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RESUMO

Introducao: A perda 6ssea, seja por fraturas, remocédo por conta de tumores ou doencas
como a osteoporose, representa uma grande preocupacdo no que se refere a saude
humana. Nesse contexto, a engenharia de tecidos na medicina regenerativa, pode ser
utilizada visando a producdo de substitutos para o tecido lesado ou removido. Diversas
técnicas tém sido utilizadas na produgédo de biomateriais, ou scaffolds, que mimetizam a
matriz extracelular nativa para cultivo de células. As células-tronco mesenquimais sao
capazes de se diferenciar em diversos tipos celulares tais como os osteoblastos, além de
possuirem alta capacidade de replicacdo. Objetivos: Desenvolver scaffolds para uso em
associacdo com células-tronco mesenguimais provenientes de dentes deciduos esfoliados
humanos, visando posterior aplicacdo na medicina regenerativa relacionada ao tecido
0sseo. Métodos: As células-tronco mesenquimais foram isoladas de dentes deciduos
esfoliados e caracterizadas. A viabilidade dessas células foi testada quando cultivadas em
varios biomateriais, como o hidrogel de alginato em diversas concentracfes e solventes,
como produzido por deposicdo manual e bioimpressdo. Além disso, as células foram
cultivadas em estruturas de policaprolactona em duas diferentes formas, impressos
tridimensionais e fibras obtidas por eletrofiacdo, bem como foram expostas a bioceramicas
durante o cultivo. Ensaio de Live/Dead com calceina e iodeto de propideo foi realizado para
avaliacdo qualitativa da viabilidade. Por fim, os scaffolds foram testados em conjunto em
uma avaliagdo in vitro e em um teste piloto in vivo. Resultados: Vista a utilidade da
presenca da bioceramica na diferencia¢do osteogénica, a concentracdo desse biomaterial
utilizado no trabalho foi a de 1mg/mL, uma vez que foi possivel manter a viabilidade celular.
Para a formacéo do hidrogel foi escolhida uma concentracdo de 3% de alginato, utilizando
a agua como solvente. A bioimpresséao incrementou a viabilidade aos 20 dias de cultivo. A
utilizacao de todos os biomateriais em associacéo permitiu a formacéo de um scaffold rigido
com células viaveis e que se diferenciaram na linhagem osteogénica. Com os resultados
gualitativos do teste piloto in vivo foi possivel observar que o defeito gerado néo foi
totalmente regenerado espontaneamente. Ja a adicdo dos biomateriais mostrou neotecido
integrado aos biomateriais e a avalia¢ao histoldgica, demonstrou capacidade de producdo
de matriz mineralizada. Concluséo: Foi possivel a construcdo de um scaffold a partir da
associacdo de diversos biomateriais, originando um ambiente tridimensional no qual as
células puderam colonizar, proliferar e se diferenciar na linhagem osteogénica. O teste in
vivo indicou a possibilidade de utilizar esse scaffold para a substituicdo do tecido dsseo.
Sendo assim, o biomaterial produzido representa um sistema promissor para o cultivo de
células-tronco mesenquimais, visando a mimetizacao do tecido 6sseo nativo que pode ser

utilizado para a restauracado quando aplicado na medicina regenerativa.



ABSTRACT

Introduction: Bone loss, whether due to fractures, removal as a result of tumors or to
diseases such as osteoporosis, is a major concern for human health. In this context, tissue
engineering combined with regenerative medicine can be used to produce substitutes for
damaged or removed tissue. Several techniques have been applied in the production of
scaffolds that mimic the native extracellular matrix for cell culture. Mesenchymal stem cells
are able to differentiate into several cell types, among them osteoblasts, besides having a
high capacity for replication. Objectives: To develop scaffolds for use in association with
mesenchymal stem cells from human exfoliated deciduous teeth for later application in
regenerative medicine related to bone tissue. Methods: Mesenchymal stem cells were
isolated from exfoliated deciduous teeth and characterized. The viability of these cells was
tested when cultivated in various biomaterials, such as alginate hydrogel in various
concentrations and solvents, which were produced by manual deposition and bioprinting. In
addition, the cells were cultivated in polycaprolactone structures in two different forms, three-
dimensional prints and electrospun fibers, as well as exposed to bioceramics during
cultivation. A Live/Dead assay with calcein and propidium iodide was performed for
gualitative viability measurement. Finally, the scaffolds were tested together in an in vitro
evaluation and in vivo pilot test. Results: The bioceramic concentration chosen for the study
was 1mg / mL, although it did not promote an increase in cell viability. The ideal alginate
concentration for hydrogel formation was chosen as 3% using water as a solvent. Bioprinting
increased cell viability at 20 days of cultivation. The use of all biomaterials in combination
allowed for the formation of a rigid scaffold with viable cells that differentiated in the
osteogenic lineage. With the qualitative results from the in vivo pilot test it was possible to
observe that the generated defect was not completely spontaneously regenerated. The
addition of biomaterials, however, seems to have caused a formation of a neotissue near
the biomaterials and the histological analysis showed potential in mineralizing matrix
production. Conclusion: It was possible to build a scaffold from the association of several
biomaterials, resulting in a three-dimensional environment in which the cells could colonize,
proliferate and differentiate into the osteogenic lineage. In vivo testing indicates the
possibility of using this scaffold for bone tissue replacement. Thus, the scaffold produced
represents an interesting system for the cultivation of mesenchymal stem cells for mimicking

native bone tissue that can be used for restoration when applied in regenerative medicine.
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1. Introducéo

O corpo humano adulto € constituido classicamente por 206 0ss0s, 0s quais
proporcionam suporte estrutural para os demais tecidos, estando assim ligados a
movimentacdo corporal e a protecdo de érgaos vitais. Aléem disso, 0 mesmo esta
amplamente relacionado a manutencdo de homeostase mineral e ao equilibrio
acido-base, armazenagem dos fatores de crescimento e citocinas, além de conter
nichos para o armazenamento e proliferacdo de células-tronco mesenquimais

Importantes para a hematopoese (TAICHMAN, 2005).

Os 0sso0s séo constituidos, em cerca de 25% de seu peso, por uma matriz
organica majoritariamente composta por colageno do tipo I, proteoglicanos de baixa
massa molecular e proteinas ndo colagenas. A porcao inorganica 0ssea, que
corresponde a 65% da estrutura do tecido, € formada por uma matriz mineral cujo
componente mais prevalente € a hidroxiapatita, e os 10% restantes correspondem
a agua (JUNQUEIRA et al., 2017).

O tecido 0sseo € dividido entre osso compacto e trabecular no que concerne
a sua forma macroscopica, cujas propriedades mecéanicas variam de acordo com a
idade. A porcdo compacta € responséavel pela resisténcia e a protecdo, sendo
reportado o valor de forca de compressao como 130-180 MPa, o que permite que o
0SSO suporte as cargas e a tracao. Ja o 0osso trabecular exibe valores de 4-12 MPa,
sendo esse mais envolvido com as fun¢des metabdlicas do tecido e com a producao
de células hematopoéticas (REZWAN et al., 2006).

As fraturas 0sseas representam um grande problema de salde no contexto
nacional. A perda do tecido 6sseo ocasiona grande prejuizos na vida dos pacientes,
gue perdem qualidade de vida e, muitas vezes, capacidade de atuar no mercado de
trabalho, além de um grande impacto econdmico e no sistema de saude. Os dados
do DATASU demonstram a ocorréncia de 582.768 lesdes 0sseas no ano de 2016,
560.166 em 2017 e 576.509 em 2018 (Portal da Saude), evidenciando assim a alta

taxa de incidéncia de fraturas 6ésseas na populacéo brasileira.

Essas lesbes sao originadas por varias razdes, desde trauma por acidente e
complicagBes decorrentes de cirurgias ortopédicas (PAPE, 2002), doencas do

tecido 6sseo como osteogénese imperfeita (TAUER, 2019), osteoartrite (NEOGI,
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2013) e osteoporose (MITXITORENA, 2019), bem como resseccdo por tumores
primarios (PHUKAN, 2015; MCGOVERN, 2018).

7

No ambito clinico, o tratamento para fraturas 6sseas é normalmente
conduzido a partir da imobilizacdo do tecido lesado a partir do uso de gesso,
enxertos, normalmente advindos da crista iliaca do proprio paciente (GIANNOUDIS,
2005) ou da implantacédo de proteses, nos casos mais graves (BENEGAS et al.,
2007). O implante de proteses ndo biodegradaveis, como as de titanio, tem sido
amplamente utilizado para a restauracdo da funcdo Ossea, ainda que ndo seja
exatamente um promotor da regeneracao funcional do tecido nativo. A adicdo de
membranas colagenas ou a modificacdo quimica no entorno dessas proteses tem
sido util para a regeneracdo Ossea guiada, porém esses materiais ndo sao
biodegradaveis, entdo novas técnicas devem ser utilizadas para superar esse ponto
(ELGALLI, 2019).

A engenharia tecidual visa a mimetizacao dos tecidos de ordem bioldgica, no
intuito de reproduzir, in vitro, as caracteristicas morfofisioldgicas dos tecidos nativos.
Esses tecidos produzidos artificialmente tém como propdsito servir como substitutos
biotecnoldgicos para tecidos ou 6rgdos danificados (LEITE; VASCONCELOS,
2007). Para a construcdo dessas estruturas, a engenharia tecidual baseia-se na
unido de uma triade de fatores: células, biomateriais e fatores bioativos (LANGER;
VACANTI, 1993).

