras de lipoaspirado subcutaneo foram coletadas de doadores do
sexo feminino que possuem entre 18 a 55 anos de idade, saudaveis, ndo obesos
ou com histoérico anterior de obesidade (SILVA et al., 2015; SILVA et al., 2017),
de acordo com os procedimentos ja aprovados pelo comité de ética em pesquisa
do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ (Protocolo de
pesquisa 145/09, anexo ).

As ASCs foram isoladas pelo método de dissociacdo mecanica
estabelecido por nosso grupo de pesquisa (Baptista et al., 2009). Inicialmente, o
lipoaspirado foi transferido para tubos de polipropileno de 50mL (BD, Franklin
Lakes, NJ, USA) contendo o0 mesmo volume do tampao de dissociacdo ACK (do
inglés Ammonium-Chloride-Potassium, Lonza, S&o Paulo, Brasil). Os tubos
foram posteriormente agitados com o auxilio de um vértex durante um minuto,
por trés vezes. Em seguida, os tubos foram incubados por 15 minutos a 37°C. A
suspensao obtida foi centrifugada a 900g por 15 minutos e sequencialmente
lavada com PBS (do inglés Phosphate buffer solution) 0,01M, a fim de separar
as células da fracdo estromal vascular, que sedimentaram, dos adipdcitos, que
permaneceram no sobrenadante, na regido superior dos tubos.

O sobrenadante foi descartado, o sedimento de células foi lavado duas
vezes com PBS e semeado (10° células/cm?) em garrafas de cultura em meio
guimicamente definido para MSCs humanas (do inglés Mesenchymal stem cell
basal medium — Chemically defined, Lonza) acrescido de 2% de soro fetal bovino
(Gibco BRL, Rockville, MD, EUA) e 10000 U/ml de penicilina s6dica com 10000
ug/mL de estreptomicina (Lonza). As culturas foram mantidas em estufa Umida
com 5% de CO2 a 37°C. ApOs 24 horas, a monocamada de células aderidas foi
lavada com PBS, a fim de remover células ndo aderentes e mantida no meio de
cultivo para expansao das ASCs. Ao atingir 90% de confluéncia, a monocamada
de células foi dissociada com solugéo de tripsina 0,125% (Gibco) e 0,78mM de
EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid, Acido Tetra acético de Etilediamina,

Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) em cinco minutos. Uma fracdo de células foi
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distribuida em garrafa de cultura em uma densidade de 0,8 — 1,3x10* células/cm?
para expansao, caracterizando uma passagem, e o restante foi criopreservado

em nitrogénio liquido no Laboratério de Bioengenharia Tecidual do INMETRO.

4.2 FABRICACAO DO HIDROGEL DE AGAROSE MICROMOLDADO

Os esferoides foram fabricados em sistema de hidrogel de agarose
micromoldado. Para producdo deste hidrogel micromolado, foi utilizado um
molde de silicone (MicroTissues® 3D Petri Dish®, Sigma Chemical, St. Louis,
MO, USA) contendo 81 projecdes (Fig. 6A), com diametro de 800um cada.
Inicialmente, os moldes de silicone foram lavados com &gua destilada. Em
seguida, os moldes foram esterilizados por autoclavacdo Umida durante 30
minutos a temperatura de 121°C e em seguida foram colocados em estufa para
secagem a 60°C overnight.

Em seguida, 1g de agarose ultrapura (Invitrogen) foi pesada com o auxilio
de uma balanca analitica e esterilizada por autoclavacdo (mesmo periodo e
temperatura citados anteriormente). Concomitantemente, a solugcdo de 0,9%
NaCl foi preparada e esterilizada para diluicdo de agarose em uma solucao
estéril. Para que fosse possivel homogeneizar completamente a solucdo de
agarose ultrapura, esta foi aquecida no micro-ondas em ciclos de 10 segundos
até a solucdo ficar transparente.

Apos a diluicdo completa da agarose, foi dispensado um volume de 550uL
da solucdo de agarose 2% aquecida, no centro de cada molde de silicone. Apos
40 minutos, a agarose foi desenformada (Fig. 6C) e dispensada em um poco de
uma placa de 12 pocos (Kasvi) (Fig. 6D). Apos 15 minutos, foi adicionado 2mL
de DMEM low-glucose para iniciar o procedimento de equilibrio do hidrogel
formado, que foi mantido por 15 minutos em estufa com 5% CO:2 a 37° C. Este
processo foi repetido por duas vezes, sendo a Ultima etapa do equilibrio realizada

com meio de cultivo descrito a seguir na tabela 2.
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Figura 6: Molde de silicone MicroTissues® 3D Dish® (Sigma). Molde de silicone
contendo 81 resseccdes (A). Agarose ultrapura (em résea) adicionada no centro do
molde de silicone (B). Processo de retirada da agarose ultrapura solidificada do interior
do molde de silicone (C). Hidrogel de agarose micromoldado formado (D) (Adaptado de
https://www.microtissues.com).

4.3 CULTIVO TRIDIMENSIONAL DE ASCs EM HIDROGEL DE AGAROSE
MICROMOLDADO E INDUCAO A DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

Ao atingir a confluéncia de 90% em monocamada, ASCs em segunda
passagem foram dissociadas das garrafas de cultura utilizando solucdo de
tripsina 0,125% e 0,78mM EDTA por 5 minutos. Apés a contagem das células
em camara de Neubauer, foi separado um total de 2x10° células em um tubo de
polipropileno de 15mL (Kasvi) para cada hidrogel micromoldado fabricado. Em
seguida, as células foram lavadas 2 vezes com 5mL de solugdo PBS 0,01M em
agitacao constante de 400g por 5 minutos. Posteriormente, o pellet formado foi
ressuspenso em 120uL em meio de cultivo de manutencdo do cultivo
tridimensional (Tabela 2). Um volume total de 200pL da suspensao celular foi
adicionado no interior do hidrogel de agarose micromoldada de forma constante
evitando a formacgé&o de bolhas. Apés um periodo de 40 minutos, tempo suficiente
para que as ceélulas sedimentassem no interior das ressec¢fes por acdo da
gravidade, foi adicionado um volume de 2mL de meio de cultivo e os moldes

foram colocados na estufa imida com 5% CO2 a 37°C por até 24h.
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Tabela 2: Componentes do meio de cultivo com suas respectivas concentracoes.

Componentes do meio de cultivo Concentragao de uso
Acido ascorbico 50pg/mL
ITS (100x) 1X
PS 1000mg/mL
Albumina 1,25ug/mL

PS: penicilina e estreptomicina.

ITS: Insulina, Transferrina e Selénio (Sigma).

ApGs 24 horas, periodo em que os esferoides concluiram o processo de
compactacao, foi iniciada a inducdo para a via osteogénica utilizando dois
coquetéis diferentes (Tabela 3 e 4) de meios de induc¢éo de diferenciacdo, sendo
um com o objetivo de promover uma indugéo osteogénica direta (condicéo 1 de
inducao) e outro com o objetivo de atingir a diferenciagéo osteogénica posterior
a condrogénese (condicdo 2 de inducéo). Para facilitar a descricdo dos materiais
e métodos e posteriormente dos resultados, a condicdo 1 de inducéo foi
denominada ao longo do texto a seguir como indugéo por hrBMP-7 e a condi¢cao
2 de inducdo como inducéao por TGF-B3. Controles pareados foram realizados
mantendo-se os esferoides em meio de cultivo sem nenhum fator de inducéao.
Os fatores de inducéo utilizados na condicdo 1 de inducéo foram Dexametasona
(Sigma), B-glicerofosfato (Sigma) e proteina morfogénica éssea recombinante
humana 7 (hrBMP-7, human recombinant bone morphogenetic protein 7) durante
um periodo de 3 semanas (Tabela 3). A hrBMP-7 foi gentiimente cedida pela
Professora Mari Cleide Sogayar, Universidade de Sao Paulo (USP), Sao Paulo.
O meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana, em uma diferenca de 3

dias a cada troca.
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Tabela 3: Componentes da condicdo 1 do meio de indugdo osteogénica com suas
respectivas concentracoes.

Componentes da condi¢édo 1 do .
meio de inducdo osteogénica Concentragao
Acido ascorbico 50pug/mL
ITS (100x) 1x
PS 1000mg/mL
Albumina 1,25pg/mL
Fatores de inducao Concentracao
Dexametasona 10'M
B-glicerofosfato 0,8M
hrBMP-7 200ng/mL

ITS: Insulina, Transferrina e Selénio (Sigma).

hrBMP-7: proteina morfogénica éssea recombinante humana 7.

Para a condicdo 2 de inducéo, inicialmente foram utilizados os fatores de
inducdo condrogénica, TGF-B3 (Sigma) e Dexametasona (Sigma), em uma
concentracédo de 10’M, durante 2 semanas, de modo que apds esse periodo
houve a troca do meio de cultura para os fatores de indugédo osteogénica, 0s
quais foram o B-glicerofosfato (Sigma) e a Dexametasona (Tabela 4), durante 3
semanas, totalizando um periodo de 5 semanas de cultivo. O meio de cultivo foi

trocado duas vezes por semana, em uma diferenca de 3 dias a cada troca.

Tabela 4: Componentes da condigdo 2 do meio de inducdo osteogénica com suas
respectivas concentracoes.

Componentes da condi¢éo 2 do

) _ ) Concentracao
meio de inducdo osteogénica
Acido ascérbico 50pug/mL
ITS (100x) 1x
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PS 1000mg/mL

Albumina 1,25ug/Ml
Fatores de inducédo condrogénica Concentracao
TGF-B3 10ng/ml
Dexametasona** 10M
Fatores de inducao osteogénica Concentracao
B-glicerofosfato 0,8M
Dexametasona 10'M

ITS: Insulina, Transferrina e Selénio (Sigma).

4.4 MEDICAO DOS DIAMETROS MAIOR E MENOR DOS ESFEROIDES DE
ASCs

Para medicdo do diametro maior e menor dos esferoides foram
capturadas imagens digitais dos esferoides ao longo das semanas de cultivo,
com o auxilio do microscopio Optico invertido equipado com camera digital (Leica
DFC 500). Os diametros maior e menor dos esferoides controles e induzidos por
hrBMP-7 e por TGF-B3 foram determinados com auxilio do software AxioVision
Rel. 4.6. Em seguida, foi calculada a média aritmética dos didmetros dos
esferoides e a fim de avaliar a homogeneidade de tamanho, foi feito o calculo da
razdo entre os diametros menor e maior dos esferoides. E importante ressaltar
gue quanto mais proximo a 1 o valor da razdo dos diametros, mais préximo ao
formato de uma esfera estéo os esferoides.

As analises dos esferoides controles, cultivados durante trés semanas, e
induzidos por hrBMP-7 foram realizadas a partir de 3 pacientes. Para os
esferoides induzidos por TGF-B3, foi utilizando o mesmo paciente em uma

duplicata experimental.
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4.5 ANALISES DE VIABILIDADE DOS ESFEROIDES DE ASCs

Para realizar a analise de viabilidade celular, os esferoides controles e
induzidos por hrBMP-7 foram inicialmente coletados do interior do hidrogel de
agarose micromoldada com auxilio de pipeta e dispostos em tubos de
polipropileno de 15mL. Em seguida, foi retirado o meio de cultivo e adicionado
1mL de PBS 0,01M com o intuito de lavar os esferoides e retirar o excesso de
meio. ApOs retirar a solucao de PBS, foi adicionado 1mL de colagenase do tipo
1 (Sigma) 1mg/mL diluida em solugéo de tripsina 0,125% e 0,78mM EDTA. Os
tubos contendo os esferoides foram entdo mantidos a 4°C por 20 minutos. Em
seguida, os tubos foram colocados em banho aquecido a 37°C para que 0s
esferoides fossem dissociados mecanicamente a partir do fluxo de meio gerado
pela pipetagem. Apds dissociacdo completa dos esferoides, em um periodo de
20-40 minutos, observada a olho nu, a suspensao de células foi inativada com
meio DMEM low suplementado com 10% SFB e sequencialmente centrifugada
a 900g por 15 minutos. Apés a centrifugacao, o pellet foi ressuspenso em PBS
0,01M e centrifugado novamente na mesma rotacao e pelo mesmo periodo.

Ao final desta etapa, foi realizado o descarte do sobrenadante e o pellet
foi incubado com o anticorpo monoclonal CD90 acoplado ao fluorocromo APC
(Allophycocyanin) (BD Biosciences) para detecgdo das ASCs por 20 minutos e
com o intercalante de DNA 7-aminoactinomycin D (7AAD) (BD Biosciences) por
10 minutos, para avaliar quantitativamente a viabilidade celular desta populacdo
de interesse. O percentual de células viaveis foi obtido por exclusdo da
populacdo que apresentou marcacao positiva para o intercalante 7AAD. Vinte
mil eventos foram adquiridos por amostra em citdmetro de fluxo FACSAria 11l (BD
Biosciences) equipado com os lasers azul (488 nm) e vermelho (640 nm). As
amostras foram analisadas no software FACS Diva versao 8.0. Nesta analise,
foram utilizados esferoides de ASCs de 2 pacientes.

A viabilidade dos esferoides induzidos por TGF-B3 foi realizada a partir de
marcacéao de calceina citoplasmatica em células vivas e analise da incorporacao
de homodimero de etidio em células mortas pelo kit comercial de fluorescéncia
LIVE/DEAD (Sigma). Inicialmente, os esferoides foram coletados do interior do
hidrogel de agarose micromoldado e um total de oito esferoides foram utilizados

para a analise, sendo dispostos separadamente no interior de po¢cos de uma
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placa de 96 pocos (Kasvi). Estes esferoides foram lavados 2 vezes em PBS e
sequencialmente mantidos em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 10 minutos na
solucéo contendo o marcador LIVE (Sigma) de calceina citoplasmatica 1:4000 e
o marcador DEAD (Sigma) de homodimero de etidio 1:1000, ambos diluidos em
PBS. Um controle de morte foi realizado de forma pareada, mantendo trés
esferoides em metanol (Sigma) durante 30 minutos e em seguida, adicionando
a solucdo de LIVE/DEAD (Sigma) previamente diluida, apés a remocédo do
metanol. As amostras foram analisadas em microscoépio optico de fluorescéncia
(Leica DMI 6000).

Para os esferoides induzidos por TGF-B3, as analises foram realizadas ao
final da segunda, terceira e quinta semana de cultivo, utilizando o mesmo

paciente sem replicata experimental.

