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RESUMO

RABELLO, T.L. Desenvolvimento de hidrogel derivado de matriz extracelular
O6ssea bovina adulta e fetal. 2023. 64f. Dissertagdo — Programa de P6s-Graduagao

em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

O envelhecimento populacional e 0 aumento no numero de procedimentos médicos
e odontoldgicos que requerem enxertos 0sseos levam a busca crescente por novos
biomateriais. Nesse sentido, biomateriais feitos a partir de hidrogéis vem sendo
desenvolvidos para acelerar e melhorar a qualidade do reparo do tecido ésseo. Os
hidrogéis sao polimeros hidratados que mimetizam a estrutura de tecidos vivos. A
composicdo da matriz extracelular (MEC) oOssea de origem fetal apresenta
caracteristicas semelhantes aos de tecidos em crescimento e cicatrizagcao dssea,
podendo ser explorada de forma promissora no desenvolvimento de hidrogéis
capazes de acelerar a regeneragao o0ssea. Assim, objetivamos desenvolver um
hidrogel derivado de MEC 0&ssea fetal e adulta e avaliar o seu potencial biologico a
partir de sua caracterizacao, biocompatibilidade e de seu potencial de diferenciagao
osteogénica. Nesse estudo, foi quantificado o DNA, SDS e hidroxiprolina e os
hidrogéis foram caracterizados a partir de analise por infravermelho, analise
elementar e microscopia eletrénica de varredura. Para avaliacao in vitro foi utilizado
células-tronco mesequimais humanas no ensaio de proliferagdo e viabilidade
celular e na diferenciacao osteogénica. Os resultados demonstraram uma eficiéncia
na descelularizagédo com redugao de 99% do conteudo de DNA para o tecido 6sseo
fetal e 78% para o adulto e preservagado de componentes da MEC como colageno.
Foi demonstrado também uma viabilidade celular de 76% para o hidrogel adulto e
65% para o hidrogel fetal, com possivel interferéncia do SDS residual (0,03%). Os
resultados de diferenciacéo osteogénica sugerem que o hidrogel fetal teve maior
indugédo a diferenciagdo quando comparado ao controle e ao hidrogel adulto. O
hidrogel desenvolvido nesse estudo apresentou-se biocompativel e com potencial
para uso na bioengenharia de tecidos. Sendo que o hidrogel derivado de osso
bovino fetal demonstrou possui caracteristicas peculiares que Ihe candidatam como

um material promissor a ser utilizado nessa area.

Palavras-chave: Hidrogel; Matriz Extracelular 6ssea. Bioengenharia de tecidos. Osso
Fetal. Células-tronco Mesenquimais.



DEVELOPMENT OF HYDROGEL DERIVED FROM ADULT AND FETAL BOVINE
BONE EXTRACELULAR MATRIX

ABSTRACT
RABELLO, T.L. Development of hydrogel derived from adult and fetal bovine

bone extracelular matrix. 2023. 64f. Dissertation - Postgraduation Biotechnological

Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Population aging and the increase in the number of medical and dental procedures
that provide bone grafts lead to a growing search for new biomaterials. Thus,
biomaterials made from hydrogels have been developed to accelerate and improve the
quality of bone tissue repair. Therefore, the purpose of this study was to develop a
hydrogel derived from fetal and adult bone extracellular matrix and evaluate its
biological potential based on the characterization, evaluation of biocompatibility and
osteogenic differentiation. For this purpose a decellularization protocol was applied
followed by digestion, solubilization and gelation of the bone matrix. In this study, the
decellularization process was evaluated based on the DNA, SDS and hydroxyproline
quantification. The hydrogels were characterized using infrared spectroscopy (FTIR),
elemental analysis (CHN) and scanning electron microscopy. MTT assay was evaluate
in human mesenchymal stem cells for cell viability and proliferation analysis and the
evaluation of osteogenic differentiation was performed based on the quantitative
analysis of calcium. The results showed the most effective decellularization in bovine
fetal bone tissue with a 99% DNA reduction content and preservation of bone
extracellular matrix components such as collagen. It was also demonstrated a cell
viability of 76% for the adult hydrogel and 65% for the fetal hydrogel, with possible
interference of the residual SDS (0,03%) in the cell viability. The osteogenic
differentiation results suggest that fetal hydrogel had a greater differentiation induction
when compared with control and adult hydrogel. The hydrogel in this study showed
biocompatibility and has a potential use in tissue bioengineering. The hydrogel derived
from fetal bone tissue has shown to have characteristics that make it a candidate as a