Paralelamente, a medicina regenerativa busca o reparo de componentes
biolégicos acometidos por distlrbios morfolégicos ou funcionais. Para isso, diversos
sistemas de tratamento tém sido pesquisados utilizando diferentes materiais ou
componentes biolégicos para a restauracdo da funcdo tecidual, sendo que o
primeiro artigo reportado dessa area foi referente ao uso de plasma rico em
plaquetas em cirurgias orais e maxilares para a regeneracdo 6ssea (WHITMAN,
1997).

Nesse contexto, a engenharia de tecidos, aplicada a medicina regenerativa,
visa a construcao in vitro de substitutos para tecidos ou 6rgaos lesados. As células-
tronco de dentes deciduos humanos esfoliados (SHED - do inglés stem cells from
human exfoliated deciduous teeth) sdo um tipo de células-tronco mesenquimais

(CTM) que vém sendo aplicadas na engenharia tecidual por suas capacidades de
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autorrenovacao e diferenciagcdo em outros tipos celulares, podendo assim originar
diversos tecidos, dentre estes, o tecido 6sseo (ZHANG; KOHN, 2012).

Os biomateriais sdo empregados visando prover suporte estrutural
necessario para que células possam colonizar e formar tecidos. Esses materiais
podem ser subdivididos em trés grandes grupos: bioceramicas, polimeros naturais
e polimeros sintéticos (O’'BRIEN, 2011). A partir do uso desses materiais podem ser
construidos os scaffolds, os quais s&@o estruturas tridimensionais que objetivam
mimetizar a matriz extracelular para que as células sejam cultivadas em ambientes
semelhantes aos encontrados nos tecidos vivos (NAKASHIMA; AKAMINE, 2005).

O alginato é um polissacarideo natural aniénico extraido da parede celular
de diversas espécies de algas marrons (classe Phaeophyceae), como Laminaria
hyperborea, Ascophyllum nodosum e Macrocystis pyrifera (LEE; MOONEY, 2012).
Esse polimero natural de alto peso molecular € composto por diferentes
combinagdes dos monémeros a-L-gulurdnicos e B-D-manurénicos, ndo havendo
assim uma padronizacdo na producédo de alginato, uma vez que o teor de cada
monbémero e a composi¢cao estrutural e disposi¢cdo dos blocos de mondémeros é
varidvel (MULLER et al., 2011). O alginato possui biocompatibilidade e baixa
toxicidade para as células humanas, sendo empregado na formacéo de hidrogéis
tridimensionais para posterior utilizacdo na engenharia tecidual. Para a formacéao
dos hidrogéis, a gelificacdo € um processo importante, para a qual € necessario que
haja a adicdo de um cétion bivalente, como o célcio (Ca?*), bario (Ba%*) ou o zinco
(Zn?*), em pH préximo a 6, resultando na reticulacéo e enrijecimento do biomaterial
e a consequente manutencdo da forma tridimensional (LEE; MOONEY, 2012). A

figura 1 demonstra o aspecto caracteristico do hidrogel de alginato reticulado.
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Figura 1: Aspecto do hidrogel de alginato apds processo de reticulagdo (Laborat6rio de Hematologia

e Células-tronco, Faculdade de Farmacia, UFRGS).

As aplicacbes do alginato na engenharia tecidual séo bastante amplas
(VENKATESAN et al., 2015; BARROS et al., 2019), variando desde a producao de
nanofibras de alginato com acido polilatico obtidas por electrospinning (XU et al.,
2017), producdo de hidrogéis injetaveis de alginato com peptideos (GHOSH et al.,
2019), bem como sua utilizacdo em associagdo com gelatina e biovidro para a
formacéo de scaffolds (ORSHESH et al., 2019).

A policaprolactona (PCL) € um poliéster alifatico com propriedades de
biocompatibilidade e degradabilidade in vivo, além de uma excelente estabilidade
térmica. Esse polimero sintético tem sido amplamente utilizado para aplicagées de
medicina regenerativa e é aprovado pelo 6rgdo regulatério americano Food and
Drug Administration (FDA) (ABEDALWAFA et al., 2013). A policaprolactona pode
ser submetida a diversas técnicas na producdo de scaffolds para a engenharia
tecidual, bem como pode ser aliada a outros materiais na producéao de biomateriais
compositos (SIDDIQUI et al., 2018).

A rigidez das estruturas de policaprolactona tem sido observada com vistas
a utilizacdo na producdo de scaffolds para o tecido 6sseo. Dependendo dos
pardmetros como forma, numero de camadas, tamanho do constructo e
espacamento entre filamentos, € possivel modular a forca mecéanica resultante. As
estruturas utilizadas no presente trabalho foram previamente caracterizadas e
avaliadas, sendo reportado no estudo os valores de 28,2 + 3,5 MPa na medicdo da
forca mecanica (CUNHA et al., 2019). Ainda que esses numeros estejam acima do
previamente comentado como normal para a estrutura éssea natural, a literatura
relata que valores entre 20 e 141 MPa estéo contidos na faixa ideal para scaffolds
0sseos (GOONOOQO et al., 2013; YANG et al., 2002).
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Dentre as diversas formas de produzir os biomateriais 6sseos utilizando a
policaprolactona, ha a manufatura aditiva, popularmente conhecida como
“impressao 3D”, na qual filamentos do polimero s&o impressos em um padrao pré-
definido utilizando modelos mateméticos formulados utilizando um software de um
computador conectado a maquina. Com a impressao 3D, é possivel controlar
fatores como presséao, temperatura e velocidade de impresséo, assim como a altura,
distancia entre filamentos e numero de camadas a serem impressas da estrutura

desejada (VALAINIS et al., 2019). A figura 2 mostra o equipamento empregado na

confeccdo dos impressos 3D utilizados no presente trabalho.

Figura 2: Equipamento de impressdo tridimensional Fab@CTl(a) e o cabegote de impresséo
desenvolvido pelo Centro de Tecnologia da Informacdo Renato Archer para extrusdo de filamentos

termoplasticos poliméricos (b) (retirado, com autorizacdo, de MAURMANN et al., 2017).

As estruturas projetadas séo obtidas e podem ser utilizadas na engenharia
tecidual, tanto referente a tecidos rigidos, como o0 0sseo (SZOJKA et al., 2017),
guanto para outros menos resistentes, como a cartilagem (THEODORIDIS et al.,
2018). Ademais, os impressos 3D podem servir também como um meétodo para
liberag&o controlada de farmacos ou como carreador de moléculas bioativas, o que
€ de grande interesse para a engenharia tecidual (FU et al., 2018).
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Adicionalmente, € possivel imprimir estruturas contendo células vivas, na
chamada bioimpresséo, em contraponto ao sistema de manufatura comum, na qual
apenas apos as estruturas estarem prontas € possivel semear e cultivar as células
de interesse. Para isso, biotintas tém sido desenvolvidas a partir de, por exemplo, a

disperséo de células animais em hidrogéis (CHIMENE et al., 2019).

Paralelamente, o uso de nano e microfibras obtidas a partir da técnica de
eletrofiacdo (ES, do inglés electrospinning) tem demonstrado grandes avangos na
engenharia tecidual. A mimetizagdo da estrutura fibrilar da matriz extracelular
proporciona uma maneira para a organizacao, adaptacdo e funcionamento das
células cultivadas (DHANDAYUTHAPANI et al, 2011). O funcionamento da técnica
da-se a partir da aplicacdo de uma diferenca de potencial elétrico entre a ponta da
agulha encaixada na seringa, contendo a solucdo polimérica a ser utilizada, e a
placa coletora, posicionada a uma distancia pré-estabelecida. Quando a solucgéo é
forcada para fora da seringa, a deformacédo que o campo elétrico ocasiona na gota
presente na ponta da agulha faz com que sejam formadas fibras que caem em
movimento de “chicoteamento”, as quais sao depositadas na placa coletora
(STEFFENS et al., 2018). A figura 3 mostra esquematicamente a configuracao do

equipamento de eletrofiacéo.
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Figura 3: Diagrama esquematico da técnica de eletrofiacao utilizada na producgédo das nanofibras de

policaprolactona (adaptado, com autorizacdo de MAURMANN et al., 2017).

Estruturas fibrosas de policaprolactona tém sido amplamente usadas no
ambito da engenharia tecidual 6éssea, desde seu uso como suporte para células,
estando ou ndo combinado com outros materiais (LIN et al., 2019). Além disso,
esses biomateriais sao passiveis de adicdo de fatores bioativos, como micro RNAs
para o incremento da diferenciagéo osteogénica (TAHMASEBI et al., 2019).

Os materiais bioceramicos sao compostos inorganicos capazes de se
integrar & matriz organica. A figura 4 demonstra o aspecto visual da bioceramica
utilizada no presente trabalho. Essa classificacdo dispde de subclasses, tais como
0s biovidros. O biovidro 45S5 BG (composto por 45% SiO2, 24,5% CaO, 24,5%
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Na20 e 6% P20s) foi o primeiro biovidro capaz de unir-se ao tecido 6sseo nativo a
partir da formacdo de uma camada de hidroxiapatita em sua superficie (HENCH,
1991). As bioceramicas possuem caracteristicas de osteointegracdo, unindo-se a
matriz nativa, osteoconducéo, orientando o sentido de deposi¢ao da hidroxiapatita
a ser formada, além de apresentarem uma baixa ativacdo da resposta imune
(LEVENGOOD; ZHANG, 2014).