4.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS ESFEROIDES: FIXACAO,
INCLUSAO E EMBLOCAMENTO

Inicialmente, os esferoides foram coletados do interior do hidrogel de
agarose micromoldada e lavados 2 vezes com solucdo de PBS 0,01M. Em
seguida, os esferoides foram fixados com paraformoldeido (Sigma) 4%
tamponado em PBS 0,01M durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, os esferoides foram lavados 1 vez com PBS 0,01M e 2 vezes com agua
destilada, sendo posteriormente mantidos por 30 minutos em banhos seriados
de etanol (Sigma) 70%, uma vez e etanol 100% 2 vezes, para desidratacdo. Em
seguida, foram realizados dois banhos de 20 minutos em xilol (Sigma), sendo o
segundo banho de xilol realizado em estufa a 60°C. Posteriormente, foram
realizados 3 banhos em parafina liquida (Sigma), sendo os dois primeiros banhos
de 20 minutos e o terceiro de 10 minutos. Por fim, os esferoides foram
emblocados em parafina.

Os blocos de parafina contendo os esferoides de ambas as condi¢cbes
foram cortados em microtomo (Slee Medical — Cut 5062) a fim de obter cortes de
5um de espessura, coletados em laminas de vidro tratadas com poli-L-lisina
0,01% (Sigma) e laminas silanizadas (Starfrost®). Os cortes foram utilizados
para coloragdo com Hematoxilina (Sigma) e Eosina (Sigma), com Alizarina

vermelha (Sigma) e para avaliacdes por imuno-histoquimica, como descrito
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abaixo. As analises com os esferoides controles, cultivados durante trés
semanas, e induzidos por hrBMP-7 foram realizadas a partir de 3 pacientes. Para
os esferoides induzidos por TGF-B3, foi utilizando um Unico paciente sem

replicata experimental.

4.7 COLORACAO HISTOLOGICA COM HEMATOXILINA E EOSINA

Com o intuito de avaliar a morfologia dos esferoides controles e induzidos
a partir de ambas as condigbes, foi realizada a coloragdo por Hematoxilina e
Eosina (HE).

Os cortes foram deparafinizados em estufa a 60°C por 30 minutos seguido
de trés banhos sucessivos de xilol de 3 minutos cada, sendo o primeiro banho
em estufa a 60°C e os demais a temperatura ambiente. Em seguida, foi iniciado
0 processo de reidratacdo dos cortes em banhos decrescentes de etanol por 2
minutos cada. Os cortes foram sequencialmente lavados em agua destilada por
3 minutos e ao final deste periodo, corados com solucdo 1:4 Hematoxilina de
Harris (Sigma) em agua destilada por 3 minutos. Em seguida, os cortes foram
lavados em filete de agua corrente por 5 minutos e por 3 minutos em agua
destilada. Em seguida, os cortes foram corados em Eosina alcodlica (Sigma) por
45 segundos. Posteriormente, foram iniciadas as etapas de desidratacdo dos
cortes a partir de um banho em etanol 95% e dois banhos em etanol 100%, cada
uma com duracdo de 2 minutos. Os cortes foram sequencialmente clarificados
em trés banhos de xilol, com duracdo de 3 minutos cada. Por fim, as laminas
foram montadas com laminulas em Entellan (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemanha). Os cortes corados foram analisados no modo campo claro em um
microscoépio Optico equipado com camera digital (Leica DM 2500).

Para os esferoides controles, cultivados durante trés semanas, e
induzidos por hrBMP-7 as analises foram realizadas ao final do periodo de cultivo
e a partir de 3 pacientes. Para os esferoides induzidos por TGF-B3, as analises
foram realizadas ao final da segunda, terceira e quinta semana de cultivo,

utilizando o mesmo paciente sem replicata experimental.
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4.8 COLORACAO HISTOLOGICA COM ALIZARINA VERMELHA

Com o intuito de avaliar a presenca de depdsitos de calcio tipicos do
processo de diferenciacdo osteogénica, nos esferoides induzidos a partir de
ambas as condi¢des de inducéo foi realizada a coloragéo por Alizarina vermelha
(Sigma).

Inicialmente, foram seguidas as mesmas etapas de desparafinacao e
reidratacdo descritas no topico 4.6. Ao final do processo de reidratacdo, os cortes
foram corados com Alizarina vermelha por 7 minutos. Em seguida, os cortes
foram lavados em agua destilada por 5 minutos, contra-corados com solucédo 1:4
Hematoxilina de Harris em agua destilada por 30 segundos e lavados em filete
de agua corrente por 5 minutos. Posteriormente, foram seguidas as mesmas
etapas de desidratacéo, clarificacdo, montagem e observacdo das laminas
descritas no topico 4.6.

Para os esferoides controles, cultivados durante trés semanas, e
induzidos por hrBMP-7 as andlises foram realizadas ao final do periodo de cultivo
e a partir de 3 pacientes. Para os esferoides induzidos por TGF-f3, as analises
foram realizadas ao final da terceira e quinta semana de cultivo, utilizando o

mesmo paciente sem replicata experimental.

4.9 COLETA DE SOBRENADANTE E QUANTIFICACAO DE MEDIADORES
SECRETADOS POR CYTOMETRIC BEADS ARRAY (CBA)

Foi avaliada a presenca de IL-6, RANTES e VEGF no sobrenadante dos
esferoides induzidos por hrBMP-7 e da condig&o controle pelo método cytometric
bead array (CBA, BD Biosciences).

Vinte e quatro horas antes da coleta do sobrenadante das culturas de
esferoides das condi¢bes controle e induzidos por hrBMP-7 foi realizada a troca
do meio de indug&o pelo meio de cultivo sem nenhum fator indutor. Essa etapa
foi realizada para ndo haver interferéncia na quantificacdo dos mediadores
secretados, pela presenca dos fatores de indu¢ao no meio de cultivo. Um volume
de 1,5mL de sobrenadante foi coletado e distribuido em tubos do tipo eppendorf,
cada um contendo 100uL do sobrenadante coletado. Em seguida, os tubos foram

armazenados a -80° C.
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O ensaio de CBA foi realizado conforme recomendagdes do fabricante.
Inicialmente, foi feita a reconstituicdo dos padrées de IL-6, RANTES e VEGF
para preparo de um tubo padréo de concentracdo conhecida. Posteriormente, foi
realizada uma diluicdo seriada deste padrao para formar uma curva padréo de
concentragdo dos analitos a serem avaliados. Em seguida, 25uL de cada
sobrenadante dos esferoides induzidos por hrBMP-7 e da condic&o controle em
tubos do tipo eppendorf e 25uL da mistura de beads de captura previamente
homogeneizada foram incubados por 1 hora a temperatura ambiente. O mesmo
volume de beads de captura foi incubado nas amostras da curva padrao. Apos
este periodo, foram adicionados 25uL da mistura dos reagentes de deteccdo PE
(phycoeritrina) em todos os tubos, seguido de incubacdo por 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 500uL do tampéo de
lavagem nos eppendorfs de ensaio, os quais foram centrifugados a 200g por 5
minutos. Ao final da centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados para
adicionar 150uL do tampéo de lavagem em cada eppendorf.

As amostras foram adquiridas em citometro de fluxo (FACSAria Ill, BD
Biosciences), sendo adquiridos 300 eventos por analito avaliado. Os dados
foram analisados utilizando o software FCAP 3.0. Este ensaio foi realizado a
partir de 3 pacientes para cada condicdo experimental ao final das trés semanas

de cultivo.

4.10 ANALISES DE IMUNO-HISTOQUIMICA DOS ESFEROIDES DE ASCs

Com o objetivo de analisar a eficacia da diferenciacdo osteogénica nos
esferoides de ASCs, foram realizados ensaios de imuno-histoquimica com
anticorpos monoclonais para identificar moléculas caracteristicas da matriz
extracelular do tecido 0sseo e relacionadas a esta via de diferenciacdo. Além
disso, foram feitas analises para observar a presenca de moléculas de adeséo
celular. A marcacéo foi realizada com os cortes dos esferoides induzidos de
ambas as condi¢cdes experimentais e da condi¢ao controle.

Os cortes para imuno-histoquimica foram coletados em Ilaminas
silanizadas (Starfrost®). As amostras foram deparafinizadas 3 horas na estufa a
60°C seguido de dois banhos de xilol, de 5 minutos cada. Os cortes foram

hidratados em banhos seriados de etanol em concentracdes decrescentes: 2
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banhos de alcool 100% de 5 minutos cada, seguido de 2 banhos de 5 minutos
de alcool 70% e um unico banho de alcool 50% por 5 minutos. Ao final da
reidratacdo, os cortes foram lavados em agua destilada por 5 minutos.

Em seguida, foi feita uma etapa de recuperacdo enzimatica de sitios
antigénicos utilizando a enzima Condroitinase ABC 0,01% (Sigma) por 30
minutos a 37° C, conforme recomendacao do fabricante, para os cortes que
foram marcados com anticorpos anti-humanos para Tenascina-C, Colageno I,
Colageno Il, Colageno X e TSP-1 (todos da Abcam, Cambridge, UK). Esta etapa
nao foi necesséria para os demais alvos avaliados.

A reacdo de imuno-histoquimica foi realizada utilizando-se um kit da
Biogen (Spring — Cod. SPD-125). Inicialmente, as amostras foram submetidas
aos bloqueios de proteina (BSA 0,5%, caseina 0,5% e azida de sddio 0,1%) em
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase
endoégena e o blogueio de proteinas, com o intuito de evitar marcacoes
inespecificas.

Apés as etapas de blogueio, as amostras foram incubadas com os
anticorpos primarios por 1 hora. Os anticorpos primarios, com a espécie de
obtencdo, utilizados com as diluicbes correspondentes estdo apresentados na
tabela 5.

Tabela 5: Anticorpos com as espécies de obtencao e suas respectivas diluicbes de uso
para o0 ensaio de imuno-histoquimica.

Anticorpos Especie de Diluicéo de uso
obtencéao

Colageno | Mouse 1:100
Colageno i Mouse 1:50
Colageno VI Mouse 1:200
Colageno X Mouse 1:50
N-Caderina Mouse 1:800
Osteocalcina Mouse 1:200
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Osteopontina Mouse 1:100

Tenascina C Mouse 1:4000
TSP-1 Mouse 1:10
Biglicana Mouse 1:200

Ao final deste periodo, os cortes foram lavados em tampdo PBS com
Tween 10x e o reagente Complement (Spring), que consiste nos anticorpos
secundarios anti-camundongo e anti-coelho, foi adicionado por 15 minutos. Em
seguida, os cortes foram lavados novamente em tampéao e entdo incubados por
10 minutos com o reagente Conjugate (Spring), que consiste em um polimero
gue promove a ligacdo da estreptavidina com o anticorpo secundario. Por fim,
os cortes foram novamente lavados com tamp&o e incubados por 5 minutos com
o cromdgeno diaminobenzidina (DAB, Spring). Todas as etapas descritas foram
realizadas em temperatura ambiente. Por fim, os cortes foram cuidadosamente
lavados em tampao e contra-corados com solucéo de 1:4 Hematoxilina de Harris
em agua destilada durante 3 minutos. Ao final deste periodo, as amostras foram
lavadas em filete de &gua corrente por 5 minutos, desidratadas em banhos
seriados de concentracdes de alcool crescentes: etanol 50%, 70% (duas vezes)
e 100% (2 vezes) e clarificados em 3 banhos de xilol. Por fim, as laminas foram
montadas com laminulas em Entellan.

Para os esferoides controles, cultivados durante trés semanas, e
induzidos por hrBMP-7 as andlises foram realizadas a partir de 3 pacientes. Para
os esferoides induzidos por TGF-B3, as andlises foram realizadas ao final da
segunda, terceira e quinta semana de cultivo, utilizando o mesmo paciente sem

replicata experimental.

4.11 ENSAIO DE RESISTENCIA MECANICA DOS ESFEROIDES DE ASCs

A resisténcia mecéanica a compressao dos esferoides controles e
induzidos a partir de ambas as condic¢des, foi avaliada utilizando o equipamento

Microsquisher (Cell Scale, Waterloo, Canada). Nesta andlise, apos os esferoides
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serem coletados do hidrogel de agarose micromoldado, o meio de cultura foi
removido e estes foram lavados com 1mL de PBS 0,01M. Em seguida, um
esferoide foi disposto, com auxilio de pipeta, na plataforma do equipamento, que
se mantém imergida com PBS a 37°C durante o ensaio. Em seguida, uma placa
posicionada acima do esferoide exerceu 5 ciclos de compresséo, que
corresponde a uma forca vertical com amplitude de 25% do diametro do
esferoide. O equipamento dispde de uma ferramenta para medicdo do diametro,
0 que torna possivel aplicar a forca vertical com esta amplitude. Cada ciclo foi
composto de uma fase de carga de 20 segundos, seguida de recuperacéo de 10
segundos, sendo a forca de resisténcia a compressao medida em pN a cada
ciclo, em um total de cinco ciclos.

Para os esferoides controles, cultivados durante trés semanas, e
induzidos por hrBMP-7 as andlises foram realizadas ao final do periodo de cultivo
e a partir de 3 pacientes. Para os esferoides induzidos por TGF-B3, as andlises
foram realizadas ao final da segunda, terceira e quinta semana de cultivo,
utilizando o mesmo paciente em uma duplicata experimental. Neste ensaio, para
cada semana de cultivo analisada da inducao por TGF-$3, também foi mantida
em cultivo uma condicdo controle, para ser possivel realizar posteriormente a

comparacao dos resultados com esta condicao.

4.12 EXTRACAO DOS mRNAs E ANALISE POR Q-PCR DOS ESFEROIDES
DE ASCs

A fim de avaliar a expressdo de genes relacionados ao processo de
diferenciacdo osteogénica, foi realizada a extracdo dos mRNAs dos esferoides
de ASCs controles e induzidos por hrBMP-7.

Inicialmente, os esferoides controles e induzidos por hrBMP-7, cultivados
durante trés semanas, foram coletados do interior do hidrogel de agarose
micromoldada. Em seguida, os esferoides coletados em tubos de polipropileno
de 15mL, foram lavados em 1mL de PBS 0,001M dissociados conforme descrito
no topico 4.5. Ao final desta etapa, foi adicionado 350uL da solugcdo de RLT
proveniente do kit QIAGEN RNeasy® (Applied Biosystems, USA) e a suspenséo
de células foi rompida com a acdo mecanica conjunta de uma seringa (BD

Biosciences) de volume de 1mL. Em seguida, foram iniciadas as etapas do kit
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QIAGEN RNeasy® para o isolamento do mRNA seguindo as recomendacdes do
fabricante. Ao final do processo, 0 mRNA isolado foi quantificado utilizando o
equipamento Nanodrop (Thermo Scientific).

Para a reagdo de Q-PCR, foram utilizadas as sondas humanas de
Colageno do Tipo | (COL1Al), fosfatase alcalina (ALP, do inglés alkaline
phosphatase), Runx2 - alvos diretamente relacionados a via de diferenciacéo
osteogénica - Sox9 - gene regulador do processo de diferenciacdo condrogénica
- e trombospondina 1 (TSP-1, do inglés thrombospondin 1). Além disso, foi
utilizada a sonda do gene constitutivo RPLPO nas reacfes. Todas as sondas
foram adquiridas através da Thermofisher Scientific. Na tabela 6 é possivel

visualizar as identificacdes das sequéncias de cada sonda utilizada.