possible and promising material to be used in this area.

Key-Words: Hydrogel. Bone Extracellular Matrix. Tissue bioengineering. Fetal bone.

Mesenchymal stem cells.
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1 INTRODUGCAO
1.1 MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

A matriz extracelular (MEC) consiste em uma mistura complexa de proteinas
estruturais e funcionais organizadas em uma ultraestrutura tridimensional (3D) unica
especifica para cada tecido (SALDIN et al., 2017). Os principais componentes incluem
colageno, elastina, fibronectina, lamininas, glicoproteinas, proteoglicanos (PGs) e
glicosaminoglicanos (GAGs), cada um com propriedades fisicas e bioquimicas
distintas. Embora existam varios componentes comuns entre as matrizes
extracelulares, sua composi¢ao detalhada varia para cada tipo de tecido (YUE, 2014;
GECKIL et al., 2010).

Dentre os componentes presente na MEC, o colageno é a proteina mais abundante e
corresponde a um tergo do peso das proteinas corporais. Ele € uma estrutura formada
em tripla hélice e todos os membros de sua familia contem dominios com sequéncias
de aminoacidos de repeticdo G-X-Y, onde G é glicina, e X e Y principalmente, residuos
de prolina e hidroxiprolina, respectivamente (FERREIRA et al., 2012; UNAL, CREECY;
NYMAN, 2018).

As triplas hélices de colageno individuais, conhecidas como tropocolageno, se
organizam de maneira complexa e hierarquica que levam a estruturas fibrilares e
redes macroscopicas observadas nos tecidos, 0ssos e membranas basais
(SHOULDERS; RAINES, 2009).

A MEC é um reservatoério de fatores de crescimento e moléculas bioativas altamente
dindmica e de extrema importancia, pois garante a regula diversas fung¢des celulares
como proliferagdo, adesdo, migragao, diferenciagdo e apoptose garantido a
homeostase dos tecidos e 6rgaos (YUE, 2014; THEOCHARIS et al., 2016). Além
disso, ela fornece resisténcia estrutural aos tecidos e mantém a arquitetura complexa
dos 6rgaos (CANCEDDA, et al., 2009).

A MEC 6ssea se diferencia de outras matrizes que compdem os demais tecidos
corporais por serem um sistema bifasico, sendo um ter¢co composto por matéria
organica, predominantemente fibras colagenas, e os dois tergos restantes por matéria

inorganica, como fosfatos de calcio tipo hidroxiapatita (BAI, et al., 2018). Na porc¢ao
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organica do o0sso, o colageno do tipo | € a proteina mais abundante e desempenha

um papel fundamental na estrutura e fungéo 6ssea.

E sabido que a quantidade de matriz organica déssea, varia de acordo com o
desenvolvimento fetal e pds-natal nos mamiferos (QUELCH et al., 1983; CONN;
TERMINE, 1985; WHITE, et al., 1991). Em humanos, a quantidade de matriz orgénica
presente no osso fetal € superior comparados a adultos e, consequentemente, a
quantidade de matriz mineralizada é maior em adultos quando comparados a 0Ssos
fetais (QUELCH et al., 1983; WHITE, et al., 1991). Isso acontece, pois, 0 processo de

deposi¢ao de minerais acontece ao longo do desenvolvimento do organismo.