Figura 4. Aspecto visual da bioceramica utilizada na composi¢cdo dos scaffolds (Laboratério de

Hematologia e Células-tronco, Faculdade de Farmacia, UFRGS).

A presenca de silicio e calcio na composi¢do dos materiais bioceramicos faz
com que, devido a degradacédo do material, esses ions sejam liberados para o meio
extracelular, onde atuam na formacé&o da matriz extracelular (AZEENA et al, 2016).
O célcio é utilizado na sintese de hidroxiapatita e o silicio na sintese e estabilizacéo
da matriz de coldgeno que compde a porcao organica (JUGDAOHSINGH, 2007).

Esses biomateriais sdo altamente semelhantes a matriz inorganica do 0sso
em composi¢cdo. Com isso, essa classe de materiais tem sido amplamente utilizada
na engenharia tecidual, voltada para a regeneracdo do tecido 6sseo (ZHU et al.,
2011; EL-FIQI et al., 2015; WANG et al., 2017; KAUR et al., 2019).

Nos sistemas 3D, é possivel mimetizar respostas fisioldégicas de forma mais
fiel ao tecido nativo, quando comparados aos sistemas bidimensionais. Isto ocorre

a partir da replicacdo das condicdes referentes a morfologia, interacdes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jugdaohsingh%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17435952
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intercelulares e extracelulares, diferenciacdo celular, polarizacdo da migracdo e
comportamento celular encontrados in vivo (EDMONDSON et al., 2014). Sendo
assim, a estrutura dos biomateriais nos quais as células serdo cultivadas, acaba
por exercer uma grande influéncia no transito de nutrientes, metabdlitos e moléculas
regulatorias, entre o meio extracelular e o interior das células (VENUGOPAL et al.,
2012).

Considerando a complexidade estrutural do tecido 0sseo, os trabalhos
cientificos tém reportado o uso de multiplos biomateriais para suprir as diferentes
necessidades para a mimetizacdo mais adequada do tecido 6sseo. A tendéncia
dos estudos aponta para a utilizacdo da tecnologia de impressao 3D modificada
com hidroxiapatita (BUYUKSUNGUR et al.,, 2017), nanofibras associadas a
bioceramicas (HEYDARI et al. 2017), bem como a combinagdo de polimeros
naturais, sintéticos e biocéramicas, utilizando estruturas 3D, biovidros, alginato e
gelatina na formacdo de scaffolds (MAO et al.,, 2018), dentre outros sistemas

relatados.

Dessa forma, a associacdo dos materiais supracitados pode representar uma
boa estratégia no que concerne a producéao de scaffolds, nos quais as células-tronco
mesenquimais possam ser cultivadas, para posterior uso na medicina regenerativa

referente ao tecido 6sseo.
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2. Hipotese
Obtencdo de scaffolds funcionais produzidos a partir da combinacdo de

biomateriais poliméricos e ceramicos, 0s quais possam ser posteriormente
associados as células-tronco e aplicados na regeneragdo 6ssea, mantendo sua

viabilidade celular durante o cultivo.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo principal
Desenvolver scaffolds para uso em associacdo com células-tronco
mesenquimais provenientes de dentes deciduos esfoliados humanos, visando

posterior aplicacdo na medicina regenerativa relacionada ao tecido 6sseo.

3.2 Objetivos especificos

Associar estruturas de policaprolactona obtidas por impresséo 3D a redes nano e
microestruturadas produzidas a partir de eletrofiacdo, para conferir maior resisténcia
mecanica a tracdo que 0 0SS0 precisa suportar;

Combinar as estruturas supracitadas com hidrogéis de alginato, bem como a
bioceramicas capazes de aumentar a viabilidade de células-tronco e mimetizar a
porcao inorganica da matriz extracelular 6ssea nativa;

Testar a funcionalidade dos scaffolds produzidos a partir da associagdo dos
biomateriais com células-tronco mesenquimais (CTM).

Diferenciar as CTM sobre os biomateriais in vitro.

Testar os biomateriais em modelos in vivo.
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4. Materiais e Métodos
4.1 Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais

A partir de uma parceria com a Clinica Infanto-Juvenil da Faculdade de
Odontologia da UFRGS, as células-tronco utilizadas nesse estudo foram originadas
de dentes deciduos humanos esfoliados de pacientes, através da coleta apos
assinatura de termo de consentimento livre pelo paciente ou seu responsavel, apos
aprovagdo no Comité de Etica (CAAE n° 36403514.6.0000.5347). Foram utilizadas
duas linhagens distintas durante o estudo, cada uma advinda de um paciente.

As células foram isoladas em cabines de fluxo laminar, minimizando os riscos
de contaminacéo exogena. O isolamento celular iniciou-se com a remocéao da polpa
dental do tecido dentario com o auxilio de uma colher de dentina. Em seguida, o
tecido pulpar foi imerso em uma solucédo de colagenase com concentragao 0,2%
(Gibco®) e incubado a 37°C por 60 minutos. Sucessivamente, ocorreu a
centrifugacédo da amostra a 800g durante 10 minutos, resultando em um pellet de
células que foi ressuspenso em 1mL de meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Sigma-Aldrich®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab®) e 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich®). Por fim, a solugcéo
composta das células isoladas e do meio de cultivo foi semeada em placas de
cultivo e acondicionada em uma incubadora umidificada a 37°C e com teor de 5%
de CO: por aproximadamente 72 horas. Posteriormente, as células nao aderidas a
placa foram descartadas durante a troca do meio de cultura. Subsequentemente, o
meio de cultivo das células isoladas foi trocado a cada 3-4 dias (BERNARDI et al.,
2011).

No momento em que a confluéncia desejada foi atingida, as células cultivadas
foram submetidas a lavagem com solucdo tampédo fosfato (PBS), seguido de
tripsinizacao durante 3 minutos a 37°C, em uma solucao de 0,05% de tripsina-EDTA
(Sigma-Aldrich®) diluida em PBS. Em seguida, para inativar a acado da tripsina, foi
adicionado meio de cultivo DMEM contendo SFB e as células foram transferidas
para novas garrafas de cultivo na densidade de 5.000 células/cm?, visando o
crescimento da cultura celular. As sub-culturas foram estabelecidas de modo similar
ao descrito acima, conforme atingiam a confluéncia nas garrafas de cultivo utilizadas

no estudo.
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4.2 Caracterizacdo das SHED

4.2.1 Analise morfoldgica das culturas celulares

Uma das analises das células-tronco cultivadas foi realizada através da sua
morfologia, caracterizada pelo formato fibroblastéide natural, e capacidade de
adesado a placa de cultivo. Tais parametros foram avaliados de forma rotineira a
partir da observacao das culturas em um microscopio invertido de contraste de fase

Olympus CKX41 durante todo o periodo de cultivo.

4.2.2 Analise imunofenotipica das células cultivadas

Sob outra perspectiva, a caracterizacdo imunofenotipica das células foi
avaliada através da presenca de marcadores moleculares caracteristicos de
células-tronco mesenquimais e auséncia de marcadores caracteristicos de células
hematopoéticas, através da técnica de citometria de fluxo (KOBOLAK et al., 2016).
Atingida a quinta passagem, 100.000 células provenientes do isolamento de um
dente foram utilizadas juntamente com anticorpos especificos para a verificar a
expressao de marcadores de CTMs, como CD29, CD44, CD73, CD90 e CD105. Do
mesmo modo, para assegurar a auséncia de marcadores de células-tronco
hematopoéticas, utilizou-se os marcadores CD14, CD34, CD45 e CD184
(MAURMANN et al., 2017). Para tal propésito, as células cultivadas foram incubadas
por 30 minutos no abrigo da luz com 2uL de anticorpo monoclonal anti-humano
(Pharmingen, Becton Dickinson, San Jose, CA) para examinar a presenca de cada
uma das moléculas citadas anteriormente. Posteriormente, as células foram lavadas
e ressuspensas em 1mL de PBS. Ademais, foi utilizado o reagente 7AAD (7-Amino
Actinomicina D) (Molecular Probes, Eugene), na concentracao final de 1pug/mL em
PBS, como parametro exclusivo, propiciando apenas a avaliacdo de células viaveis.
As células foram incubadas, juntamente com o reagente, por 30 minutos a
temperatura ambiente e analisadas no citobmetro de fluxo FACSAria 1l (BD
Biosciences). Considerando o tamanho e a complexidade celular da amostra
analisada, o equipamento foi previamente ajustado para as condicdes de analise
desejadas. O ajuste da fluorescéncia foi efetuado através dos controles isotipicos

APC (do inglés allophycocyanin - aloficocianina), FITC (do inglés fluorescein
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isothiocyanate — isotiocianato de fluoresceina) e PE (do inglés phycoerythrin -
ficoeritrina). Desse modo, os dados da analise foram adquiridos de
aproximadamente 10.000 eventos para cada amostra e posteriormente analisados
no software FACSDiva versao 6.0 (BD Biosciences).