Tabela 6: Identificacdo das sequéncias das sondas utilizadas na reacdo de PCR em
tempo real.

Identificacdo das
Sondas o
sequéncias
COL1A1
Hs00164004_m1
ALPL
Hs01029144 m1l
Runx2
Hs01047973_m1
Sox9
Hs00165814 m1l
TSP-1
Hs00962908_m1
RPLPO
Hs99999902_m1

Para iniciar a reacdo, em resumo, foi utilizado 1,5uL do RNA total
(15ng/uL) e este foi amplificado em master mix composto por 5uL de 2x RT-PCR
buffer, 0,4uL de 25x RT-PCR enzyme mix e por fim, a solu¢cdo de master mix foi
completada com agua livre de nucleases para um volume final de 33puL. Primers
especificos e sondas (Tabela 6) especificas TagMan (Applied Biosystems) foram
utilizadas. Foi realizado a triplicada para cada amostra de RNA. A reacao foi
realizada no equipamento Applied Biosystems 7500 para PCR em tempo real
com um total de 40 ciclos.
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Para os esferoides controles, cultivados durante trés semanas, e
induzidos por hrBMP-7 as analises foram realizadas ao final do periodo de cultivo

e a partir de 2 pacientes diferentes.

4.13 ANALISE ESTRUTURAL DA SUPERFICIE POR MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA E ELEMENTAR POR MICROANALISE DE
RAIO-X (EDX)

Com o objetivo de observar a ultraestrutura da superficie dos esferoides
controles e induzidos por hrBMP-7, foram realizadas analises por MEV, além de
uma analise elementar por microandlise de raios-X (EDX) a fim de obter um
resultado semi-quantitativo da presenca do atomo de calcio, por comparagao
relativa. A andlise por EDX foi realizada para os esferoides controles e induzidos
por hrBMP-7 e TGF-33.

Inicialmente, os esferoides foram coletados do hidrogel de agarose
micromoldado e lavados com PBS 0,01M por 5 minutos. As amostras foram
entdo fixadas em glutaraldeido (Sigma) 2,5% em tampao cacodilato de sédio
(Sigma) 0,1 M por 2 horas ao abrigo da luz. Posteriormente, os esferoides foram
lavados com o tampéo cadodilato de sédio por 5 minutos, pos-fixados em
tetroxido de 6smio (Sigma) 1% diluido em cacodilato de sédio 0,1M e mantidos
por 30 minutos ao abrigo de luz. Sequencialmente, os esferoides foram lavados
3 vezes por 5 minutos com o tamp&o cacodilato de sédio 0,1 M. Em seguida, os
esferoides foram desidratados por lavagens seriadas em solucdes de etanol de
10 minutos cada, nas concentracdes de etanol 30%, 50%, 70%, 90% e 100% por
trés vezes. Todas as etapas foram realizadas em temperatura ambiente. Apos a
desidratacdo, as amostras foram secas em aparelho de ponto critico
(Leica/CPDO30) e, posteriormente, recobertas com 10nm de ouro pelo
equipamento sputtering (DENTON VACUUM). Para as analises de espectro e
mapeamento dos elementos por EDX, as amostras foram somente fixadas em
glutaraldeido (Sigma) 2,5% em tampao cacodilato de sodio (Sigma) 0,1 M, secas
a temperatura ambiente e recobertas com carbono.

As amostras foram visualizadas no microscépio eletrénico de varredura
(VEGA3 TESCAN) em uma voltagem de 5.0 kV. Para a microanalise de raios-Xx,

o detector utilizado foi 0 Oxford X-MaxN 20 mm? e o parametro de tempo morto
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foi de 15-20%. Para os esferoides controles e induzidos por hrBMP-7, as anélises
foram feitas ao final de trés semanas de cultivo a partir de 3 pacientes. Para os
esferoides induzidos por TGF-B3, as andlises foram realizadas ao final da
segunda, terceira e quinta semana de cultivo, utilizando o mesmo paciente sem

replicata experimental.

4.14 ANALISES ESTATISTICAS

As comparagdes entre esferoides controles e induzidos por hrBMP-7 e
entre esferoides controles e induzidos por TGF-B3 foi realizada utilizando o teste
t de student ndo pareado e ndao paramétrico Mann-Whitney. Para os resultados
de Q-PCR com esferoides controles e induzidos por hrBMP-7, foi aplicado o teste
t de student multiplo. As comparacdes dos esferoides controles e induzidos por
TGF-B3 em duas, trés e cinco semanas de cultivo foram realizadas a partir da
analise por two-way ANOVA nao paramétrico e ndo pareado. Os resultados nos
graficos foram expressos como média = erro padrdo. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p < 0.05. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 FABRICACAO DOS ESFEROIDES DE ASCs

Para a producéo de esferoides, inicialmente foi realizada a fabricagéo do
hidrogel de agarose micromoldado a partir do molde de silicone 3D Petri Dish®
(Fig. 7). Cada hidrogel de agarose micromoldado formado apresenta um total de
81 resseccdes, de forma que um total de 81 esferoides foram formados apds a

etapa de semeadura de células.

Figura 7: Etapas de preparo da agarose micromoldada em 3D Petri Dish®. (A)
Molde de silicone 3D Petri Dish® contendo 81 proje¢cdes em sua regido central. (B)
Molde de silicone apos ter sido dispensada a agarose em seu interior. A seta aponta a
regido em que a agarose se deposita apos ser dispensada. Barra de escala de 1cm. (C)
Hidrogel de agarose micromoldada desenformada do molde, contendo 81 ressecgoes.
(D) Hidrogel de agarose micromoldada inserida no pogo da placa de cultura com meio
de cultura.

Os esferoides individualizados nas ressecc¢fes foram fabricados em um
periodo de 24h a partir das ASCs em monocamada (Fig. 8). Ao final deste
periodo, a compactacao celular foi concluida, sendo possivel visualizar os

esferoides a olho nu no hidrogel de agarose micromoldado.
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Figura 8: Etapas de producdo dos esferoides em hidrogel de agarose
micromoldado. (A) Monocamada de ASCs com morfologia fusiforme apés 4 dias de
cultivo em segunda passagem. (B) Células sedimentadas no interior de uma unica
resseccdo 40 minutos apds a etapa de semeadura destas células. (C) Compactacao
das células ap6s 24 horas da semeadura das ASCs. Barra de escala de 100um.

5.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E DE VIABILIDADE CELULAR DOS
ESFEROIDES DE ASCs CONTROLES E INDUZIDOS PARA A VIA
OSTEOGENICA

5.2.1 Esferoides de ASCs induzidos por TGF-B3 apresentam maior didmetro
e homogeneidade de tamanho do que esferoides induzidos por hrBMP-7

Para analisar o tamanho e a homogeneidade do tamanho dos esferoides
ao longo do tempo e entre as duas condi¢cdes de inducdo osteogénica, foi
realizada a medicao dos didmetros maior e menor dos esferoides e o célculo da
razao entre estes diametros (Fig. 9 e 10).

Em 0 h do experimento de inducdo com hrBMP-7, foi observado que os
esferoides controles apresentaram uma média de didmetro superior a 400um,
que decaiu para uma meédia de 350um em 2 semanas com uma recuperacao
para uma média de 360um em 3 semanas. Houve uma diferenca estatistica entre
os esferoides controles em 0 h e controles em 1 semana (p = 0,0320), 2 semanas
(p < 0,0001) e 3 semanas (p = 0,0002) (Fig. 9l). Os esferoides induzidos por
hrBMP-7 apresentaram uma média de diametro inferior aos esferoides controles
durante o cultivo. Houve diferenca estatistica significativa somente entre os
esferoides induzidos em 0 h e 1 semana de cultivo (p = 0,0178). Nao foi
observada diferenca estatistica entre a condicéo controle e induzida por hrBMP-
7 ao longo do cultivo (p > 0,2365). Nao houve diferenca significativa na razéo
entre os didmetros dos esferoides controles e induzidos por hrBMP-7 e ao longo
do tempo de cultivo (p > 0,2421) (Fig. 9J).
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Ja com relacéo a inducdo com TGF-B3, foi observada uma diferenca de
média de diametro entre esferoides induzidos e ndo-induzidos a partir da terceira
semana de inducao até o final do experimento (Fig. 10K). Apds trés semanas,
os esferoides nado-induzidos apresentaram uma média de diametro de 395um,
ao passo que os esferoides induzidos por TGF-B3 tiveram uma média de
diametro de 450um. Em quatro semanas, os esferoides né&o-induzidos
apresentaram uma reducdo em seu diametro para uma média de 360um e 0s
esferoides induzidos por TGF-f3 mantiveram a média de diametro de 450um. Ja
em cinco semanas, os esferoides ndo-induzidos apresentaram uma reducéo em
seu diametro para uma média de 330um e os esferoides induzidos por TGF-3
mantiveram suas médias de didametro em 450um. Estas diferencas entre o
diametro de esferoides induzidos e ndo induzidos a partir da terceira semana foi
significativa (p = 0,0333, p < 0,0001 e p < 0,0001 para terceira, quarta e quinta
semana, respectivamente).

Sendo assim, houve uma tendéncia de diminuicdo do diametro dos
esferoides ndo induzidos (controle) a partir da terceira semana, o que nao foi
observado para os esferoides induzidos por TGF-B3 (Fig. 10K). N&do houve
diferenca significativa das razdes de diametro entre os esferoides induzidos por
TGF-B3 e ndo-induzidos ao longo do tempo de cultivo (p > 0, 1754) (Fig. 10L).
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Figura 9: Médias dos diametros maior e menor e valores de razado entre os
didmetros dos esferoides controles e induzidos por hrBMP-7 ao longo de 3
semanas de cultivo. Esferoides da condi¢éo controle apos 0Oh (A), 1 semana (B), 2
semanas (C) e 3 semanas de cultivo (D). Esferoides da condi¢éo induzida apés Oh (E),
1 semana (F), 2 semanas (G) e 3 semanas (H) de cultivo. Barra de escala de 100um.
(I) Média dos valores de didmetro maior e menor dos esferoides controles e induzidos
por hrBMP-7. (J) Valores de raz&o entre os dimetros menor e maior dos esferoides
controles e induzidos por hrBMP-7. Os asteriscos indicam valores de p obtidos por two-
way ANOVA n&o paramétrico e ndo pareado seguido de multiplas comparacgfes (*
p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0005; **** p<0,0001).
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Figura 10: Médias dos diametros maior e menor e valores de razdo entre os
diametros dos esferoides controles e induzidos por TGF-B3 ao longo de cinco
semanas de cultivo. Esferoides da condi¢éo controle apds 1 semana (A), 2 semanas
(B), 3 semanas (C), 4 semanas (D) e 5 semanas de cultivo (E). Esferoides da condig&o
induzida apds 1 semana (F), 2 semanas (G), 3 semanas (H), 4 semanas (l) e 5 semanas
de cultivo (J). Barra de escala de 100um. (K) Média dos valores de diametro maior e
menor dos esferoides controles e induzidos por TGF-B3. (L) Valores de razdo entre os
didmetros dos esferoides controles e induzidos por TGF-$3. Os asteriscos indicam
valores de p obtidos por two-way ANOVA ndo paramétrico e ndo pareado seguido de
multiplas comparacdes (* p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0005; **** p<0,0001).

5.2.2 Os esferoides de ASCs controles e induzidos por hrBMP-7 e por TGF-

B3 apresentam alta viabilidade celular

A fim de avaliar a viabilidade das células nos esferoides controles e
induzidos por hrBMP-7 cultivados durante 3 semanas, foram realizadas analises
por citometria de fluxo utilizando-se o marcador de morte celular 7AAD para a
populacdo celular positiva para o marcador mesenquimal CD90 (Fig. 11).

Esferoides nado induzidos apresentaram viabilidade celular elevada, uma

vez que somente 4,6% da populacado celular apresentou marcagao positiva para
7AAD (Fig. 11B, Tab. 7).
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Esferoides induzidos para a via osteogénica por hrBMP-7 apresentaram
viabilidade celular inferior a condicéo controle, uma vez que 11,1% da populacao

celular apresentou positividade para o intercalante 7AAD (Fig. 11C, Tab.7).

>
w
(@)

1?5

APC-4
e
CD90 APC-4
4
bi

1?3

CD90 APC-4

Q4 oL Q4

o | Q4 o

LRI |

PerCP-Cy5-5

T T T T T
10 10

LELIRLLL | T T T T T

a 2
?MDI?:'erCP-QIJUS-&A " "

T T T TTTTT T T

2
" ?JM.D1 ?:‘e rCF‘—Q‘z%—E—A "

Figura 11: Viabilidade celular por citometria de fluxo dos esferoides de ASCs
controles e induzidos por hrBMP-7. (A) Controle negativo. (B) Populacdo celular
referente a condi¢cdo controle com marcacéo para CD90 e 7AAD. (C) Populacéo celular
referente a condi¢cdo induzida com marcagéo para CD90 e 7AAD. Nos graficos em (B)
e (C), Q1 se refere a populagédo de células CD90 positivas e 7AAD negativas. Q2 se
refere & populagdo de células CD90 positivas e 7AAD positivas. Q3 se refere a
populacéo de células negativa para CD90 e 7AAD. Q4 se refere a populagéo de células

CD90 negativas e 7AAD positivas.

Tabela 7: Percentual de células mortas (7AAD positivas) dentre os eventos CD90
positivos.

Condicéao Células CD90* 7TAAD* (%)
Controle 4.6
hrBMP-7 11.1

7AAD: 7 Amino Actinomicina D; hrBMP-7: human recombinant bone morphonegenetic
protein-7.

A viabilidade dos esferoides induzidos por TGF-B3 foi avaliada por kit
comercial de fluorescéncia LIVE/DEAD devido a impossibilidade de dissociagéo
enzimatica e mecanica desses esferoides. Foi observada uma elevada
marcacao de células vivas (em verde) nos esferoides ao longo das semanas de
cultivo, evidenciando a atividade de calceina citoplasmatica (Fig. 12A, B e C).
Foi possivel notar células mortas (em vermelho), evidenciando a marcacéo de
homodimero de etidio, somente na periferia dos esferoides, em duas semanas
de cultivo (Fig. 12A).
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Figura 12: Viabilidade celular por kit comercial de fluorescéncia LIVE/DEAD dos
esferoides induzidos por TGF-B3 em duas, trés e cinco semanas de cultivo. (A)
Esferoide induzido em duas semanas de cultivo. Notar células mortas na periferia do
esferoide (seta). (B) Esferoide induzido em trés semanas de cultivo. (C) Esferoide
induzido em cinco semanas de cultivo. (D) Controle de morte.