No processo de mineralizagdo Ossea estdo envolvidas inumeras proteinas, as
chamadas proteinas ndo colagenas (PNC’s). Essas proteinas constituem cerca de
10% da massa proteica 6ssea, e sao elementos fundamentais para o processo de
mineralizagdo. Elas se dividem em trés principais grupos: os proteoglicanos,
glicoproteinas e proteinas contendo acido gama carboxiglutdmico (Gla). Embora ja
tenham sido isoladas para estudos, suas propriedades e fun¢des para a matriz 6ssea
ainda n&o bem s&o esclarecidas (CARVALHO, 2021).

Dentre as PNC’s encontradas na matriz éssea, estao a sialoproteina 6ssea, envolvida
no processo de nucleagao da hidroxiapatita no osso, a osteocalcina, que tem uma
importante fungcao na regulagédo do metabolismo ésseo, a osteopontina, envolvida na
regulacao dos osteoclastos durante o processo de reabsorgido 0ssea e a osteonectina,
a proteina mediadora da ligacao de Ca+ e apatita ao colageno tipo | (GORSKI, 2011;
CARVALHO, 2021).

Durante o processo de desenvolvimento do osso, desde o feto até a idade adulta, é
sabido que os perfis de proteinas nao colagenas variam tanto qualitativamente quanto
quantitativamente. Em fetos e recém-nascidos, a osteonectina € uma das PNC’s mais
abundantes na MEC éssea (CONN; TERMINE, 1985).

A matriz 6ssea fetal em desenvolvimento possui semelhanga estrutural e de
composi¢cao com as matrizes 0sseas presentes nas zonas de crescimento e nos calos
O0sseos formados em areas de cicatrizacao de fraturas, e apresentam caracteristicas
proprias que se diferenciam daquelas observadas na MEC adulta (BULLARD;
LONGAKER; LORENZ, 2003; SWANSON; I0B; VIVIAN, 1937). Durante o

desenvolvimento esquelético fetal e o reparo de fraturas em adultos, os programas
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celulares e moleculares para a formagéo 6ssea sao muito semelhantes (MICLAU et
al., 2005; FERGUSON et al., 1999).

A cicatrizacdo de feridas € um processo biolégico complexo no qual varias vias
metabdlicas sao ativadas e sincronizadas. Observacdes clinicas e dados
experimentais sugerem que a cicatrizagdo de feridas em tecidos fetais é diferente
quando comparados a tecidos adultos (LONGAKER et al., 1991).

Em adultos, o processo de reparo de feridas leva a uma massa de tecido fibroso
conhecida como cicatriz. Em contraste, os tecidos fetais quando lesionados podem
ser completamente recriados, sem fibrose, em um processo semelhante a
regeneracao (GURTNER et al., 2008).

Diferente de outros tecidos, o osso tem a capacidade de regeneragao verdadeira, isto
€, nao necessita de formar uma cicatriz fibrosa. Apesar disso, 5 a 10% das fraturas
sao propensas a nao-unido 6ssea por conta de traumas extensos e necessidade de

retirada de tecido 6ésseo devido a tumores (HENKEL et al., 2013).

1.2 ENXERTOS OSSEOS

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), s&do mais de 150 doengas,
condicbes ou sindromes que estdo relacionados com lesbes ésseas, dentre elas:
infeccoes (osteomielite), tumores 6sseos, malformacgdes congénitas e reumatismos
(CHENG; SOLORIO; ALSBERG, 2014).

Além disso, no Brasil, insuficiéncias esqueléticas associadas a perdas Osseas
dentarias por conta principalmente do envelhecimento populacional, ja constituem um
problema de Saude Publica, devido a grande uma demanda de procedimentos
restauradores (BRASIL, 2020).