4.3 Diferenciacéao celular in vitro

Para constatar a identidade das células isoladas, ha a necessidade da
realizacdo de testes de diferenciagcéo para comprovar a capacidade dessas em dar
origem a diferentes tipos celulares adultos, podendo assim ser caracterizadas como
células-tronco mesenquimais (DOMINICI et al., 2006). Assim sendo, utilizando uma
cultura celular com 6 pocos de repeticdo foram realizados ensaios de diferenciagcao
osteogénica, condrogénica e adipogénica em células cultivadas, na quinta
passagem, empregando meios de cultivo caracteristicos para cada inducédo de
diferenciacdo, que foram trocados a cada 3-4 dias, durante 3-4 semanas
(BERNARDI et al., 2011). As células foram lavadas com tampéo fosfato, fixadas
com paraformaldeido 4%, lavadas com agua milli-Q e coradas com a coloragdo
especifica de cada teste para confirmacdo da diferenciacdo, no tempo de
diferenciacdo e nos parametros de morfologia adequados (MAURMANN et al.,
2017; SIQUEIRA et al., 2017).

4.3.1 Diferenciacdo osteogénica

A andlise de diferenciacdo osteogénica foi elaborada a partir do cultivo das
células-tronco mesenquimais, utilizando meio de cultivo osteogénico compondo-se
de DMEM de baixa glicose, SFB (15%), dexametasona (10 mM), acido ascérbico
2-fosfato (50mM) e B-glicerofosfato (15mM), ao longo de 25 dias.
Subsequentemente, utilizou-se a coloragéo de Alizarin Red S em pH 4,2 para a
confirmacdo da diferenciacdo 6ssea, através da deposicdo de célcio na matriz

mineralizada.

4.3.2 Diferenciagcao condrogénica
O procedimento empregado na analise de diferenciacdo condrogénica
baseou-se no cultivo das SHED ao longo de 30 dias em meio condrogénico,

constituido por DMEM de baixa glicose suplementado com SFB (10%),
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dexametasona (0,1uM), ITS 1x (0,01lmg/mL de insulina humana recombinante,
5,5uL/mL de transferrina humana, e 5ng/mL de selenito de sodio), 10ng/mL de TGF-
1 e 50uM da solucdo de é&cido ascérbico-2 fosfato (AsAP). A condrogénese foi
avaliada nas células fundamentada na coloracdo das glicosaminoglicanas com o

reagente Alcian Blue.

4.3.3 Diferenciacao adipogénica

A avaliacao referente a diferenciacdo adipogénica foi efetuada com base no
cultivo das SHED por um periodo de 30 dias em meio adipogénico, constituido por
DMEM suplementado com SFB (10%), 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (0,5mM),
dexametasona (1puM), insulina (1,74puM), indometacina (50uM), rosiglitazona (1uM).
A adipogénese foi avaliada nas ceélulas fundamentada no reconhecimento de
goticulas de gordura em microscopio de contraste de fase e coloracéo por Oil Red
0.

4.4 Obtencao de hidrogéis de alginato

Foram utilizadas solu¢des de alginato sédico (Sigma-Aldrich®, n°® W201502
e MKBB8171) nas concentracdes 2,5% ou 3% A massa ideal do biopolimero para
cada concentracéo foi dispersa em agua, PBS ou solucao salina com TRIS e essa
foi esterilizada por calor umido em autoclave a 1 atm durante 18 minutos. As
solucdes foram mantidas a 4°C até a utilizagdo. Durante os experimentos, utilizando
a deposicao manual com seringa de 1mL, foi efetuado o processo de reticulacdo a
partir da exposicao das solucdes a cloreto de calcio (50mM), durante 30 minutos,
sendo seguido por duas lavagens com meio DMEM base para que houvesse a
remocédo do agente reticulante. Houve também a producao de hidrogéis utilizando
a Bioimpressora 3D modelo Octopus (Solu¢gées em Biotecnologia 3D — 3DBS) na
gual, ap6s a deposicao automatizada do hidrogel, houve a reticulacdo seguindo o

mesmo protocolo citado acima. A figura 5 ilustra a aparéncia do hidrogel obtido.

Figura 5: Visdo macroscopica dos hidrogéis de alginato formados apds a reticulacdo (Laboratério

de Hematologia e Células-tronco, Faculdade de Farmacia, UFRGS).

4.5 Obtencao de estruturas fibrosas de policaprolactona
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Para a obtencdo de estruturas nano e microfibrosas de policaprolactona,
utilizou-se uma solucdo de 12% do polimero dissolvida em uma mistura de
dimetilformamida e tetrahidrofurano na proporc¢éo 7:3. A solucao foi armazenada em
uma seringa conectada a uma agulha de 21G (0,8x25mm) localizada a 15cm de
uma placa coletora. Tanto a agulha quanto a placa coletora foram conectadas a
eletrodos que transmitiram voltagens de 20kV (polo positivo) e 1kV (polo negativo),
respectivamente, a uma taxa de fluxo de 1,14mL/min. As fibras foram depositadas
de maneira aleatdria sobre a placa coletora envolta por uma folha de aluminio para
facilitar a remocao para posterior esterilizacdo. O referido processo foi executado
utilizando a exposicéo das fibras por 30 minutos a luz ultravioleta em uma cabine

de fluxo laminar.

A figura 6 evidencia a estrutura macroscopica obtida na producao das fibras

de policaprolactona.

Figura 6: Aspecto macroscoépico das estruturas de policaprolactona obtidas a partir da técnica de

eletrofiacédo (Laboratério de Hematologia e Células-tronco, Faculdade de Farmécia, UFRGS).

4.6 Obtencado de matrizes tridimensionais de policaprolactona

Os suportes de PCL foram fabricados utilizando a impressora 3D do Centro
de Tecnologia da Informacgé&o Renato Archer. Foi utilizado o equipamento Fab@CT],
0 qual produziu as estruturas tridimensionais a partir da extrusdo dos filamentos do
polimero. As matrizes foram impressas com 2 camadas, sendo cada uma de 0,1mm,
e a distancia entre essas de 0,5mm, formando um vao para passagem de ar
(MAURMANN et al., 2017). Os produtos de impressao foram entdo cortados em
formas circulares de 6mm (Figura 7) e esterilizados utilizando alcool 70% e luz

ultravioleta em capela de fluxo laminar.
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Figura 7: Aspecto macroscépico das estruturas de policaprolactona obtidas a partir da impresséo

tridimensional (Laboratério de Hematologia e Células-tronco, Faculdade de Farmacia, UFRGS).

4.7 Obtencao da bioceramica

A bioceramica foi obtida a partir de uma parceria com o Laboratério de
Materiais Vitreos da Universidade Federal de Sdo Carlos. O material foi produzido
usando o sistema SiO>—CaO-Na20-P20s, com 0 método demonstrado na Figura 8.
Os precursores foram resfriados rapidamente, formando um vidro base, o qual
sofreu o processo de cristalizacdo e moagem, houve entdo a peneiragem até a
obtencdo de um poé granulado. Sendo um produto exclusivo e em fase de
caracterizacdo, ainda ndo h& uso reportado na literatura quanto a seu uso na

regeneracdo dssea.
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Figura 8: Diagrama esquematizado do processo de producado da bioceramica utilizada (retirado de
MAURMANN et al. 2018).

Ap6s o recebimento das amostras, os materiais foram esterilizados por

exposicao a luz ultravioleta durante 30 minutos em cabine de fluxo laminar.

4.8 Cultivo das SHED nos diferentes biomateriais
No intuito de produzir scaffolds contendo os diversos biomateriais para a

melhor mimetizacdo da matriz natural 6ssea, foram realizados diversos testes de
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combinacgdes, usando as SHED. O alginato foi utilizado como a base para formacéo
de um hidrogel tridimensional no qual as células pudessem ser cultivadas em
diferentes niveis de altura, mimetizando a estrutura espacial do tecido nativo. A
bioceramica foi adicionada levando em conta a capacidade dessa classe de
biomateriais em formar hidroxiapatita, além da liberacdo de ions necessarios a
formacéao da matriz mineralizada do 0sso. A estrutura de policaprolactona obtida por
impressao 3D foi avaliada quanto a sua capacidade de prover suporte mecanico.
Paralelamente, as nanofibras do mesmo polimero foram utilizadas para servir como
uma membrana que separava o scaffold do pocgo de cultivo, tanto para evitar a
passagem das células quanto para atuar como uma base na qual as mesmas
possam se aderir e migrar para niveis superiores da estrutura composta. Cada
componente foi testado separadamente até a padronizacdo de sua concentracdo
ideal estar concluida e posteriormente iniciou-se a etapa de combinacbes. Os
materiais previamente esterilizados foram acomodados em placas de cultivo de 48
pocos e nestes as células foram semeadas e incubadas até a finalizacdo dos

respectivos periodos de teste.

4.9 Anélises de viabilidade celular

As andlises de viabilidade celular foram executadas a partir do ensaio de MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio]), o qual é reduzido a
cristais de formazan nas mitocéndrias de células metabolicamente ativas por
enzimas redutases. Cada biomaterial foi analisado separadamente e em associagao
com os demais, tendo sempre seu desempenho comparado ao resultado da placa
de cultivo (grupo controle). Os ensaios foram realizados aplicando sobre as células
cultivadas o reagente em uma concentracdo de 0,25mg/mL, durante 4h de
incubacédo a 37°C. Apds, os sobrenadantes dos pocos de cultivo foram removidos e
foram utilizados dois protocolos para a solubilizacéo dos cristais de formazam. Nos
testes com hidrogéis, houve a adicdo de uma solucdo de isopropanol e &cido
cloridrico 0,04M para a dissolucdo desses cristais; jA& nos experimentos sem

hidrogéis, foi utilizado diretamente o DMSO. As amostras foram entdo analisadas
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em espectrofotdbmetro Multiskan™ FC (Thermo Scientific) e os resultados
trabalhados a partir do calculo de diferenca de absorbancias obtidas nos
comprimentos de onda de 630 e 570 nm (BRIAO, 2017).