5.2.3 Diferengcas na estrutura de superficie dos esferoides controles e

induzidos

Com o intuito de avaliar a superficie dos esferoides controles e induzidos
por hrBMP-7 cultivados por 3 semanas, foram feitas analises por microscopia
eletrdnica de varredura.

Em relacdo a morfologia, foi possivel observar uma diferenca quanto ao
formato celular e de interacdes entre as células, quando os esferoides controles
e induzidos por hrBMP-7 foram comparados (Fig. 13). Os esferoides controles
apresentaram uma superficie mais lisa e aparentemente, um menor diametro de
filamentos de interacdo celular (Fig. 13A, B), ao contrario dos esferoides
induzidos, os quais apresentaram uma morfologia de superficie mais rugosa e

com menos filamentos de matriz extracelular (Fig. 13C, D).
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Figura 13: Microscopia eletrénica de varredura dos esferoides de ASCs controles
e induzidos por hrBMP-7. (A) Esferoide controle. Notar as interacdes celulares no
esferoide controle (seta) (B). Esferoide induzido por hrBMP-7, onde é possivel visualizar
que as células apresentaram um formato celular mais arredondado (seta) (C). Notar as
interagBes celulares (asterisco) e o formato das células presentes na superficie do
esferoide (cabeca de seta) (D).

5.2.4 Diferencas morfolégicas entre os esferoides de ASCs controles e 0s
induzidos por hr BMP-7 e por TGF-B3

Com o objetivo de analisar a morfologia dos esferoides fabricados da
condicéo controle e de ambas as condicdes de inducao, foi realizada inicialmente
uma coloracdo com Hematoxilina e Eosina.

Foi possivel verificar que houve uma diferenca morfolégica em relagéo
aos esferoides controle e induzidos por hrBMP-7. As células dos esferoides
controles apresentaram uma morfologia arredondada distribuindo-se de forma
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uniforme nos esferoides, com excecdo da periferia, onde as células
apresentaram uma morfologia mais fibroblastoide, verificada pelos nucleos mais
fusiformes (Fig. 14A, B). Os esferoides induzidos por hrBMP-7 (Fig. 14C, D)
apresentaram uma morfologia celular arredondada, que pode ser visualizada
pela observacdo dos nucleos, com a presenca de agrupamentos celulares
localizados lateralmente (seta) no interior dos esferoides. Além disso, no interior
desses esferoides, houve a presenca de células com uma morfologia necrética
(cruz), caracterizadas por nudcleos aparentemente maiores e com uma alta

intensidade de marcacgéo de hematoxilina (Fig. 14C).

Figura 14: Coloracdo por Hematoxilina e Eosina dos esferoides controles e
induzidos por hrBMP-7 ap6s 3 semanas de cultivo. (A, B) Esferoides controles. (C,
D) Esferoides induzidos por hrBMP-7. Note uma regido predominantemente eosinofilica
e sem nucleos (seta). Barra de escala de 50um.

Nos esferoides induzidos por TGF-B3, foi possivel observar diferencas
morfolégicas ao longo das semanas de cultivo através da coloracdo por
Hematoxilina e Eosina (Fig. 15).

Em duas semanas de cultivo, foi possivel visualizar uma populagéo de
células com formato arredondado e com a presenca de prolongamentos,
localizada em um regido preferencial central no interior dos esferoides. As
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células da periferia, apresentaram-se mais fibroblastoides, uma vez que o0s
ndcleos se mostraram mais fusiformes nesta area dos esferoides (Fig. 15A, B).

Ao final de trés semanas de cultivo, a matriz extracelular dos esferoides
apresentou diferenca em relacdo a sua organizacdo, contendo também uma
maior quantidade de fibras. Foi possivel observar as células deslocadas no
interior dos esferoides, com formato arredondado em sua maioria, sem
prolongamentos e com ndcleos com uma marcacao intensa para hematoxilina.
As células na periferia apresentaram-se mais fibroblastoides (Fig. 15C, D).

Em cinco semanas, foi possivel observar uma nova organizacao da
matriz extracelular, com uma grande quantidade de fibras, principalmente em
areas proximas a periferia dos esferoides, com uma baixa quantidade de células
nesta regido (Fig. 15E, F). Além disso, houve a presenca de uma populagéo
morfologicamente distinta localizada em um regido preferencial central (Fig. 15E,
F). Nesta area, as células apresentaram uma morfologia arredonda com
prolongamentos e 0s nucleos com uma coloracdo mais intensa para
hematoxilina (Fig. 15E, F). No interior da populacdo deslocada lateralmente nos
esferoides, houve a presenca de uma célula poli nuclear (Fig. 15F).
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Figura 15: Coloraca es induzidos por
TGF-[13 apds duas, trés e cinco semanas de cultivo. Esferoides cultivados durante
duas semanas. Note a presenca de uma populagdo celular deslocada no interior dos
esferoides (seta) e de células na periferia com uma morfologia fibroblastoide (cabeca de
seta) (A, B). Esferoides cultivados durante trés semanas. Note uma reorganizacédo da
matriz extracelular na periferia dos esferoides (cruz) e o deslocamento da populagéo
celular no interior dos esferoides (seta) (C, D). Esferoides cultivados por cinco semanas.
Note uma nova reorganizacdo da matriz extracelular na periferia dos esferoides, com
uma maior quantidade de fibras (cruz) e na populacéo de células deslocada lateralmente
(seta), a presenca de uma célula poli nuclear (asterisco) (E, F).
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5.3 CARACTERIZACAO FUNCIONAL DA DIFERENCIACAO OSTEOGENICA
DOS ESFEROIDES DE ASCs

5.3.1 Expresséo de genes relacionados a via de diferenciagdo osteogénica
em esferoides de ASCs induzidos por hrBMP-7

A fim de analisar se os esferoides induzidos por hrBMP-7, cultivados
durante 3 semanas estariam expressando genes relacionados ao processo de
diferenciacdo osteogénica, foram realizados ensaios de Q-PCR utilizando
sondas para Runx2, Colageno | e fosfatase alcalina (ALP, Alkaline
Phosphatase). Além disso, foi utilizada a sonda de Sox-9, correspondente ao
gene master do processo de condrogénese para analisar se os esferoides
fabricados estariam seguindo esta via de diferenciacdo. Em adicao, a expressao
génica de TSP-1 foi analisada, por ser uma proteina anti-angiogénica e anti-
hipertréfica.

Foi possivel verificar que os esferoides induzidos por hrBMP-7, quando
comparados aos esferoides controles, apresentaram a mesma expressao génica
de RUNX2 (Fig. 16A, p = 0,391527) e uma expressao oito vezes maior de
fosfatase alcalina (Fig. 16B, p = 0,00159727). Além disso, ndo houve diferenca
de expressdo de Sox9 (Fig. 16C, p = 0,963774), porém, esferoides induzidos
apresentaram a metade da expressdo génica de TSP-1 (Fig. 16D, p =
0,000164047) e de Colageno | (Fig. 16E, p = 0,00443644) em relacdo aos

esferoides controles.
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Figura 16: Expressdo de genes relacionados ao processo de diferenciacdo
osteogénica e condrogénica por Q-PCR em esferoides controles e induzidos por
hrBMP-7. Comparacdo relativa da expressao génica de (A) RUNX2, (B) ALP, (C) Sox9,
(D) TSP-1 e (G) Colageno | por esferéides induzidos por hrBMP-7 em comparacao aos
esferdides da condi¢&o controle. As linhas continuas indicam andlises de teste t multiplo,
o qual foi empregado a fim de analisar a diferenca estatistica entre os esferoides
controles e induzidos por hrBMP-7. Os asteriscos indicam valores de p obtidos no teste
t (* p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0005; **** p<0,0001).

5.3.2 Maior presenca de depdsitos de calcio em esferoides de ASCs

induzidos por TGF-B3 em relagdo aos esferoides induzidos por hrBMP-7

Com o intuito de verificar a presenca de depdsitos de calcio, um indicio do
processo de mineralizacdo Ossea, foi realizada a coloragdo por Alizarina
vermelha nos esferoides controles e induzidos de ambas as condi¢cbes de
indugéo (hrBMP-7 e TGF-3).

E possivel observar o resultado da coloragio por Alizarina nos esferoides

controles e induzidos por hrBMP-7 cultivados por 3 semanas na figura 17. Os
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esferoides controles (Fig. 17A, B) ndo apresentaram depdsitos de calcio
elevados, estando restritos a algumas regides da periferia dos esferoides (seta).
Por outro lado, os esferoides induzidos (Fig. 17C, D) apresentaram regiées com
a presenca de depositos de célcio, preferencialmente em uma populacéo celular
localizada lateralmente nestes esferoides (cabeca de seta).

Figura 17: Coloracgao por Alizarina vermelha dos esferoides induzidos por hrBMP-
7 ap6s 3 semanas de cultivo. (A, B) Esferoides controles. Note a presenca de
marcacdo de alizarina somente na periferia dos esferoides (seta) (A). Esferoides
induzidos por hrBMP-7, com a presenca de depositos de fosfato de calcio (cabeca de
seta) (C, D). Barra de escala de 50um.

A figura 18 mostra o resultado da coloracéo de Alizarina vermelha para os
esferoides induzidos por TGF-B3 ao final de trés e cinco semanas de cultivo.
Houve a presenca de depositos de calcio na populacdo de células deslocada no
interior dos esferoides induzidos (Fig. 18A). Em um maior aumento, é possivel
notar de forma mais proeminente a coloracao de alizarina vermelha nesta regido
(Fig. 18B). Nos esferoides cultivados por cinco semanas, é possivel observar
uma elevada quantidade de depodsitos de calcio (Fig. 18C, D), devido a maior

intensidade de marcagéo para Alizarina.

74



3 semanas

5 semanas

TR e

T

Figura 18: Coloracéo de Alizarina vermelha dos esferoides induzidos por TGF-B3
apo6s duas, trés e cinco semanas de cultivo. (A) Esferoides induzidos cultivados por
trés semanas. (B) Ampliacdo digital da &rea demarcada em (A). Notar os depositos de
célcio (seta). (C) Esferoides induzidos cultivados por cinco semanas. (D) Ampliacédo
digital da area demarcada em (C). Notar a presenca de uma maior quantidade de
depositos de célcio (seta). Barra de escala de 50um.

5.3.3 Diferencas no contetudo elementar dos esferoides de ASCs controles

e induzidos para a via osteogénica

Com o intuito de verificar a presenca do atomo de célcio, por quantificacao
relativa, nos esferoides induzidos, por representar um indicio do processo de
diferenciacdo osteogénica, foram realizadas analises por microandlise de raio-X
(EDX) na superficie dos esferoides analisados no microscépio eletrénico de
varredura.

Através da analise elementar e do mapeamento realizado, ndo foi possivel
visualizar a presenca do atomo de calcio na superficie dos esferoides controles
(Fig. 19A, C), enquanto que nos esferoides induzidos por hrBMP-7 foi possivel
visualizar a presenca desse atomo, em uma amplitude proxima a 40 cps/eV (Fig.
19B, D). Nos esferoides controles, foi observa a presenca de carbono, oxigénio
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e 6smio pelo mapeamento (Fig. 19A) e nos esferoides induzidos também foi

observada a presenca destes elementos citados, além do calcio (Fig. 19B).
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Figura 19: Andlise elementar dos esferoides de ASCs controles e induzidos por
hrBMP-7. Auséncia do elemento calcio na superficie dos esferoides controles (A).
Distribuicdo do elemento calcio na superficie dos esferoides induzidos para a via
osteogénica por hrBMP-7 (B). Grafico mostrando a presenca de elementos na superficie
dos esferoides controles, onde nao foi detectado o elemento calcio (C). Gréfico
mostrando a distribuicdo de elementos na superficie dos esferoides induzidos por
hrBMP-7, onde foi detectado o elemento calcio (D).
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Os esferoides induzidos por TGF3-3 apresentaram um maior sinal para o
elemento calcio por EDX na quinta semana (80 cps/eV), quando comparado com

a terceira (60 cps/eV) e segunda semana (40 cps/eV), respectivamente, como €

possivel visualizar na figura 20.

Figura. 20: Andlise do elemento célcio na superficie dos esferoides induzidos
por TGFB-3 ao longo de duas, trés e cinco semanas de cultivo.

5.3.4 Andlise de moléculas de matriz extracelular nos esferoides

Com o objetivo de avaliar a presenca de moléculas de matriz extracelular
nos esferoides induzidos de ambas as condi¢cdes de inducédo, comparando com
os controles, foram feitas andlises de imuno-histoquimica utilizando os
anticorpos especificos para identificacdo de colageno | (tipico do tecido 6sseo),
colagenos Il e VI ( caracteristicos do tecido cartilaginoso), colageno X (secretado
por condrocitos hipertroficos em eventos de ossificagdo endocondral), agrecana
(tipica da matriz extracelular da cartilagem), osteopontina, osteocalcina,
biglicana, tenascina C (tipicas do tecido 0sseo) e TSP-1 (uma proteina anti-
angiogénica e anti-hipertrofica). Aléem disso, a fim de avaliar a adeséo celular nos
esferoides, foi realizada uma marcacéo para N-caderina (Fig. 21 e 24).

A N-caderina apresentou-se mais expressa nos esferoides da condigao
controle (Fig. 21A) quando comparado com a condi¢do induzida por hrBMP-7
(Fig. 21B). Nos esferoides da condicao controle, a distribuicdo de N-Caderina foi

preferencialmente em areas préximas a periferia dos esferoides.
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Em relacdo ao colageno |, foi possivel observar uma maior marcagéo no
interior dos esferoides induzidos por hrBMP-7 (Fig. 21D), enquanto que nos
esferoides controles, foi verificada uma marcacdo somente em areas proximas
a periferia (Fig. 21C).

N&o houve marcacéo de colageno Il, caracteristico do tecido cartilaginoso,
nos esferoides controles (Fig. 21E), porém houve uma elevada distribuicdo desta
molécula no interior dos esferoides induzidos por hrBMP-7 preferencialmente no
centro dos esferoides (Fig. 21F).

Tanto os esferoides controles (Fig. 21G) como induzidos por hrBMP-7
(Fig. 21H) apresentaram uma elevada marcacao para colageno X. No entanto,
os esferoides induzidos apresentaram uma marcacdo mais intensa e distribuida
de forma homogénea em seu interior. Os esferoides controles, apresentaram
uma marcacao preferencialmente em regiées préximas a periferia.

N&o houve marcacdo para osteopontina e osteocalcina nos esferoides
controles (Fig. 22A, C). Apesar de os esferoides induzidos por hrBMP-7 né&o
apresentarem expressao de osteopontina (Fig. 22B), houve uma expressao,
ainda que baixa, de osteocalcina (Fig. 22D) localizada preferencialmente na
regido proxima a periferia destes esferoides

Em relacao a biglicana, os esferoides controles apresentaram areas com
marcacao em regides préximas a periferia (Fig. 22E), enquanto que ndo houve
deteccgéo de biglicana nos esferoides induzidos por hrBMP-7 (Fig. 22F).

Houve areas com baixa marcac¢éao de tenascina C proximas a periferia dos
esferoides controles (Fig. 22G), porém, uma marcacéo expressiva foi observada
nos esferoides induzidos em uma populacao celular deslocada lateralmente no

interior esferoides (Fig. 22H).
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Figura 21: Composicdo de N-caderina, colageno I, colageno Il e colageno X em
esferoides controles e induzidos para a via osteogénica por hrBMP-7. A expressao
de N-caderina (A, B) e colagenos | (C, D), Il (E, F) e X (G, H) foram avaliados nos
esferoides controles (A, C, E, G) e induzidos por hrBMP-7 (B, D, F, H). Barra de escala
de 50um.
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Figura 22: Composicao de osteopontina, osteocalcina, biglicana e tenascina C em
esferoides controles e induzidos para a via osteogénica por hrBMP-7. A expresséo
de osteopontina (A, B), osteocalcina (C, D), biglicana (E, F) e tenascina C (G, H) foram
avaliados nos esferoides controles (A, C, E, G) e induzidos por hrBMP-7 (B, D, F, H).
Barra de escala de 50um.
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Esferoides induzidos por TGF-B3 apresentaram diferencas em relacdo a
marcacgao para as moléculas de matriz extracelular ao longo das semanas de
cultivo avaliadas e em relacéo a inducéo por hrBMP-7 (Figs. 23, 24, 25, 26, 27 e
28).

Apo6s duas semanas de inducdo com TGF-3 nao foi possivel observar a
presenca de colageno Il em nenhuma regido dos esferoides (Fig. 23A, B). No
entanto, foi possivel observar distribuicdo de coladgeno VI em &reas da periferia
e uma maior distribuicdo na regido central dos esferoides (Fig. 23C, D). Foi
observada uma elevada distribuicdo de colageno X em toda a area dos
esferoides (Fig. 23E, F), ao contrario do que foi observado para TSP-1, cuja
presenca foi baixa (Fig. 23G, H). Nao houve marcacéo de agrecana (Fig. 24A,
B) e N-caderina (Fig. 24C, D), apos duas semanas de indugao por TGF(-3.

Ao final de trés semanas de inducao, os esferoides induzidos com TGF-
B3 ndo apresentaram colageno | (Fig. 25A, B) e houve uma reducdo da
distribuicdo de colageno X em toda a area dos esferoides (Fig. 25C, D) quando
comparado com duas semanas. Houve marcacdo de N-caderina somente em
areas da periferia dos esferoides (Fig. 25E, F) uma elevada distribuicao de TSP-
1 (Fig. 25G, H).

Em relacdo as proteinas tipicamente presentes na matriz extracelular do
tecido Osseo, em trés semanas de inducdo, ndo houve a presenca de
osteopontina (Fig. 26A, B), porém houve a distribuicdo de osteocalcina na
populacdo de células deslocada na regido central dos esferoides e em algumas
regides proximas a periferia (Fig. 26C, D). Foi observada marcacao para
biglicana em regides proximas a periferia dos esferoides (Fig. 26E, F), enquanto
qgue néo foi possivel visualizar marcacao para tenascina C (Fig. 26G, H).

Apos cinco semanas de inducéo, foi observada uma ampla distribuicdo de
colageno | em toda a area dos esferoides (Fig. 27A, B), além de uma intensa
marcacao de colageno X, principalmente na regido central dos esferoides (Fig.
27C, D). No caso da N-caderina, houve uma baixa distribuicdo somente em
regides proximas a periferia dos esferoides (Fig. 27E, F) e foi observada uma
reducdo na marcacao da proteina TSP-1 em relacdo a duas semanas (Fig. 27
G, H).
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Com relacdo as outras proteinas presentes na matriz extracelular do
tecido 6sseo, apds cinco semanas de inducdo, foi observada distribuicdo de
osteopontina na populacdo de células descolada lateralmente e proximo a
periferia dos esferoides (Fig. 28A, B). No entanto, houve uma maior distribuicdo
de osteocalcina, a qual estava distribuida em toda a area dos esferoides (Fig. 28
B, C), assim como a biglicana (Fig. 28D, E). Também houve uma alta marcacao
de tenascina C na populacao de células deslocada no interior dos esferoides e

proximo a periferia, porém em menor intensidade (Fig. 28F, G).
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Figura 23: Composicdo de colageno I, colag
esferoides induzidos por TGF-B3 cultivados durante duas semanas. (A) Esferoides
marcados para colageno Il. Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (A)
uma regido no interior dos esferoides (B). (C) Esferoides marcados para colageno VI.
Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (C) uma regido no interior dos
esferoides (D). (E) Esferoides marcados para colageno X. Note pelo zoom digital a partir
da area demarcada em (E) uma regido no interior dos esferoides (F). (G) Esferoides
marcados para TSP-1. Note pelo zoom digital a partir da &rea demarcada em (G) uma
regido no interior dos esferoides (H). Barra de escala de 50um. (B), (D), (F) e (H) sédo
imagens obtidas por zoom digital das micrografias (A), (C), (E) e (G) respectivamente.
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Figura 24: Composicéo de agrecana e N-caderina em esferoides induzidos para a
via osteogénica por TGF-f3 cultivados durante duas semanas, além do controle
da reacdo. (A) Esferoides marcados para agrecana. Note pelo zoom digital a partir da
area demarcada em (A) uma regido no interior dos esferoides (B). (C) Esferoides
marcados para N-caderina. Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (C)
uma regiao no interior dos esferoides (D). (E) Esferoides com auséncia de marcacao
(E). Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em uma regiéo no interior dos
esferoides (F). Barra de escala de 50um. (B), (D) e (F) sdo imagens obtidas por zoom
digital das micrografias (A), (C) e (E) respectivamente.
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Figura 25: Composicdo de colageno |, colageno X, N-caderina e TSP-1 em
esferoides induzidos por TGF-B3 cultivados durante duas semanas. (A) Esferoides
marcados para colageno |. Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (A)
uma regido no interior dos esferoides (B). (C) Esferoides marcados para colageno X.
Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (C) uma regido no interior dos
esferoides (D). (E) Esferoides marcados para N-caderina. Note pelo zoom digital a partir
da area demarcada em (E) uma regido no interior dos esferoides (F). (G) Esferoides
marcados para TSP-1. Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (G) uma
regido no interior dos esferoides (H). Barra de escala de 50um. (B), (D), (F) e (H) sdo
imagens obtidas por zoom digital das micrografias (A), (C), (E) e (G) respectivamente.
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esferoides induzidos para a via osteogénica por TGF-B3 cultivados durante trés
semanas. (A) Esferoides marcados para osteopontina. Note pelo zoom digital a partir
da area demarcada em (A) uma regido no interior dos esferoides (B). (C) Esferoides
marcados para osteocalcina. Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (C)
uma regido no interior dos esferoides (D). (E) Esferoides marcados para biglicana. Note
pelo zoom digital a partir da area demarcada em (E) uma regido no interior dos
esferoides (F). (G) Esferoides marcados para tenascina C. Note pelo zoom digital a partir
da area demarcada em (G) uma regido no interior dos esferoides (H). Barra de escala
de 50um. (B), (D), (F) e (H) sédo imagens obtidas por zoom digital das micrografias (A),
(C), (E) e (G) respectivamente.

86



Colageno |

Colageno X

©
=
o
°
©
i
2
i
a
(%]
e
{ */ '.*.'é'“ F
¢ S Lt )} ) /I-‘d’ i
Figura 27: Composu;ao de colageno I olégeno X, N caderlna e TSP-1 em

esferoides induzidos por TGF-B3 cultivados durante cinco semanas. (A) Esferoides
marcados para colageno |. Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (A)
uma regiao no interior dos esferoides (B). (C) Esferoides marcados para colageno X.
Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (C) uma regido no interior dos
esferoides (D). (E) Esferoides marcados para N-caderina. Note pelo zoom digital a partir
da area demarcada em (E) uma regido no interior dos esferoides (F). (G) Esferoides
marcados para TSP-1. Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (G) uma
regiao no interior dos esferoides (H). Barra de escala de 50um. (B), (D), (F) e (H) sdo
imagens obtidas por zoom digital das micrografias (A), (C), (E) e (G) respectivamente.
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Figura 28: Composicao de osteopontina, osteocalcina, biglicana e tenascina C em
esferoides induzidos para a via osteogénica por TGF-B3 cultivados durante cinco
semanas. (A) Esferoides marcados para osteopontina. Note pelo zoom digital a partir
da area demarcada em (A) uma regiao no interior dos esferoides (B). (C) Esferoides
marcados para osteocalcina. Note pelo zoom digital a partir da area demarcada em (C)
uma regido no interior dos esferoides (D). (E) Esferoides marcados para biglicana. Note
pelo zoom digital a partir da area demarcada em (E) uma regido no interior dos
esferoides (F). (G) Esferoides marcados para tenascina C. Note pelo zoom digital a partir
da area demarcada em (G) uma regido no interior dos esferoides (H). Barra de escala
de 50pum. (B), (D), (F) e (H) séo imagens obtidas por zoom digital das micrografias (A),
(C), (E) e (G) respectivamente.

88



5.3.5 Baixa secrecdo de mediadores soluveis por esferoides de ASCs
induzidos por hr BMP-7

A secrecdao de VEGF (fator secretado em eventos de ossificacao),
RANTES (quimiocina expressa em eventos de diferenciacéo osteogénica) e IL-
6 (citocina que estimula a diferenciacéo osteoblastica) pelos esferoides controles
e induzidos por hrBMP-7 cultivados durante 3 semanas foi avaliada. Os
esferoides induzidos por hrBMP-7 apresentaram uma baixa secrecao de IL-6
(Fig. 29A), VEGF (Fig. 29B) e RANTES (Fig. 29C), todos em torno de 20pg/mL,
guando comparado com os esferoides da condicdo controle, aproximadamente

200pg/mL, ao final do periodo de cultivo.
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Figura 29: Quantificacdo de mediadores solUveis secretados por esferoides
controles e induzidos por hrBMP-7 ap6s 3 semanas de cultivo. Quantificacdo da
secrecdo de (A) IL-6, (B) VEGF e (C) RANTES em esferoides controles e induzidos por
hrBMP-7.

89



5.3.6 Esferoides de ASCs induzidos para a via osteogénica por hrBMP-7
apresentam uma baixa resisténcia a compressado mecanica, ao contrario de

esferoides induzidos por TGF-B3

Com o objetivo de avaliar a funcionalidade dos esferoides biofabricados,
controles e induzidos de ambas as condicfes, foram realizadas analises de

resisténcia a compressado mecanica (Fig. 30).

Figura 30: Sequéncia de eventos durante um ciclo completo de compresséo de
um esferoide no equipamento Microsquisher (Cell Scale). (A) Esferoide posicionado
entre as duas placas do equipamento antes da compressdo ser iniciada. (B, C)
Esferoide sendo comprimido até 25% do seu diametro. (D) Esferoide ao final do
processo de compressao.

Foi possivel observar que os esferoides induzidos para a via osteogénica
por hrBMP-7, apresentaram uma menor resisténcia mecanica, com valor de
média de 20 pN, quando comparados aos controles, que apresentaram uma

média do valor de for¢a de 40 uN (Fig. 31)
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Figura 31: Resisténcia a compressdo mecanica dos esferoides de ASCs controles
e induzidos por hrBMP-7.

Ja esferoides induzidos por TGF-B3 apresentaram elevada resisténcia
mecanica a compressao ao longo das semanas quando comparado com 0S
esferoides da condicdo controle (Fig. 32). Em duas semanas de cultivo, os
esferoides induzidos apresentaram uma média de resisténcia a compressao de
451uN, enquanto gque os esferoides controles apresentaram uma média de 62uN
(p < 0,0001). Em trés semanas de inducdo, a média da forca de resisténcia
mecanica dos esferoides induzidos apresentou uma redugéo para 403N, assim
como a média da forca de resisténcia dos esferoides controles para 52uN (p <
0,0001). Em cinco semanas de inducdo, houve uma reducdo da forca de
resisténcia a compressao nos esferoides induzidos para uma média de 226uN,
assim como nos esferoides controles, para uma meédia de 40uN (p < 0,0001).

Além disso, os esferoides da condi¢cdo induzida apresentaram uma
diferenca significativa da forca de resisténcia entre duas e cinco semanas de
cultivo e entre trés e cinco semanas de cultivo (p < 0,0001 e p = < 0,0001,

respectivamente).
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Figura 32: Resisténcia mecanica dos esferoides de ASCs controles e induzidos
por TGF-B3 em duas, trés e cinco semanas de cultivo. Os resultados apresentados
de cada condi¢do ao longo das semanas de cultivo foram obtidos a partir de quatro
esferoides. Os asteriscos indicam valores de p obtidos por two-way ANOVA néo
paramétrico e ndo pareado seguido de multiplas comparagées (* p<0,05; ** p<0,001; ***
p<0,0005; **** p<0,0001).

A fim de visualizar melhor os resultados obtidos da condi¢cdo controle e
induzida por ambas as condi¢des, foi feito um quadro com um sistema de cruzes
para avaliar os marcadores de matriz extracelular, fatores de transcricdo génica
relacionados a via de diferenciacdo osteogénica, mediadores sollveis, forca de
resisténcia mecanica a compressao e coloracdo de alizarina vermelha (quadro
1). A comparacéo foi feita entre as condi¢Bes controle e induzidas em relagdo a
presenca de marcacédo para cada molécula de matriz extracelular, expressao de
cada gene e componente secretado avaliado. No caso da inducao por TGF-33,

a comparacao também foi feita entre as semanas de cultivo analisadas.

Quadro 1: Resumo dos resultados quando comparados entre as condigdes controle e
induzidas para a via osteogénica por hrBMP-7 e por TGF-B3 ao longo das semanas de
cultivo.

2 sem: 2 semanas; 3 sem: 3 semanas; 5 sem: 5 semanas.

NA: ndo avaliado.
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Quadro 1.