Paralelamente a analise quantitativa, foi realizada uma avaliacdo qualitativa
da viabilidade celular por meio do ensaio de Live/Dead utilizando calceina (2uM) e
iodeto de propideo (0,06uM) por 10 minutos para a marcacdo de células vivas e

mortas, respectivamente.

4.10 Teste piloto in vivo

Ratos Wistar adultos foram utilizados como modelo de estudo pré-clinico, no
intuito de avaliar o potencial regenerativo 6sseo dos scaffolds (aprovacao do CEUA
em anexo). Para isso, ap6s anestesia geral com xilazina 10mg/kg e cetamina
80mg/kg por via intraperitonial, duas les6es (5mm cada) foram promovidas na calota
craniana utilizando broca trefina (KIM et al., 2010; REZAI-RAD et al., 2015). Os
grupos (Figura 9) consistiram em ratos que receberam intervencao cirargica e foram

testados conforme abaixo:

Grupo 1: Controle — Animais que receberam apenas intervencgao cirdrgica, sem o
uso de scaffolds. n=3.

Grupo 2: Animais com biomateriais (ES + 3D + Alg + BC) — Animais que receberam
os scaffolds. n=3.

T
B

Figura 9: Modelo experimentél com lesBes de 5mm na calota craniana de ratos. No lado direito o
controle (apenas lesédo) e no lado esquerdo o grupo contendo os biomateriais (Laboratério de
Hematologia e Células-tronco, Faculdade de Farmacia, UFRGS).

N&o foi avaliado um grupo contendo os biomateriais associados as células-
tronco pois o intuito do teste piloto foi estabelecer o procedimento cirdrgico e

observar apenas a resposta em relacdo ao scaffold construido.

Posteriormente ao implante dos scaffolds, a pele dos animais foi suturada e
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houve a administracdo de analgésicos (Ibuprofeno 30mg/kg e Tramadol 5mg/kg)
(HRAPKIEWICZ & MEDINA, 2007) durante 3 dias.

Decorridos 45 dias ap6s a fratura, os animais foram eutanasiados por
overdose de anestésico (xilazina 30mg/kg e cetamina 300mg/kg) e as calotas foram
observadas macroscopicamente e histologicamente. Para isso, as amostras foram
fixadas, descalcificadas, desidratadas e embebidas em resina O.C.T., cortadas em
criostato e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) para posterior obtencdo de
fotografias (ACASIGUA et al., 2014; SHAKIR et al., 2018).

4.11 Analise Estatistica

Os dados obtidos a partir dos experimentos foram tabelados utilizando o
software Microsoft Office Excel e expressos como a média + erro padrdo da média.
A significancia estatistica foi avaliada a partir do teste de Andlise de variancia de
uma via (ANOVA) com confirmacao pelo teste pds-hoc de Tukey HSD utilizando o
software SPSS (IBM SPSS Statistics 21; SPSS Inc, Chicago, EUA). O valor minimo
de “p” considerado como estatisticamente significante foi definido como inferior a

0,05 e o intervalo de confianca foi estabelecido em 95%.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao das SHED

5.1.1 Caracterizacdo morfoldgica

A avaliacdo de adesividade a placa de cultivo demonstrou a capacidade das
células-tronco cultivadas em manter essa ligagéo ao longo das passagens celulares
realizadas durante as semanas de cultivo. Quanto a morfologia, foi observada a
manutencdo do formato fibroblastéide durante todo o periodo de cultivo, como
mostra a Figura 10.

Figura 10: Morfologia das células-tronco mesenquimais aderidas a placa de cultivo.
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5.1.2 Caracterizacao imunofenotipica

Os resultados sdo pertinentes a uma SHED caracterizada previamente no
laboratoério de pesquisa, todas as culturas celulares utilizadas no presente trabalho
foram caracterizadas pelo mesmo protocolo (dados ndo mostrados). Os resultados
obtidos pela técnica de citometria de fluxo demonstraram o perfil imunofenotipico
das SHED, caracterizado por altas taxas de expressdo de marcadores moleculares
associados a células mesenquimais e baixas porcentagens de expressao de
marcadores hematopoéticos (Figura 11). Foi observada a presenca dos marcadores
de células mesenquimais com mais que 90% de positividade, enquanto que e a taxa
de expressao de marcadores de células hematopoéticas foi inferior a 1%, conforme

pode ser observado na tabela 1.
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Figura 11: Perfil imunofenotipico de células-tronco mesenquimais analisadas por citometria de fluxo.
Controles isotipicos (A). Baixa taxa de expressdo para CD14, CD43, CD45 e CD184, marcadores
hematopoéticos caracteristicos (B) e alta de marcadores mesenquimais (acima de 99,7%) para
CD44, CD73, CD90, CD23 e CD105 (C) (retirado de BRIAO, 2017).
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Porcentagem de expressao dos marcadores celulares
Marcador Linhagem celular 1 Linhagem celular 2
CDh44 99,8% 99,2%
CD73 99,8% 95,7%
CD90 99,7% 95,3%
CD105 99,7% 81,3%
CD14 0,1% 0,3%
CD34 <0,1% 0,2%
CD45 <0,1% 0,1%
CD184 0,1% 0,1%

Tabela 1. Porcentagens de cada marcador utilizado no ensaio imunofenotipico por
citometria de fluxo das células utilizadas no estudo (dados mostrados de 2 linhagens

celulares utilizadas).

5.1.3 Ensaio de diferenciacéao

A caracterizacdo por avaliacdo de diferenciacdo empregando a coloracéo
especifica de cada tipo celular obtido ao fim do processo de diferenciacéo in vitro,
confirmou a obtencédo das linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica a
partir das células-tronco mesenquimais utilizadas. Na figura 12 podemos observar
as células-tronco (A, B e C) submetidas a coloracdo, porém sem marcacdo. Em
vermelho pode-se observar a existéncia de goticulas de gordura coradas com Oil
Red O (12D) na cultura de células submetida a diferenciacdo adipogénica. Do
mesmo modo que, em azul, pode-se observar a presenca de glicosaminoglicanas
coradas com Alcian Blue (12E), na cultura induzida a diferenciagdo condrogénica.
A coloracdo em vermelho mostra a deposicdo de calcio nas células cultivadas com

0 meio osteogénico, observada através da coloracdo com Alizarin Red S (12F).

Portanto, as avaliacdes por citometria de fluxo e coloracdo de culturas
submetidas a diferenciacdo in vitro atestam a identidade das células-tronco
mesenquimais empregadas nesse estudo, destacando a capacidade desse tipo
celular de ser manipulado como ferramenta de estudo na engenharia tecidual

aplicada a medicina regenerativa.
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Figura 12: Diferenciacéo de células-tronco mesenquimais. Fotografias sob aumento de 100x, exceto
adipogénica, na qual foi utilizado aumento de 200x. (A, B e C) Controles de diferenciagdo
adipogénica, condrogénica e osteogénica, respectivamente. (D) Diferenciacdo adipogénica, (E)

Diferenciacdo condrogénica, (F) Diferenciacdo osteogénica (retirado de BRIAO, 2017).

5.2 Caracterizacdo dos materiais
5.2.1 Aspectos macro e microscopico dos biomateriais avaliados

A figura 13 mostra os aspectos macro e microscépicos dos biomateriais
utilizados. As estruturas fibrosas de policaprolactona obtidas por eletrofiacdo foram
recortadas para a obtencdo de 13mm de diametro. A analise morfolégica por
microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrou fibras bem formadas e
dispostas aleatoriamente com espessuras variadas (finas e grossas) (Figura 13A).
O aspecto visual dos impressos 3D de 6mm pode ser observado na figura 13B, bem
como suas microfotografias em microscépio 6ptico, os quais possuem filamentos
medindo 504,85 + 22,91um. Os hidrogéis de alginato sdo mostrados na Figura 13C,
na qual € possivel observar a estrutura macroscopica e a imagem obtida por
microscopia eletrénica de transmissdo. O aspecto da bioceramica em po6 pode ser
observado na figura 13D, assim como a aparéncia microscopica obtida por

microscopia optica.
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Figura 13: Aspecto macro e microscépico dos biomateriais. (A) Scaffolds de PCL obtidos por
eletrofiacéo e (B) e dos filamentos dos impressos 3D. (C) Aspecto de alginato (Alg) por microscopia
eletrdnica de transmissédo (890X), adaptado de Maurmann, 2016. (D) Aspecto da bioceramica

(Laboratério de Hematologia e Células-tronco, Faculdade de Farmacia, UFRGS).

As fibras de policaprolactona observadas demonstraram diametros variaveis
de 315 a 2856nm, com a maioria das fibras entre 500 e 700nm e 22% de microfibras

(Figura 14).
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Figura 14: Histograma mostrando o didmetro das nano e microfibras de PCL obtidas por eletrofiagéo.