Condig&o TGF-B3 TGF-B3 TGF-B3
hrBMP-7
controle 2sem 3 sem 5sem
Coloracéo de + + NA + o+
Alizarina
vermelha
o TGF-B3 TGF-B3 TGF-B3
A Condicéao
Moléculas de ¢ hIBMP-7
matriz controle 2 sem 3sem  5sem
extracelular
COIégenO | + ++ NA + +4++++
Colageno Il - +++ - NA NA
Colageno VI NA NA ++ NA NA
Colageno X ++ ++ +++++ +++ ++++
Agrecana NA NA + NA NA
N-Caderina ++ + + + ++
Osteopontina + + NA + ++
Osteocalcina + ++ NA + 444
Biglicana ++ + NA + 4+
Tenascina C + ++ + + 4+
TSP-1 NA NA + +++ +
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Fatores de
_ Condigao TGF-B3  TGF-B3 TGF-B3
transcricao irol hrBMP-7
controle
génica 2 sem 3sem 5sem
Colageno | ++ + NA NA NA
Runx2 + + NA NA NA
ALPL + ++++ NA NA NA
Sox9 + + NA NA NA
TSP-1 ++ + NA NA NA
Mediadores Condigéo TGF-B3  TGF-p3  TGF-B3
. hrBMP-7
sollveis controle 5 sem 3 sem 5 sem
IL-6 +++ + NA NA NA
VEGF +++ + NA NA NA
RANTES +++ + NA NA NA
Resisténcia Condicéo TGF-B3  TGF-B3 TGF-B3
. hrBMP-7
mecanica controle 5 sem 3 sem 5 sem
+ - +++++ ++++ +++
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi possivel realizar a comparacéo da eficacia do processo
de diferenciacao osteogénica in vitro em esferoides de células-tronco de tecido
adiposo humano a partir de dois protocolos diferentes de inducdo. A
osteogénese € um processo complexo mediado por diferentes fatores de
transcricdo génica (VALENTI et al., 2016). Durante a osteogénese, diferentes
mudancas morfoldgicas ocorrem no tecido, de modo que héa reorganizagédo das
células e das moléculas de matriz extracelular (VALENTI et al., 2016). Além
disso, células-tronco ou precursoras de osteoblastos iniciam um processo
complexo de diferenciacdo, modificando sua arquitetura a partir de uma
morfologia fibroblastoide para uma forma cuboide e comegcam a produzir uma
matriz extracelular semelhante a do tecido 6sseo (LANGENBACH et al., 2012).

Diferentes estudos in vitro utilizando cultivos 2D de células (monocamada)
ja foram realizados na tentativa de recapitular os eventos de diferenciacao
osteogénica (SHEKARAN et al., 2015, BOHRNSEN et al., 2016, CHAN et al.,
2015). No entanto, em cultivos 2D, as células interagem somente com as células
vizinhas e possuem um contato limitado com proteinas de matriz extracelular,
nao mimetizando da forma ideal os processos que ocorrem in vivo (BAPTISTA,
KRONEMBERGER et al., 2018). Em cultivos 3D, h4 uma amplificacdo das
interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, o que resulta em mudancas
nas respostas celulares e inclusive de transcricdo génica (ABBOT, 2003).

Em cultivos 3D em frascos giratérios (FRITH et al., 2010), superficies
carregadas (GURUMURTHY et al., 2017), suspenséao (VIDYASEKAR et al.,
2016) e superficies ndo aderentes (YAMAGUCHI et al., 2014) ja foi relatado
ocorrer uma aceleracdo do processo de osteogénese, de modo que ha a
formacado de nédulos de mineralizacdo em até trés dias de cultivo (SALASZNYK
et al., 2004), ao contréario de cultivos em monocamada 0s quais podem comecar
a ser formados somente apds uma semana (LANGENBACH et al., 2010).

Até o momento, poucos estudos foram realizados com esferoides para um
modelo de diferenciacdo osteogénica utilizando MSCs e ASCs. As principais
vantagens em se utilizar esferoides de MSCs e de ASCs sdo que estes
apresentam um aumento de propriedades pré-angiogénicas, anti-inflamatorias,

imuno-modulatorias e de sobrevivéncia (PETRENKO et al., 2017).
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Os esferoides podem ser fabricados por diferentes técnicas de cultivo 3D,
como por gota pendente, micro fluidica e por centrifugacdo, cada uma com
vantagens e desvantagens (BAPTISTA, KRONEMBERGER et al., 2018). No
entanto, a técnica de cultivo que redne o maior nimero de vantagens é a de
hidrogel de agarose micromoldado (ACHILLI et al., 2012), utilizada neste
trabalho. Esta técnica torna possivel fabricar um elevado nimero de esferoides
com tamanho e forma homogéneos, acompanhar o processo de formacao dos
esferoides (ACHILLI et al., 2012), além de ser passivel de automatizacéo
(MIRONOV et al., 2011).

Para modelos de diferenciacdo osteogénica, os fatores de inducéo
comumente utilizados sdao dexametasona, acido ascorbico e B-glicerofosfato
(LANGENBACH et al., 2012). Além destes, fatores de crescimento podem ser
incorporados no cultivo para atuar positivamente no processo de diferenciacao
osteogénica, como por exemplo, vitamina D3, BMPs e monofosfato ciclico de
adenosina (AMP ciclico, do inglés cyclic adenosine monophosphate)
(LANGENBACH et al., 2012).

Dentre as BMPs recombinantes, as mais utilizadas para regeneragao
O0ssea sdo a human recombinant BMP-2 (hrBMP-2) e a human recombinant
BMP-7 (hrBMP-7) (CIRANO et al., 2014, KIM E RHEE, 2014). A hrBMP-2 é
determinante para a proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos (VAN DEN
DOLDER et al., 2003), enquanto que a hrBMP-7 estimula o metabolismo 6sseo,
além de modular a proliferacdo e diferenciacdo de MSCs em células do tecido
0sseo (ACIL et al., 2002). Para estudos realizados em monocamada (WEI et al.,
2008), com biomateriais (CHATZINIKOLAIDOU et al., 2010, TIRKKONEN et al.,
2013) e em modelos animais (INTINI et al., 2007, CHEN et al., 2015), ambas ja
foram utilizadas e resultados positivos para regeneracdo Ossea foram
demonstrados. No entanto, nenhuma destas foi utilizada até o momento em
cultivos 3D para avaliar a diferenciacdo osteogénica in vitro. Neste trabalho, foi
utilizada a hrBMP-7 como fator de indugcéo em esferoides de ASCs, combinada
com o uso de dexametasona e B-glicerofosfato ao longo de trés semanas de
cultivo, como uma das estratégias testadas de inducdo de diferenciacédo
osteogénica.

Uma outra estratégia descrita por Muraglia e colaboradores (2003) para

promover a diferenciacdo osteogénica in vitro utilizando esferoides € a partir de
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um coquetel indutor composto inicialmente por fatores de indug&o condrogénica
e somente apdés um periodo em cultura, utilizar fatores de inducéo osteogénica,
de modo a alcancar a diferenciacdo osteogénica por um processo similar ao de
ossificagdo endocondral. No estudo, foram produzidos cultivos 3D de MSCs
humanas derivadas da medula éssea pelo cultivo de pellet. O meio indutor da
condrogénese foi composto por hrTGF-f1 e dexametasona, no qual os
esferoides permaneceram por até quatro semanas. Ao final deste periodo, houve
a troca para os fatores de indugao osteogénica (3-glicerofosfato e dexametasona
em uma maior concentragéo, e os esferoides permaneceram neste meio indutor
por mais trés semanas em cultivo. Dessa maneira, no presente trabalho, foi
testada uma segunda estratégia de inducédo da diferenciacdo osteogénica, de
modo similar a realizada por Muraglia e colaboradores (2003), uma vez que foi
utilizado inicialmente os fatores de diferenciacdo condrogénica TGF-B3 e
dexametasona por duas semanas (DA SILVA, 2017 e MATSUI, 2017) e posterior
troca para os fatores [B-glicerofosfato e dexametasona em uma maior
concentracao por mais trés semanas.

Inicialmente, foram avaliados o tamanho dos esferoides pelo célculo das
meédias dos diametros e a homogeneidade de tamanho pelo célculo da razao
entre o didametro menor e maior da condicdo controle (que ndo apresentou
nenhum fator de inducéo) e dos esferoides induzidos por hrBMP-7 ou por TGF-
B3. Os esferoides controles apresentaram uma média de diametro de 350uM, ao
passo que que os esferoides induzidos por hrBMP-7 apresentaram uma média
de 400uM e os esferoides induzidos por TGF-B3 de 450uM. Nas trés condi¢cdes
experimentais, a razao entre os diametros foi proxima a 1, porém, os esferoides
induzidos por TGF-33 apresentaram maior uniformidade de tamanho e forma.

Esferoides de MSCs ou ASCs com um valor de diametro entre 400-500uM
normalmente nédo apresentam alteracbes na viabilidade celular por necrose
(KAPUR et al., 2012, BARANIAK E MCDEVITT, 2012). Tais esferoides podem
apresentar uma reducdo dos seus valores de diametro ao longo das semanas
de cultivo, provavelmente devido ao equilibrio alcancado entre o tamanho de
crescimento dos esferoides e a habilidade do meio de cultura suportar o aumento
de diametro (KAPUR et al., 2012). Em adicdo, no estudo realizado por
Hildebrandt e colaboradores (2011), o diametro de esferoides de MSCs

induzidos para a via osteogénica foi de 350-400uM ao final do periodo de
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inducdo. Além disso, ja foi reportado que nesta faixa de tamanho, a viabilidade
dos esferoides néo € afetada por eventos de necrose celular (ANADA et al.,
2012). Neste contexto, no presente estudo, foi observado por citometria de fluxo
em esferoides controles e induzidos por hrBMP-7, utilizando o intercalante de
DNA 7AAD, uma viabilidade celular superior a 85% para ambas condi¢des de
cultivo. No entanto, esferoides induzidos por hrBMP-7 apresentaram uma maior
mortalidade do que os esferoides controles. Por kit comercial de fluorescéncia,
também foi observada uma elevada viabilidade celular nos esferoides induzidos
por TGF-B3 ao longo das semanas de cultivo, visto que houve uma baixa
marcacdo do homodimero de etidio, presente somente em células mortas. No
estudo realizado por Hildebrandt e colaboradores (2011), esferoides de MSCs
produzidos pelo método de gota pendente foram induzidos para a diferenciacao
osteogénica e quando a viabilidade celular foi avaliada qualitativamente por
microscopia de fluorescéncia, a mesma se manteve elevada mesmo apos 29
dias em cultivo.

Através dos resultados da coloracéo de HE, foi possivel observar que a
morfologia das células da condic&o controle, induzida por hrBMP-7 e por TGF-
B3 sao distintas. Os esferoides da condicao induzida por hrBMP-7, ao contrario
da condicdo controle, apresentaram uma subpopulacdo de células deslocada
lateralmente em seu interior. Os esferoides induzidos por TGF-33 apresentaram
uma populacdo de células deslocada lateralmente, além de modificacbes na
estrutura e organizacdo da matriz extracelular ao longo das semanas de cultivo
avaliadas. Durante o processo de osteogénese in vivo, ocorrem eventos de
agregacédo celular, gerando subpopulacbes de células que apresentam uma
maior capacidade de proliferacéo e atividade de secrecao de moléculas de matriz
extracelular, as quais tornam-se responsaveis por orquestrar os eventos de
diferenciacdao (HALL E MIYAKE, 2000, HATA et al.,, 2017). A presenca de
subpopulacdes de células também foi relatada em esferoides produzidos a partir
de MSCs isoladas da medula éssea para gerar um modelo de diferenciacao
osteogénica (MARKWAY et al., 2010; LANGENBACH et al., 2013; GOUDE et
al., 2014).

Por MEV, foi possivel analisar a ultraestrutura da superficie dos esferoides
controles e induzidos por hrBMP-7, onde foi visualizado que os esferoides

controles apresentaram uma superficie com uma maior quantidade de fibras de
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matriz extracelular em sua superficie, quando comparado com os esferoides
induzidos por hrBMP-7. Por outro lado, os esferoides induzidos por hrBMP-7
apresentaram células com uma morfologia globular em sua superficie. No
entanto, esta morfologia ndo foi a mesma que a encontrada por Lammers e
colaboradores (2012) com esferoides de células-tronco de cordao umbilical
induzidos para via osteogénica, onde a superficie dos esferoides induzidos
apresentou-se cuboide, semelhante a osteoblastos e com indicios de
mineralizacdo. As analises para avaliar a ultraestrutura dos esferoides induzidos
por TGF-B3 por MEV estdo em etapa de realizagéo.

A capacidade de secrecdo de mediadores soluveis por esferoides de
MSCs e ASCs ja foi relatada em diferentes estudos (POTAPOVA et al., 2007,
OLIVA-OLIVERA et al., 2017, GE et al., 2018, REDONDO-CASTRO et al., 2018).
A secrecao de determinados mediadores solUveis é uma maneira de avaliar a
eficacia de diferenciacdo dos esferoides e sua resposta funcional ao
microambiente. Neste trabalho, foi analisada a secrecdo de IL-6, VEGF e
RANTES em esferoides controles e induzidos por hrBMP-7 cultivados durante
21 dias. As analises de secrecdo destes mediadores solUveis nos esferoides
induzidos por TGF-B3 estao em etapa de realizagao.

A IL-6 é uma citocina que, dentre outras fun¢des, estimula a diferenciacéo
osteoblastica e influencia positivamente na formacdo 6ssea em MSCs isoladas
da medula 6ssea (BASTIDAS-CORAL et al., 2016 e HUANG et al., 2018). Neste
trabalho, foi observada uma baixa secrecao de IL-6 nos esferoides induzidos por
hrBMP-7, sendo 10 vezes menor do que o secretado por esferoides controles.

O VEGF é um dos reguladores principais do desenvolvimento vascular e
angiogénese (HOEBEN et al., 2004) e uma vez que o tecido 0sseo é altamente
vascularizado, o VEGF realiza funcgdes criticas na formacéo do esqueleto (MAES
et al, 2016). Além disso, o VEGF j& foi reportado como um fator importante em
diferentes estagios no reparo e regeneracdo 6ssea (HU E OLSEN, 2016).
Estudos também ja reportaram a influéncia de VEGF na producéo de fosfatase
alcalina e osteocalcina (HU E OLSEN, 2016). Neste trabalho, ndo houve uma
alta secrecdo de VEGF por esferoides induzidos por hrBMP-7, sendo 10 vezes
menor do que os esferoides controles.

A RANTES ou CCL5 (motivo C-C ligante 5) € uma quimiocina pro6-

inflamatoria conhecida por atuar na migracao e sobrevivéncia de células-tronco
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(LU etal., 2015). Em relacdo ao tecido 6sseo, sua expressdo mostrou-se elevada
durante a diferenciacdo osteogénica de MSCs isoladas da medula éssea
cultivadas em monocamada, de forma dependente da dexametasona (LIU et al.,
2014). Além disso, a alta expressdao de RANTES aumentou a atividade de
fosfatase alcalina nestas células (LIU et al., 2014). Em adi¢cdo, no estudo
realizado por Wintges e colaboradores (2013), a falta de RANTES em
camundongos foi prejudicial para a formacao 6ssea por um aumento da atividade
osteoclastica. Neste estudo, houve uma baixa secrecdo de RANTES por
esferoides induzidos por hrBMP-7, que foi 10x menor.