5.3 Andlises de viabilidade celular
5.3.1 Bioceramica (BC)

Diferentes concentragbes da BC (0,5, 1 e 1,5mg/mL) foram testadas em
contato direto com as células. A maior concentracdo de BC (1,5mg/mL) diminuiu a
viabilidade das células-tronco apds 2 dias de contato (p<0,05), jA a BC nas
concentracdes de 0,5 e 1mg/mL manteve a viabilidade celular similar ao controle
(Omg/mL) (Figura 15). A concentracdo de 1mg/mL foi escolhida para os demais
testes pois apresentou o maior valor absoluto de absorbancia, embora nao tenha
demonstrado aumento estatisticamente significativo na comparagdo com o controle.
A maior concentracdo de BC que ndo diminui a viabilidade € interessante por sua

tendéncia de induzir diferenciacéo.
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Figura 15: Resultado do cultivo de células-tronco mesenquimais em contato direto com a
bioceramica. Dados expressos em média e desvio padrdo. Resultados com p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

5.3.2 Alginato

O alginato foi utilizado na concentragdo de 2,5% diluido em diferentes
solventes (tampdo PBS, NaCl e &gua). Nao foram observadas diferencas
significativas entre os solventes testados (p=0,55) apds 6 dias de cultivo (Figura 16).

Devido a facilidade, foi escolhida a agua para continuacdo dos testes.
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Figura 16: Resultado do cultivo de células-tronco mesenquimais em hidrogéis de 2,5% de alginato

com diferentes solventes. Dados expressos em média e desvio padrao.

Diferentes concentracbes de alginato (2,5 e 3%) diluidos em &gua foram
comparados. A Figura 17 evidencia uma maior viabilidade nas células-tronco
cultivadas quando se usou a concentragéo de 3% em relagdo a concentragédo de
2% de alginato, apos 6 dias de cultura (p=0,027). Devido a dificuldade de

solubilizag&o do alginato, concentra¢cdes maiores n&do foram testadas.
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Figura 17: Resultado do cultivo de células-tronco mesenquimais em hidrogéis de 2,5% ou 3% de
alginato em agua. Dados expressos em média e desvio padrdo. Resultados com p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos (*).

Com o objetivo de automatizar o processo, testes com a bioimpressora foram
iniciados com a concentracdo de 3% de alginato utilizando a agua como solvente.
O material foi bioimpresso ou depositado manualmente com o auxilio de uma
seringa (como descrito nos outros procedimentos incluindo alginato) e testado

guanto a influéncia na viabilidade celular de queratinocitos.

Os resultados do teste de MTT (Figura 18) demonstraram que a absorbancia
média e o desvio padrédo apés um e vinte dias foram, respectivamente, 0,16+0,02 e
0,23+0,01 (p=0,0071) quando a bioimpressora foi utilizada, demonstrando
proliferagéo celular, e os valores de 0,29+0,02 e 0,19+0,00 (p=0,0018), quando
houve a deposicao manual do alginato, o que representa uma queda na viabilidade

celular.
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Figura 18: Resultado do cultivo de células em hidrogéis de alginato apés 1 e 20 dias. Em vermelho
os dados referentes ao hidrogel produzido por deposi¢cdo manual e em azul a partir do processo de
bioimpressdo. Dados expressos em média e desvio padrdo. Resultados com p < 0,01 foram

considerados estatisticamente significativos (**).

Os resultados apontam para uma maior viabilidade celular obtidos com a
deposicdo manual no primeiro dia (p=0,0001) e, em 20 dias, no hidrogel obtido por

bioimpresséo (p=0,0134). Os aspectos visuais dos hidrogéis de alginato obtidos
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podem ser verificados na figura 19 na qual é possivel observar as caracteristicas de

integridade e homogeneidade mais acentuadas no produto de bioimpressédo em

detrimento do material obtido por deposi¢cao manual.

Figura 19: Aspecto do hidrogel de alginato produzido por (a) deposi¢do manual e (b) bioimpressao.

5.3.3 Alginato e policaprolactona

Para avaliar a funcionalidade da associacdo dos materiais poliméricos
(alginato e policaprolactona) e desses isoladamente, 400.000 SHED por pogo foram
semeadas e cultivadas em cada um dos grupos testados ou diretamente no pogo
da placa de cultivo, durante 3 dias. A Figura 20 demonstra que quando cultivados
nas estruturas 3D de policaprolactona houve uma queda brusca no total de células,
verificado apés o cultivo no biomaterial (p<0,01). Por outro lado, tanto nos hidrogéis
de alginato (3%) quanto nas nanofibras de policaprolactona testados isoladamente,
houve a manutencdo da viabilidade celular, com resultados estatisticamente
significativos (p<0,01). Nos grupos de associacdo do alginato com a
policaprolactona, os grupos contendo as fibras de PCL (combinados aos hidrogéis
e as estruturas 3D) demonstraram uma melhora na viabilidade celular (p<0,01),
guando comparado ao grupo do hidrogel associado a estrutura 3D, o qual nédo foi
capaz de manter a viabilidade celular adequada (p>0,05). Por fim, a associacao de
alginato e policaprolactona em suas duas formas combinadas (nanofibras e 3D)
manteve a viabilidade celular, mostrando diferenca estatisticamente significativa

(p<0,01), quando comparado com o0s demais grupos demonstrando a
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funcionalidade da associacdo dos polimeros escolhidos para a formacédo do

scaffold.
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Figura 20: Resultado do ensaio de MTT do cultivo de células-tronco mesenquimais em impressos
tridimensionais de policaprolactona (3D), fibras de policaprolactona obtidas por eletrofiacdo (ES),
hidrogéis de alginato (Alg) isoladamente ou em associa¢do. Dados expressos em média e desvio

padrdo. Resultados com p<0,01 foram considerados estatisticamente significativos (**).

Além da avaliacdo quantitativa por MTT, a viabilidade foi demonstrada
gualitativamente apds marcacao das células-tronco vivas, com calceina (verde) e
mortas, com iodeto de propidio (vermelho). Na figura 21 é possivel observar as

microfotografias obtidas.
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Figura 21: Avaliacdo qualitativa da viabilidade celular de células-tronco mesenquimais cultivadas
em estruturas tridimensionais de PCL (3D), fibras obtidas por eletrofiacéo (ES), hidrogéis de alginato

(Alg) e suas combinacdes.

5.3.4 Otimizacéo do processo de obtencéo do scaffold final

Na busca de uma metodologia mais consistente, apés a definicdo das
concentracdes poliméricas utilizadas para a producao dos diferentes biomateriais,
foi realizado um teste para avaliar a influéncia do CacClz na viabilidade das células
cultivadas. Devido a exposicdo das células ao CaCl: durante o processo de
reticulagéo, avaliou-se a possibilidade do excesso de calcio estar sendo citotdxico
e ocasionando uma diminuicdo na viabilidade celular, mesmo antes do experimento
iniciar propriamente, ainda que em todos os casos ha duas lavagens para assegurar
a remocao do célcio residual. Sendo assim, utilizando os scaffolds finais, foi
considerado conduzir o mesmo ensaio com diferentes tipos celulares para verificar
a funcionalidade do sistema proposto. Desse modo, foram testadas duas diferentes
linhagens de células obtidas a partir do cultivo primario, como explicado

previamente. Ambas linhagens foram utilizadas na densidade de 1.000.000 células
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por poco e o processo de reticulacdo do hidrogel foi realizado antes e durante o

procedimento de semeadura.

Como mostra a Figura 22, apés 4 dias de cultivo, utilizando duas linhagens
distintas e testando as diferentes situacdes de reticulacdo, ndo foi possivel
identificar diferencas estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos
testados (p>0,05), descartando-se a hipétese de toxicidade cogitada.

09
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Célula 1 Célula 2 Célula 1 Célula 2
Reticulado durante Reticulacdo durante Pré-reticulado Pré-reticulado

Figura 22: Resultado do cultivo de células-tronco mesenquimais em scaffolds compostos por
hidrogel de alginato, nanofibras de policaprolactona, impressos tridimensionais de policaprolactona
e biocerdmica para avaliacdo do momento de reticulagdo em duas linhagens celulares. Dados
expressos em média e desvio padrdo. Resultados ndo estatisticamente significativos.

5.3.5 Diferenciagdo osteogénica das células-tronco nos biomateriais

A Figura 23 mostra a coloracdo com Alizarina vermelha apos diferenciacéo
das células-tronco em controle ndo diferenciado (A), diferenciagdo na placa (B),
bioceramica (C), alginato (D) e impressos 3D (E) por meio de microscopia. Devido
a falta de transparéncia, ndo foram obtidas microfotografias e sim fotos dos pogos

nos materiais eletrofiados (F) e combinacéo de todos esses materiais (G).
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Figura 23: Diferenciac@o osteogénica de SHED. Controle ndo diferenciado (A), diferencia¢do na
placa de cultura (B), com 1mg/ml de BC (C), em alginato (D), em matrizes de PCL impressa

tridimensionalmente (E), em PCL eletrofiado (F) e em todos (G).

5.4 Estudo piloto in vivo

Os testes iniciais com modelo animal foram realizados apds 45 dias para
comparacao de defeitos criticos sem materiais e feridas com os scaffolds (ES + 3D
+ Alg + BC). Os resultados demonstraram que as feridas sem biomateriais
apresentam tecido delgado e é possivel observar a presenca dos impressos 3D
(Figura 24).
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Figura 24: Aspecto de trés calotas cranianas apoés fixagcdo e descalcificagdo. No lado esquerdo de
cada calota 0 grupo controle e os biomateriais no lado direito (setas).

A andlise histolégica por HE (Figura 25) indicou o que aparenta ser a
presenca de um principio de tecido cartilaginoso no grupo controle (A), o que
confirma que o defeito 6sseo foi de tamanho critico, visto que nao houve a
recuperacdo espontédnea do tecido no final do periodo avaliado. No grupo que
continha o scaffold (B), foi possivel observar o que parecem ser estruturas

granulares pretas, podendo indicar o processo de mineralizacdo do tecido 6sseo.