Apesar de néo ter havido diferenca estatisticamente significativa nestes
dados de secrecdo de mediadores soluveis entre induzido por hrBMP-7 e
controles, a diferenca de secrecao em até 10 vezes sugere uma forte tendéncia
a baixa secrecao pelos esferoides induzidos por hrBMP-7.

A porcao mineral do tecido 6sseo € similar a estrutura da hidroxiapatita
(Cal0(PO4)6(0OH)2), composta por fosfato de calcio, e ocorre no osteoide
(BONJOUR, 2011). O processo de mineralizagdo tem inicio por vesiculas
extracelulares secretadas por osteoblastos, que induzem no seu interior a
nucleacéo e crescimento de cristais de fosfato de célcio. O influxo de fosfato nas
vesiculas é critico, sendo mediado por diferentes enzimas, sendo a fosfatase
alcalina uma das principais por mediar a hidrélise do piro fosfato em ions fosfato
(HASEGAWA, 2018). A fosfatase alcalina é secretada por osteoblastos em
estagios iniciais de sua maturacdo (HOEMANN et al., 2009). Neste trabalho, foi
observada uma elevada expressdo de fosfatase alcalina nos esferoides
induzidos por hrBMP-7 em relagdo aos esferoides controles. Este resultado
corroborou com o encontrado no estudo de Fennema e colaboradores (2017),
no qual houve uma alta regulacao de fosfatase alcalina em esferoides de ASCs
induzidos para a via osteogénica, produzidos a partir da técnica de hidrogel de
agarose micromoldado, quando comparado com a condi¢éo controle.

Uma forma de avaliar um indicio de mineralizagdo in vitro € atraves da
coloragdo de Alizarina vermelha, a qual ira revelar a presenca do calcio
extracelular. Pelos resultados encontrados neste trabalho, ndo foi possivel
visualizar a presenca de depositos de célcio nos esferoides da condigéo controle,
enquanto que nos esferoides induzidos por hrBMP-7, foi possivel detectar

depdsitos na populacdo de células deslocada lateralmente. Em adicdo, nos
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esferoides induzidos por TGF-B3, foi observado a presengca de depdsitos,
evidenciada por uma maior coloracéao de Alizarina vermelha, em cinco semanas
de cultivo, do que nos esferoides induzidos por hrBMP-7 em trés semanas. No
trabalho realizado por Shen e colaboradores (2013), esferoides de ASCs
produzidos pelo método de gota pendente foram induzidos para a via
osteogénica utilizando um coquetel feito a partir de vitamina D3, acido ascorbico,
dexametasona e B-glicerofosfato. Pela coloracdo por Alizarina vermelha, os
autores identificaram a presenca de depdsitos de calcio somente nos esferoides
induzidos, preferencialmente localizados lateralmente no interior dos esferoides.
Além disso, Gurumurthy e colaboradores (2016) observaram por coloracédo de
Alizarina vermelha que esferoides de ASCs, produzidos a partir de superficies
carregadas, apresentam uma maior quantidade de depésitos de célcio do que
as células cultivadas em monocamada, concluindo que uma vez em cultivo 3D,
as ASCs apresentam uma maior capacidade de mineralizacdo. Os autores
utilizaram no estudo um coquetel indutor feito a partir de acido ascorbico,
dexametasona e B-glicerofosfato, suplementado com 10% SFB.

Uma outra técnica utilizada neste trabalho para avaliar a presenca de
mineralizacdo nos esferoides induzidos por hrBMP-7 e por TGF-B3, foi a
realizacdo de microandlises por EDX para detectar a presenca de calcio e/ou
fosforo na superficie dos esferoides. Nos esferoides induzidos por hrBMP-7, foi
identificada a presenca de célcio e fésforo, diferente dos esferoides da condicéo
controle. Nos esferoides induzidos por TGF-B3, foi observado que ha um
aumento do sinal de deteccédo de calcio ao longo das semanas de inducéo.

As propriedades quimicas e estruturais da por¢cdo mineral influenciam
diretamente as propriedades mecénicas da matriz extracelular do tecido 0sseo,
de modo que uma elevada forca de compresséo € alcancada pelo avanco do
grau de mineralizacdo (BALA E SEEMAN, 2015). Neste trabalho, foram
realizadas analises de resisténcia mecanica a compressdo nos esferoides
controles, induzidos por hrBMP-7 e por TGF-B3. Pelos resultados encontrados
neste estudo, foi observado que houve uma baixa resisténcia mecanica a
compressdo nos esferoides induzidos por hrBMP-7 quando comparado aos
controles. Uma explicacdo para tal resultados é, provavelmente, devido a um
menor grau de complexidade de mineralizacao presente na matriz extracelular

destes esferoides. Ao contrario, nos esferoides induzidos por TGF-f3, em duas
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semanas, foi observada uma alta resisténcia mecanica a compressdo com
valores proximos a 400 uN de forca, o que se manteve em trés semanas, com
uma diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle nestas semanas
de cultivo avaliadas. Ao final de cinco semanas de inducdo, houve uma redugéo
da forca de resisténcia para 200 uN. Porém, mesmo com esta reducao em cinco
semanas, o valor da forca de resisténcia mecanica a compressao foi mais
elevado do que os valores encontrados nos esferoides induzidos por hrBMP-7 e
os da condicdo controle. Danilevicius e colaboradores (2015) foram os Unicos
autores até o0 momento a reportarem resisténcia mecanica a compressao em
esferoides no Microsquisher (Cell Scale).

Dois genes principais orquestram o processo de osteogénese: 0 RUNX2
(ou Cbfal) e o osterix. Na auséncia destes fatores, ndo ocorre a formacao dos
osteoblastos, impedindo assim a formacéao do tecido 6sseo (CAETANO-LOPES
et al., 2007). O processo de diferenciacao osteogénica € complexo, de modo que
inicialmente ocorre a diferenciacdo de células progenitoras em pré-osteoblastos,
que irdo formar os osteoblastos maduros (XU et al., 2015). Os osteoblastos
secretam uma variedade de moléculas de matriz extracelular e quando
embebidos na matriz extracelular mineralizada, tornam-se ostedcitos maduros
(XU et al., 2015). Neste cenério, 0 RUNX2 apresenta atuacao nas etapas iniciais
da osteogénese, de modo que em etapas finais da diferenciacao, ele é capaz de
inibir o processo (XU et al., 2015).

Durante o estagio inicial de diferenciacdo, 0 RUNX2 e o osterix estdo
envolvidos na expressao de colageno |, osteopontina e osteocalcina. Para uma
etapa mais tardia de maturacdo dos osteoblastos, a expressdo de RUNX2
precisa ser menor. Além disso, em eventos de ossificacdo endocondral, o
RUNX2 induz a expressao de colageno X por condrécitos hipertréficos estando
envolvido na producéo de matriz destas células (BRUDERER et al., 2014). Neste
estudo, a expressdao de RUNX2 foi investigada por Q-PCR nos esferoides
induzidos por hrBMP-7 ao final dos 21 dias de cultivo. No entanto, foi observada
a mesma expressao relativa que os esferoides da condi¢céao controle. De fato, no
trabalho realizado por Yamaguchi e colaboradores (2014) com esferoides de
MSCs murinos, produzidos a partir de superficies ndo aderentes, houve uma alta

expressao de RUNX2 quando comparado com o cultivo em monocamada, porém
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a andlise foi feita com os esferoides ap6s 7 dias de indugdo, um periodo inicial
da diferenciacdo osteogénica.

A expressao relativa de um dos genes reguladores do processo de
diferenciacdo condrogénica, o Sox9 (KOZHEMYAKINA et al.,, 2015), foi
investigada por Q-PCR nos esferoides induzidos por hrBMP-7 cultivados durante
21 dias em relacdo aos esferoides controles. O Sox9 € um dos marcadores
iniciais da condensacéao dos condrdcitos, sendo considerado o principal fator de
transcricdo envolvido no desenvolvimento e maturagcdo da cartilagem (LI E
DONG, 2016). Além disso, estudos ja relataram a expressao de Sox9 em etapas
iniciais da osteogénese (LOEBEL et al., 2014) e como um potencial inibidor deste
processo (LIAO et al., 2014). Neste trabalho, ndo houve diferenca significativa
de expressao do Sox9 entre esferoides controles e induzidos por hrBMP-7, o que
mostra que estes esferoides ndo estariam seguindo para essa via de
diferenciacdo e que este fator ndo estaria influenciando negativamente o
processo de osteogénese em 21 dias de cultivo. As analises de expressao
génica para os esferoides induzidos por TGF-B3 estdo em etapa de realizagao.

A matriz extracelular do tecido 6sseo € secretada por osteoblastos e ela
regula as funcdes celulares deste tecido, além de influenciar nas vias de
sinalizacao celular. A matriz extracelular influencia o processo de diferenciacéo
osteogénica das MSCs em osteoblastos, tanto por interagdo direta como por
modular a atividade de fatores de crescimento (ALFORD et al., 2015). A matriz
extracelular do tecido 6sseo € formada por uma porcao organica composta
majoritariamente por colageno |, fibronectina, osteocalcina, osteopontina,
osteonectina e proteoglicanas, como a bligicana. As proteinas de matriz
extracelular do tecido 0sseo interagem fortemente com a hidroxiapatita, a qual
por sua vez protege a estrutura destas proteinas as alterac6es de temperatura
ou a acdo de reagentes quimicos, por exemplo (COULSON-THOMAS et al.,
2015). Neste trabalho, analises de imuno-histoquimica para identificacdo de
moléculas de matriz extracelular presentes no tecido 6sseo e de moléculas
adesivas, foram realizadas para avaliar a eficacia da diferenciacdo osteogénica
nos esferoides de ASCs.

O colageno | é a proteina colagenosa mais abundante no tecido 6sseo,
correspondendo a 90% da porcdo organica de sua matriz extracelular. A

organizacao do colageno | no tecido ésseo ocorre em estruturas hierarquicas, de
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modo que o menor nivel de hierarquia corresponde a molécula em tripla hélice
(GARNERO et al., 2015). Neste trabalho, foi observada uma baixa marcacao de
colageno | por imuno-histoquimica nos esferoides da condi¢cdo controle, ao
contrario dos esferoides induzidos por hrBMP-7. No entanto, pela andlise por Q-
PCR para a expressao de colageno | em esferoides controles e induzidos por
hrBMP-7, houve menos da metade da expresséo desta proteina nos esferoides
induzidos quando comparado com os esferoides controles, ao contrario do
observado no trabalho de Fennema e colaboradores (2017), onde houve uma
elevada expressao de colageno | em esferoides de ASCs cultivados durante sete
dias. Uma possibilidade de ter ocorrido uma menor expressao de colageno | por
Q-PCR e maior por imuno-histoquimica € devido a andlise ter sido feita somente
no final da inducdo, em trés semanas de cultivo. Nos esferoides induzidos por
TGF-B3, nao foi observada marcagao por imuno-histoquimica de coladgeno | em
trés semanas de cultivo, enquanto que em cinco semanas, houve uma elevada
distribuicdo desta molécula no interior dos esferoides. Em consonéancia, no
trabalho realizado por Hildebrandt e colaboradores (2011), foi observada uma
elevada distribuicdo de colageno | por imunofluorescéncia em esferoides de
MSCs, produzidos a partir do método de gota pendente, induzidos para a via
osteogénica utilizando dexametasona, acido ascérbico e 3-glicerofosfato.

Além do colageno |, o presente trabalho avaliou a presenca do colageno
Il. O coladgeno Il € a proteina mais abundante na matriz extracelular da cartilagem
articular (LUO et al., 2017). A matriz extracelular do tecido cartilaginoso é
responsavel por regular o metabolismo e as funcdes dos condrdcitos, como
diferenciacéo, sobrevivéncia e as respostas a estimulos mecéanicos (GAO et al.,
2014). Neste trabalho, foi observada a presenca de colageno Il no interior dos
esferoides induzidos por hrBMP-7, de forma mais elevada do que o colageno I.
No estudo realizado por SHI e colaboradores (2015) com esferoides produzidos
a partir de condrocitos isolados de camundongos, foi visualizado por
imunofluorescéncia a presenca de colageno Il e de agrecana (constituinte da
matriz extracelular do tecido cartilaginoso). Além disso, neste mesmo estudo, por
Q-PCR, foi observada uma maior expressao destas moléculas quando cultivadas
em 3D do que em monocamada. Nos esferoides induzidos por TGF-B3, nao foi
observada distribuicdo de colageno Il em duas semanas de cultivo, ao final da

inducdo condrogénica. No entanto, € importante ressaltar que em casos de
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ossificacdo endocondral, no inicio da hipertrofia dos condrdcitos, € observada
uma reducédo da expressao de colageno Il (KUMAR et al., 2018).

O colageno VI, por mais que corresponda somente a 1% da composicéo
da matriz extracelular da cartilagem articular, encontra-se amplamente
distribuido na matriz pericelular (EYRE et al., 2006; LUO et al., 2017). Sua
principal funcéo é interagir com os condrécitos e manter sua integridade (LUO et
al., 2017). O colageno VI liga-se a uma variedade de proteinas da matriz
extracelular, incluindo o colageno Il e o coldgeno XIV, formando uma rede de
proteinas que permite a ancoragem dos condrdcitos (BIDANSET et al., 1992;
BROWN et al., 1994). Neste trabalho, no interior dos esferoides induzidos por
TGF-B3 cultivados durante 2 semanas, foi observada uma distribuicdo desta
proteina por imuno-histoquimica em toda a area dos esferoides, o que comprova
a presenca ainda de tecido de cartilagem neste estagio de diferenciacao.

O colageno X também esta presente na cartilagem articular e apresenta
uma associacdo direta com eventos de ossificacdo endocondral, uma vez que o
mesmo € secretado somente por condrocitos hipertréficos, que estdo nos
estagios finais de diferenciacdo condrogénica. A fungéo bioldgica do colageno X
esta relacionada a facilitar a etapa de calcificacdo na ossificacdo endocondral,
provavelmente por gerar modificacbes na estrutura da matriz extracelular
(SHEN, 2005). Por imuno-histoquimica, foi observada a presenca de colageno X
nos esferoides induzidos por hrBMP-7 e em menor proporc¢ao nos esferoides da
condicdo controle. Até o momento, na literatura, ndo foram mostrados resultados
do colageno X em modelos de osteogénese em esferoides. No entanto, 0 mesmo
ja foi investigado em modelos de esferoides para diferenciacdo condrogénica,
como no estudo realizado por Arufe e colaboradores (2011), através do qual foi
observada uma baixa distribuicdo de coldgeno X por imuno-histoquimica nos
esferoides de MSCs, isoladas de corddo umbilical, induzidos para a via
condrogénica durante todo o periodo de cultivo. Ao contrario, em modelos
murinos de ossificagdo endocondral in vivo foi observado recentemente um
aumento da distribuicdo de colageno X por imuno-histoquimica, conforme ocorre
a progressao da formacgéao do tecido 6ésseo (HIROUCHI et al., 2017), assim como
foi observado nos resultados realizados neste trabalho com esferoides
produzidos a partir de hrBMP-7. Nos esferoides induzidos por TGF-3, houve

uma alta distribuicdo de colageno X em duas semanas - ao final da
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condrogénese - uma reducdo em trés semanas (ap0s uma semana no meio
osteogénico) e um aumento da distribuicio em cinco semanas (ao final da
osteogénese). Em eventos de ossificacdo endocondral, ha uma alta expressao
de colageno X durante a hipertrofia dos condrdcitos (KUMAR et al., 2018) e no
trabalho realizado por Muraglia e colaboradores (2003), houve a presenca de
colageno X por imuno-histoquimica em trés semanas de cultivo no meio indutor
da condrogénese.