Figura 25: Histologia do tecido ésseo corado por hematoxilina e eosina (HE). Grupo controle (A) e
grupo contendo scaffolds (B). Aumento de 10 ou 20x.
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6. DISCUSSAO

A engenharia tecidual € uma ciéncia multidisciplinar com o potencial de
causar grandes impactos tanto no meio cientifico e académico, quanto para a
sociedade em geral. O avango das pesquisas nessa nova area e a crescente
aplicacdo dos produtos gerados em testes pré-clinicos e clinicos, demonstra a
possibilidade de promover estudos cada vez mais complexos e a capacidade gerar
vastos progressos tecnoldgicos. Além disso, a disponibilizacdo das tecnologias
desenvolvidas para a sociedade é capaz de otimizar a forma com que 0s pacientes
sao tratados atualmente, trazendo mais funcionalidade aos tratamentos e qualidade
de vida aos que necessitam dele. Também € importante levar em conta a geracao

de receita financeira que o desenvolvimento cientifico ocasiona para o pais.

O presente trabalho confirma a hipétese de unir biomateriais de diferentes
classes no intuito de construir uma estrutura tridimensional semelhante a matriz
extracelular do tecido 6sseo nativo capaz de servir como scaffold para células-
tronco mesenquimais. A estrutura obtida pode ser utilizada como sistema de cultivo
3D in vitro para o estudo de morfogénese, expressao génica e diferenciacao celular,
bem como no teste de drogas, sistemas de liberagédo controlada e na producéo de
proteinas recombinantes (MCKEE; CHAUDHRY, 2017). Além disso, o emprego
desses scaffolds em investigacdes in vivo em modelos animais e testes pré-clinicos
poderia significar uma alternativa aos tratamentos atuais para lesdes no tecido
0sseo (SCHMIDT et al., 2019).

A associacdo dos biomateriais serviu a premissa de promover um ambiente
tridimensional no qual as SHED pudessem se manter viaveis. A formacdo do
hidrogel utilizando o alginato, as propriedades de osteoinducdo e integracdo a
matriz nativa da bioceramica e a rigidez promovida pela policaprolactona
proporcionaram a obtencdo de uma estrutura possivelmente substituta do tecido

0sseo nativo.

Considerando as caracteristicas unicas dos diferentes materiais empregados
e os beneficios encontrados em seu uso combinado, é possivel afirmar que cada
componente cumpriu com sua funcdo pré determinada para mimetizar
funcionalmente a matriz natural. Paralelamente, a literatura reporta a associacao de

scaffolds de policaprolactona e gelatina com nanohidroxiapatita e vitamina D
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visando a obtencéo de um suporte para a engenharia tecidual 6ssea. Nesse estudo,
foi possivel observar a melhora na viabilidade celular com a adicdo de cada
componente e com a maior porcentagem de sobrevivéncia quando utilizando a
combinacdo completa, a partir de ensaios com células-tronco mesenquimais do
tecido adiposo (SATTARY et al., 2019).

Todas as linhagens de células-tronco mesenquimais foram obtidas a partir
de cultivo primario foram extraidas de dentes deciduos esfoliados, as chamadas
SHED, e foram caracterizadas por citometria de fluxo e ensaio de diferenciacao
celular. Utilizou-se os requisitos estabelecidos pela Sociedade Internacional para
Terapia Celular e Génica (International Society for Cell and Gene Therapy - ISCT)
como guia para a confirmacédo do carater tronco das células isoladas e cultivadas.
Foi possivel afirmar a presenca de marcadores de células-tronco e a auséncia de
marcadores hematopoéticos no ensaio de imunofenotipagem por citometria de
fluxo. Durante todo o periodo de cultivo, as células-tronco mantiveram a aderéncia
ao plastico de cultivo e sua morfologia fibroblastéide. Paralelamente, os ensaios de
diferenciacéo celular demonstraram a capacidade das células em se diferenciar em
condroblastos, osteoblastos e adipécitos, sob estimulo de diferenciacéo por fatores
adicionados ao meio de cultivo (BERNARDI et al., 2011).

Sabe-se que as células-tronco, além de colonizar, proliferar e se diferenciar
guando aderidas ao um substrato, sdo também capazes de secretar moléculas
sinalizadoras, ou fatores bioativos, que participam ativamente da regeneracéo do
tecido de interesse. Também ¢é importante ressaltar que as ceélulas do préprio
paciente podem ser recrutadas para o sitio da lesdo a partir de um processo
denominado homing, ou recrutamento,atuando assim na reparacgéao tecidual (KOSE
et al., 2018). Sendo assim, seria interessante avaliar o potencial de recrutamento

das células-tronco semeadas nos biomateriais obtidos.

O uso do alginato como polimero para a obtencdo de hidrogéis
tridimensionais € amplamente difundido na literatura cientifica (DODERO et al.,
2019; HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2019). Anteriormente ao presente estudo, a

producédo do hidrogel de alginato ja havia sido padronizada em nosso laboratorio.

Todavia, o alginato ndo possui sitios de reconhecimento nos quais as células

podem se ligar. Sendo assim, é interessante a adicdo de outros fatores, como o
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colageno e a gelatina que, por sua vez, possuem esses sitios conhecidos como
RGD, para a aderéncia celular (LEE et al., 2016). Dada a situacao, testes com
coldgeno e gelatina foram realizados no intuito de prover esses sitios para que as
células pudessem ser aderidas nos hidrogéis de alginato, sendo cultivadas em
diferentes niveis no espaco tridimensional. A adicdo de colageno hidrolisado foi
capaz de melhorar a viabilidade celular (BRIAO, 2017). Todavia, o material utilizado
ndo apresentava pureza satisfatéria. Dessa forma, tentou-se substitui-lo por
gelatina de alta pureza, a qual ndo foi capaz de replicar os resultados do colageno,

sendo entdo considerada pouco efetiva para o fim desejado.

Também foi testada a influéncia do momento de reticulacdo na viabilidade
celular. Foi sugerida a hipotese do processo de reticulacao do hidrogel de alginato
estar interferindo negativamente na viabilidade das células, uma vez que a
exposicdo das células ao CaClz (agente reticulante) poderia ocasionar morte celular
pela toxicidade das concentracfes de célcio. Todavia, os resultados demonstraram
a auséncia de diferenca na viabilidade celular em duas linhagens celulares
submetidas ou ndo ao processo de reticulacédo do hidrogel, o que corrobora com os
resultados encontrados durante a padronizacdo, quando houve a definicdo da
concentracéo de 50mM de CaCl: para o referido fim (ALBRECHT, 2017).

As bioceramicas tém sido empregadas na engenharia tecidual das mais
diversas formas, desde scaffolds obtidos por impressao 3D para reconstrucao 6ssea
apos terapia tumoral (MA et al., 2018) a filmes depositados por aerossol para fins
odontologicos (CHO et al.,, 2019) e sinterizacdo para defeitos osteocondrais
(BUNPETCH et al., 2018).

No presente estudo, a bioceramica foi adicionada aos hidrogéis de alginato
no intuito de agirem como fatores bioativos a partir da utilizagéo da hidroxiapatita e
os ions que séo liberados em seu processo de degradacao (DU et al., 2019). Os
resultados apontaram para uma diminuicdo da viabilidade celular em um primeiro
momento, porém apos 5 dias houve uma tendéncia de recuperacao e proliferacao

celular.

Em estudos futuros, objetiva-se promover testes por periodos mais longos
para a avaliagdo da influéncia da bioceramica, como no estudo com alginato,

gelatina e nanohidroxiapatita, no qual foi avaliada a viabilidade celular em 7, 14, 21
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e 28 dias. Nesses estudos, pdde-se observar que as concentracdes de 1 e 5% de
nanohidroxiapatita foram benéficas ao crescimento celular em até 30 vezes, durante

0s maiores tempos de exposi¢do (NABAVINIA et al., 2019).

A policaprolactona foi explorada quanto a duas formas de producédo de
estruturas: as nanofibras, obtidas por eletrofiacdo, e os impressos 3D obtidos por
manufatura aditiva. Dada a necessidade de prover um suporte no qual as células
pudessem aderir para posteriormente migrar e preencher 0s espacos
remanescentes do scaffold construido, redes de nanofibras foram empregadas. Os
resultados dos testes demonstraram uma grande capacidade das nanofibras na
manutencdo da viabilidade celular quando utilizadas separadamente. As
associacfes com o restante dos materiais demonstraram a boa funcionalidade
dessas combinacdes para a cultura celular. Em comparacdo, um estudo
demonstrou que a adi¢ao de fibroina de seda a nanoestruturas de PCL foi capaz de
aumentar em cerca de 4 vezes a viabilidade das células cultivadas (NAZEER et al.,
2019).

Houve a proposicdo do uso de vitamina D (um importante regulador do
metabolismo de minerais) em associacdo com as nanofibras, para que essas
liberassem o0 composto enquanto o tecido fosse sendo construido. Testes
preliminares foram realizados utilizando-se a tecnologia de eletrofiacédo, na qual a
vitamina foi adicionada a solucdo de policaprolactona padronizada. Um estudo
previamente reportado apontou para a manutencédo da liberacdo de vitamina D
(dose inicial 10mg/g) em scaffolds de PCL, com a finalidade de promover a
producao de peptideos antimicrobianos (JIANG et al., 2015). Paralelamente, nossos
resultados preliminares apontaram para uma tendéncia na melhora da viabilidade
celular mediante cultivo nas nanofibras contendo 2% de vitamina D (dados né&o
mostrados), porém mais testes seriam necessarios para avaliar o efeito de

diferentes concentracdes.