A N-caderina € uma molécula de adesao que medeia as jun¢des adesivas
entre as células e, portanto, apresenta uma funcdo importante durante o
processo de morfogénese, formacéao tecidual e sua integridade. Além disso, as
caderinas estdo envolvidas diretamente em modular processos de sinalizacao
celular (MARIE et al., 2014). Quando relacionada a osteogénese, resultados
prévios mostraram que uma expressao prolongada de N-caderina é capaz de
inibir a diferenciacdo osteogénica em MSCs por regular negativamente as vias
de sinalizacdo de B-catenina e ERK1 (do inglés extracellular signal regulated
kinases) (XU et al.,, 2013). Foi observado que os niveis de mRNA de
osteopontina, osteocalcina, RUNX2 e fosfatase alcalina foram significativamente
inibidos pela N-caderina, assim como houve a inibi¢cdo de formacéo de depdsitos
de cdlcio quando analisados por Alizarina vermelha (XU et al., 2013). No
presente trabalho, foi observada a presenca de N-caderina em regides dos
esferoides da condi¢cdo controle, enquanto que nos esferoides induzidos por
hrBMP-7 foi observada a presenca desta molécula de adesdo somente em areas
proximas a periferia destes esferoides. No caso dos esferoides induzidos por
TGF-B3, foi observada uma distribuicio de N-caderina somente em cinco
semanas de inducéo, a qual nao foi elevada.

A agrecana é um proteoglicano especifico da cartilagem que contém
condroitina-sulfato e sulfato de queratano (NAKANO et al., 2014). A agrecana
forma agregados que permitem a hidratacdo da cartilagem e que auxiliam em
sua resisténcia mecanica a compressdo (DUDHIA, 2005). Em modelos de
esferoides para diferenciacdo condrogénica, é observada uma alta expressao de
agrecana por Q-PCR (MARKWAY et al.,, 2010; Huang et al., 2011) e por
imunofluorescéncia (GOUDE et al., 2014). No estudo realizado por Weiss-Bilka
e colaboradores (2016), esferoides de ASCs foram produzidos a partir de duas

metodologias diferentes e induzidos para a via condrogénica, com o objetivo final
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de serem implantados in vivo em um modelo de regeneracdo por ossificacdo
endocondral. Foi observado a presenca de agrecana (e de colageno Il) em baixa
distribuicdo por imuno-histoquimica, ao passo que ocorria a progressao da
hipertrofia dos esferoides. Apos o implante, foi observada a formagéo ectépica
de tecido 6sseo com sucesso. No presente estudo, foi observado por imuno-
histoquimica uma baixa distribuicdo de agrecana nos esferoides induzidos por
TGF-B3 na segunda semana de cultivo (além de colageno Il), conforme houve
uma elevada marcagcdo de colageno X, tipico de condrdcitos hipertroficos,
corroborando com o trabalho de Weiss-Bilka e colaboradores (2016).

A osteopontina € produzida por osteoblastos durante o processo de
osteogénese (HAYLOCK E NILSSON, 2006), correspondendo a
aproximadamente 2% do total de proteinas ndo colagenosas do tecido 6sseo
(MCKEE E NANCI, 1996; DENHARDT et al, 2001). A osteopontina ja foi
localizada em niveis elevados de mineralizacao deste tecido, porém, sua funcao
em auxiliar a formacdo ou ndo dos cristais de hidroxiapatita ainda nao foi
completamente elucidada (Hunter, 2012). Em estudos prévios, foi observada
uma elevada expressao de osteopontina Q-PCR em esferoides de MSCs,
produzidos pela técnica de gota pendente, induzidos para a via osteogénica
(HILDEBRANDT et al., 2011), inclusive qguando comparada com a expressao
desta mesma proteina em monocamada (YAMAGUCHI et al., 2014). Neste
trabalho, ndo foi a observada a presenca de osteopontina em esferoides
induzidos por hrBMP-7 ou nos esferoides da condicdo controle. Porém, a
osteopontina ja foi relatada como um marcador da diferenciacdo terminal de
condrocitos hipertroficos (HATTORI et al., 2010), de modo que a falta da
expressdo desta proteina nos esferoides induzidos por hrBMP-7 pode ter
ocorrido devido ao n&o alcance neste estagio de diferenciacdo. Nos esferoides
induzidos por TGF-B3, também néo foi observada a presenga de osteopontina
em trés semanas de inducdo, enquanto que em cinco semanas, houve
distribuicAo desta proteina, preferencialmente na populacdo de células
deslocada lateralmente.

A osteocalcina é uma das proteinas ndo colagenosas mais abundantes
na matriz extracelular do tecido ésseo (MIZOKAMI et al., 2017). Ela é secretada
por osteoblastos durante o periodo de maturacdo 6ssea, motivo pelo qual

sempre foi utilizada como um marcador importante para a osteogénese (ZOCH
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et al., 2016). Suas principais funcdes descritas até 0 momento sdo a regulacao
da mineralizacdo 6ssea e atuar no metabolismo esquelético, apresentando um
papel enddcrino (ZOCH et al., 2016). No estudo realizado por Gurumurthy e
colaboradores (2016), foi realizada a comparacéo da eficacia da diferenciacéo
de esferoides de ASCs com o cultivo destas células em monocamada. Um dos
parametros utilizados foi a producéo de osteocalcina, a qual foi insignificante em
monocamada quando comparada nos esferoides de ASCs. Nos esferoides, foi
observada uma elevada quantidade de osteocalcina total ao final da terceira
semana de inducdo. No presente estudo, foi observada distribuicdo de
osteocalcina proxima a periferia nos esferoides induzidos por hrBMP-7. Ja nos
esferoides induzidos por TGF-B3, houve um aumento da producdo de
osteocalcina a partir de trés semanas de inducdo, o que corroborou com o
observado no trabalho de Muraglia e colaboradores (2003).

O proteoglicano biglicana apresenta um papel na regulacdo da formacao
0ssea e foi um dos primeiros componentes descritos da matriz extracelular deste
tecido (NASTASE et al., 2012). A biglicana também atua na diferenciacao
osteoblastica através da via de sinalizacdo pela proteina morfogénica 6ssea 4
(BMP-4) (PARISUTHIMAN et al., 2005). O estudo realizado por Coulson-Thomas
e colaboradores (2015), corroborou a importancia da biglicana na formacao
Ossea pela visualizacdo de sua localizacdo por imuno-histoquimica préxima a
Osteons do tecido Osseo trabecular. No trabalho realizado por Burns e
colaboradores (2010), esferoides de MSCs foram formados utilizando
arcaboucos de ceramica e induzidos para a via osteogénica. Em osteoblastos
considerados no estagio de maturacao foi observada, por imuno-histoquimica
uma distribuicdo intensa de biglicana. No presente estudo, porém, os esferoides
induzidos através da hrBMP-7, houve baixa composicdo de biglicana,
provavelmente devido aos esferoides ndo terem alcangado o estagio de
maturacdo da diferenciacdo osteogénica. No entanto, nos esferoides induzidos
por TGF-B3 houve um aumento da distribuicdo desta proteina a partir da terceira
semana de inducgao.

A tenascina C é uma glicoproteina expressa de forma transiente durante
a embriogénese e organogénese (CHIQUET-EHRISMANN E TUCKER, 2004).
No tecido 6sseo adulto, a tenascina C esta localizada no periosteo e no enddsteo
(SCHERBERICH et al., 2004). Por imuno-histoquimica, a tenascina C, também
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ja foi observada nos ligamentos periodontais (SATO et al., 2015).
Funcionalmente, esta glicoproteina regula, por mdultiplos mecanismos, a
diferenciacdo osteoblastica e a proliferacdo celular (MORGAN et al., 2011).
Neste estudo, foi observada uma distribuicdo de tenascina C nos esferoides
induzidos por hrBMP-7, na populacdo de células deslocada lateralmente e na
periferia dos esferoides controles. Nos esferoides induzidos por TGF-$3, nao foi
verificada distribuicdo de tenascina-C em trés semanas, enquanto que em cinco
semanas, houve uma alta distribuicdo desta proteina, principalmente na
populacdo de células deslocada lateralmente. Até o0 momento, poucos estudos
foram realizados associando a tenascina C com modelos de diferenciacéo
osteogénica a partir de MSCs ou ASCs. No entanto, em esferoides produzidos a
partir de células diferenciadas, houve uma elevada expressdo de tenascina C
por Q-PCR (KRAUS et al., 2017).

A TSP-1 é uma proteina envolvida na inibicdo da angiogénese e na anti-
hipertrofia dos condrécitos no tecido cartilaginoso (SHI et al.,, 2013). Ela é
secretada por muitos tipos celulares, incluindo osteoblastos e células tumorais
(Shietal., 2013). A TSP-1 é responsavel por inibir a diferenciacdo osteoblastica,
como foi comprovado pelo estudo de Dubose e colaboradores (2012), de modo
gue o bloqueio da TSP-1 promoveu um aumento na expressao de RUNX-2 e de
fosfatase alcalina. No trabalho de regeneracéo da cartilagem articular in vivo feito
por Gelse e colaboradores (2011), foi observado por imuno-histoquimica que a
TSP-1 inibiu o processo de ossificacdo endocondral, assim como nao induziu o
processo de condrogénese. Neste estudo, foi observada uma alta distribuicéo de
TSP-1 por imuno-histoquimica nos esferoides induzidos por hrBMP-7 (resultados
nao mostrados). No entanto, foi observado por Q-PCR uma baixa expressao
relativa de TSP-1 nos esferoides induzidos por hrBMP-7 quando comparado aos
esferoides controles. Nos esferoides induzidos por TGF-B3, houve uma baixa
marcacao desta proteina em duas semanas de cultivo, porém houve uma maior
distribuicdo desta em trés semanas de cultivo, periodo em que houve uma
reducdo da producao de colageno X (secretado por condrocitos em estagio de
hipertrofia), enquanto que em cinco semanas houve reducéo da distribuicdo de
TSP-1, o que € uma vantagem, visto que ela é uma proteina anti-osteogénica. A
marcacado de TSP-1 em cinco semanas também corroborou com a distribuicao

de colageno X neste periodo, que aumentou em relacdo a trés semanas.
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Portanto, esferoides induzidos por hrBMP-7, em trés semanas de cultivo,
nao apresentaram a composicao da matriz extracelular tipica do tecido 0sseo,
porém, foi observada marcacdo de proteinas do tecido cartilaginoso, como
coladgeno Il e colageno X. Ja os esferoides induzidos por TGF-B3 apresentaram
nas semanas iniciais de indug¢édo, uma maior marcacédo de TSP-1 e colageno X,
porém uma baixa marcacdo para proteinas tipicas do tecido 6sseo. Em cinco
semanas de cultivo, houve uma diminuicédo da producéo de TSP-1 e um aumento
de proteinas tipicas da matriz extracelular do tecido 6sseo, como colageno | e
osteocalcina.

Em resumo, esferoides induzidos por hrBMP-7 por 3 semanas
apresentaram depdsitos de calcio em seu interior e uma alta expressao de ALP.
No entanto, por imuno-histoquimica, ndo houve uma elevada distribuicdo de
proteinas de matriz extracelular presentes no tecido 6sseo, baixa secre¢do dos
mediadores osteogénicos. Além disso, a forca de resisténcia mecanica a
compressdo nos esferoides induzidos foi inferior em relacdo aos esferoides
controles.

A funcionalidade dos esferoides induzidos para a via osteogénica por
TGF-B3 foi comprovada através da presenca de (1) uma maior marcagao de
depdsitos de calcio por Alizarina vermelha em cinco semanas de cultivo, (2)
marcadores de matriz extracelular caracteristicos do tecido 6sseo em cinco
semanas de cultivo e pela (3) elevada resisténcia mecanica a compressao nos
esferoides induzidos em comparacao com os esferoides controles ao longo das
semanas de cultivo.

Neste trabalho, foi possivel padronizar um modelo de inducéo
osteogénica in vitro de esferoides de ASCs humanas, abrindo uma nova
perspectiva para a medicina regenerativa. Os esferoides biofabricados neste
trabalho podem ser utilizados como uma ferramenta biomédica para o
tratamento de lesbes Osseas criticas e de doencas como osteoporose e
osteoartrite, que sdo crescentes no atual cenario de aumento da expectativa de

vida no Brasil e no mundo.
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7. CONCLUSOES

» Esferoides de ASCs induzidos por hrBMP-7 em trés semanas de cultivo
nao apresentaram uma elevada funcionalidade em relacéo a (1) secrecéo
de mediadores soluveis, (2) resisténcia mecénica a compresséo e (3)
composicdo de moléculas de matriz extracelular tipicas do tecido 6sseo,
nao alcancando o grau de diferenciacéo osteogénica esperado.

» Esferoides induzidos por TGF-B3 apresentaram uma maior eficacia de
diferenciagdo osteogénica in vitro em comparagdo com os esferoides
induzidos por hrBMP-7 em relacdo a formacdo de matriz extracelular e
resisténcia a compressao mecanica.

» Foi possivel padronizar um modelo de inducéo osteogénica de esferoides
de células-tronco de tecido adiposo humano fabricados pela técnica de
hidrogel de agarose micromoldado, homogéneos em tamanho e forma,

para aplicacbes em engenharia 0ssea.
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8. PERSPECTIVA

A partir dos resultados encontrados neste trabalho, a perspectiva € que
os esferoides induzidos inicialmente pelo TGF-B3 (condigdo 2 descrita neste
trabalho), apos implante em um local de lesédo éssea critica, sejam capazes de
atrair mais rapidamente vasos sanguineos, auxiliando o processo de
diferenciacdo osteogénica e producdo de matriz 60ssea nos esferoides e,

consequentemente, favorecendo a regeneracao ossea (Fig. 33).

Figura 33: Esferoides induzidos por TGF-B3 como um modelo in vivo de
ossificacdo para promover uma regeneracdo Ossea eficiente. Esferoides pré-
induzidos sdo implantados no local da lesdo (A). Esferoides induzidos atraem vasos
sanguineos para o local (B) e o processo de regeneracdo oOssea € iniciacdo (C)
(Baptista, Kronemberger et al., 2018).
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