A utilizacdo das estruturas tridimensionais obtidas por impressdo 3D
objetivou conferir resisténcia mecanica aos constructos, no intuito de,
posteriormente, durante a regeneracao in vivo suprir as necessidades de forca e
tracdo que o tecido naturalmente suporta. Os impressos 3D utilizados no presente
trabalho tém forca mecanica reportada como 28,2 + 3,5MPa (CUNHA et al., 2019),



55

0 que se encaixa nos valores encontrados para 0ssos trabeculares humanos, que
variam entre 2—-80MPa (LI et al,. 2015).

Adicionalmente, € possivel modular os parametros mecanicos dependendo
da conformacdo da estrutura. Foi avaliada a influéncia do distanciamento das
estruturas impressas de policaprolactona na forca mecéanica do constructo. Sem a
variacdo de espacamento, a média do modulo ténsil passou de 8,22+ 1,0 para
18,02 £ 3,1MPa quando o didmetro dos filamentos variou de 700 para 1300um. Ja,
guando o diametro foi mantido e alterou-se a distancia de 2.000 para 1.300um foi
possivel observar um aumento de 9,92 + 1,8 para 18,02 + 3,1MPa no modulo ténsil
(CHRISTIANI et al., 2019).

Ainda que o objetivo n&o fosse para o cultivo in vitro, era necessario verificar
se as estruturas eram capazes de manter a viabilidade das células cultivadas. Os
resultados da utilizacdo do impresso 3D isoladamente mostraram baixa capacidade
de cultivo. Uma hipétese para explicacdo do ocorrido discute sobre a influéncia da
propria conformacdo da estrutura, que contém poros de 500um, o que €
substancialmente maior do que o tamanho normal celular, que gira em torno de
20um. Com o tamanho de poro cerca de 25 vezes maior que as células, € visivel no
teste MTT que a maioria das células fica depositada diretamente no pogo de cultivo
e apenas um namero menor se adere ao impresso. Um estudo demonstrou que a
utilizacdo de membranas 3D de policaprolactona com poros de 130um foi mais
capaz de promover a regeneragdo da calvaria de coelhos, quando comparado com
membranas com poros de 300 e 700um (SHIM et al., 2017), o que corrobora com a

hipotese acima.

JA com a associacdo com o alginato e as nanofibras, a viabilidade
encontrada foi superior, 0 que demonstra a possibilidade de utilizacdo do sistema
como um todo. A baixa capacidade das estruturas de PCL em manter a viabilidade
celular e o incremento ocasionado pela adicao de outros componentes na formagao
do scaffold ja foram reportados na literatura. Com a adi¢cdo de hidroxiapatita e
polidopamina a suportes de PCL impressos, foi possivel duplicar a capacidade de
manutencdo da viabilidade de células-tronco mesenquimais humanas (NOWICKI et
al., 2019). Em outro estudo, as fibras de PCL foram cobertas com microparticulas
de Bio-Oss, 0 que aumentou significativamente a viabilidade dos 3 tipos celulares
utilizados (HOSSEINI et al., 2019).
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A associacdo do hidrogel de alginato, contendo a bioceramica, com as
nanofibras e estruturas 3D foi capaz de incrementar a viabilidade celular de células-
tronco mesenquimais. Também foi promovido testes de diferenciacdo osteogénica
das SHED nos scaffolds, para verificar se os componentes por si auxiliariam as
células no processo de diferenciacdo, o que pode acelerar a regeneragao in vivo.
Os resultados apontaram para a capacidade das SHED em se diferenciar na
linhagem osteogénica em todas as estruturas testadas, o que demonstra que o
biomaterial obtido € capaz de promover a diferenciacédo celular osteogénica.

No contexto de testes in vitro, essas andlises foram reportadas em um
trabalho utilizando impressos 3D associados a nanofibras de PLGA, no qual células-
tronco mesenquimais do corddo umbilical tiveram sua capacidade de diferenciacéo
avaliada a partir das técnicas de reacao em cadeia da polimerase (PCR), fosfatase
alcalina e histologia. Os resultados apontaram para a expresséo de osteopontina e
osteocalcina, dois importantes marcadores osteogénicos, nas células semeadas,
além de atividade confirmada de fosfatase alcalina e a observacgéo de depdsitos de
célcio nas imagens histologicas (MAURMANN et al., 2017).

A degradacdo dos scaffolds poderia também ser estudada para que se
tivesse certeza do tempo necessario para a decomposicao deles no sitio lesado a
medida que o tecido novo seria formado, levando em conta que idealmente os

biomateriais devem permanecer no local apenas até que a regeneracao ocorresse.

A degradacgédo por hidrélise da policaprolactona dura cerca de 2 a 3 anos
(SUN et al., 2006). Foi reportado que com a presenca de SHED no ambiente in vivo,
em 16 semanas, estruturas tridimensionais de policaprolactona foram degradadas
em cerca de 65%, 0 que parece interessante dado a média de tempo de cerca de
seis meses necessaria para a regeneracao 6ssea natural e a funcdo da estrutura
na manutencdo do suporte estrutural durante o reparo tecidual (LAM et al., 2019).
Em outro estudo, nanofibras de policaprolactona tiveram sua degradacédo avaliada
durante 3 meses. Nesse periodo, apenas 10% do material foi degradado, ocorrendo

a maior parte no segundo més (SHil et al., 2014).

Ja os hidrogéis de alginato demonstraram uma perda de massa de cerca de
40% em 72h, enquanto com a adigéo de bioceradmica a esse material a porcentagem

de degradacdo subiu para cerca de 85%, uma vez que as interagdes ibnicas
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proporcionadas pelos ions Ca?* liberados pelo biomaterial aceleraram o processo
de degradacédo (MORAIS et al., 2013).

Por fim, novos testes de regeneracdo in vivo poderdo futuramente ser
realizados para avaliar a capacidade dos scaffolds propostos em restabelecer as
caracteristicas morfologicas e funcionais do tecido nativo. Até o presente momento
ndo é possivel encontrar na literatura um relato da utilizagdo da combinagdo dos
mesmos materiais do presente trabalho. Ainda assim, é possivel comparar com
outros estudos, como o reportado uso de scaffolds de PCL incorporados com
hidroxiapatita deficiente de célcio em ratos Wistar, sendo avaliados 32 dias apos a
cirurgia. Os resultados apontaram para uma melhora de 31% na formacao 0ssea
em relacdo a regeneracao natural e 17% quando comparado com scaffolds
compostos apenas por PCL (CARDOSO et al., 2019).

Dados os resultados do presente trabalho, € possivel afirmar que a
associacdo do hidrogel de alginato com as estruturas de policaprolactona e a
bioceramica foi capaz de promover a viabilidade celular, sendo assim relevante no

contexto da engenharia tecidual na medicina regenerativa.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo desenvolvido no Laboratério de Hematologia e Células-
tronco da UFRGS culminou na produgdo de uma estrutura visando auxiliar na
regeneracao 0ssea, capaz de manter a viabilidade de células-tronco mesenquimais.
Objetivando a mimetizacdo do tecido 0sseo, nossos resultados demonstraram a
viabilidade da utilizacdo de scaffolds compostos a partir da combinacéo de dois
diferentes biomateriais poliméricos, sendo um natural, alginato, e um sintético, a

policaprolactona, e uma bioceramica.

O scaffold obtido foi construido a partir da associagcdo de um hidrogel de
alginato, uma bioceramica, bem como uma estrutura tridimensional e uma rede
nanoestruturada de policaprolactona. Cada componente teve sua influéncia na
viabilidade de células-tronco mesenquimais avaliada de forma isolada, seguida por
testes de combinagcédo dos materiais e, finalmente, da funcionalidade do sistema

como um todo in vitro e um teste piloto in vivo.

As células foram isoladas e caracterizadas utilizando guias internacionais
como parametros de avaliagdo. Durante os testes de influéncia dos scaffolds na
viabilidade celular, as células permaneceram viaveis durante todo o tempo de
cultivo. Ao fim dos experimentos, foi possivel constatar que a associacao de todos
0os biomateriais escolhidos para a formacdo da estrutura foi benéfica para a
viabilidade celular, podendo assim ser utilizada na engenharia tecidual 6ssea com

vistas ao emprego na medicina regenerativa.
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8. PERSPECTIVAS

Os scaffolds obtidos servem como ponto de partida no que se refere a
engenharia tecidual O6ssea utilizando biomateriais de diversas classes
simultaneamente, uma vez que podem ser empregados como suporte para

avaliacdes mais aprofundadas no tema.
As perspectivas futuras incluem:

e Avaliar outros materiais como possiveis substitutos do hidrogel de
alginato.

e Caracterizar fisica e quimicamente os scaffolds obtidos.

e Promover o cultivo de células-tronco diferenciadas em osteoblastos  nos
scaffolds.

e Investigar a influéncia dos biomateriais sobre as células em um maior
periodo de tempo.

e Analisar os perfis de degradacdo das estruturas para averiguar se sao
compativeis com os tempos de regenera¢do humanos.

e Verificar o potencial de regeneracdo 0ssea in vivo em um maior namero

de animais.
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