Os tratamentos mais utilizados para fraturas e defeitos 6sseos incluem principalmente
enxertos e préoteses metalicas. Para o procedimento de enxerto, o osso pode ser
obtido através da propria pessoa (autoenxerto), de pessoa diferente (aloenxerto), de
espécie diferente (xenoenxerto) ou mesmo pode utilizar um material sintético
(CASTRO-SILVA, 2013).

O autoenxerto é considerado o padrao-ouro na medicina devido a suas propriedades
biolégicas e auséncia de rejeicdo. Apesar de terem alcangado bons resultados

clinicos, eles também trazem sérias desvantagens como infecg¢ao, dor, alto custo e
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uma limitacdo em relagdo a quantidade de tecido que pode ser colhido sem
comprometer o local doador (YUE, 2020). Os aloenxertos embora ndo comprometam
o local doador, estdo associados ao risco de resposta imune grave, transmissao de
doencgas e uma integragcao mais lenta no tecido nativo em comparagdao com enxertos
autologos (CHENG; SOLORIO; ALSBERG, 2014).

A demanda por enxertos 6sseos € alta, e no mundo todo sao mais de 2,2 milhdes de
procedimentos de enxerto 0sseo realizados por ano em ortopedia e odontologia,
sendo considerado o procedimento de transplante de tecido mais comum apods a
transfusdo de sangue (FERNANDEZ-YAGUE et al., 2015). Estima-se que na Europa,
o mercado de substitutos para enxerto 6sseo movimentou cerca de US$ 177 milhdes
em 2010, e no Brasil, somente o mercado de implantes dentarios movimenta cerca de
1,5 milhdo de reais a cada ano (ELIAS; VASCONCELLOS; RESENDE, 2012).

Apesar de muitos avancgos, o reparo de tecidos 6sseos ainda € um grande desafio na
medicina regenerativa moderna. Terapias com enfoque na bioengenharia de tecidos
sdo estratégias promissoras que no futuro poderdo transformar o tratamento de
doencas e regeneracado de defeitos 6sseos (FERNANDEZ-YAGUE et al.,, 2015;
NOBRE, 2016).

1.3 BIOENGENHARIA TECIDUAL

A bioengenharia de tecidos € uma area da ciéncia que tem como objetivo substituir ou
regenerar tecidos lesados, utilizando conhecimentos interdisciplinares para
desenvolver tecidos artificiais (NOBRE, 2016).

Como consequéncia do desenvolvimento da bioengenharia de tecidos, obteve-se o
desenvolvimento de novos biomateriais para regeneragao 6ssea na medicina e na
odontologia. Os biomateriais correspondem a materiais, com diferentes composi¢des
quimicas, que interagem com os sistemas bioldgicos e sdo usados como scaffolds

tridimensionais para regeneragao ou substituicao de tecidos (YUE, 2020).

Eles sao divididos em metalicos, ceramicos, compdsitos ou poliméricos, podendo ser
de origem natural ou sintética. Inicialmente, os biomateriais foram selecionados a
partir de substancias inertes que tém a menor toxicidade no corpo humano, como
titanio ou ligas de titanio, ago inoxidavel, carbono e outros metais e ceramicas. Mais

tarde, pelo fato dos biomateriais de origem natural, como os polimeros naturais de
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colageno, terem componentes importantes dos tecidos vivos e possuirem uma boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade, eles s&o hoje muito utilizados na engenharia
tecidual (BISWAS; DATTA, 2021; NOBRE, 2016).

S&o diversas as aplicagdes dos biomateriais na bioengenharia de tecidos, como por
exemplo producéo de lentes de contato, de proteses, materiais dentarios, pensos para
tratamento de feridas, encapsulagao de farmacos (BISWAS; DATTA, 2021).

Atualmente, a maioria dos biomateriais sdo desenvolvidos para combinar alguns
fatores ativos, horménios ou outras substancias com uma liberagao controlada para
induzir uma boa resposta celular, induzir a diferenciagdo celular e melhorar
sobrevivéncia celular. O scaffold ideal para a engenharia tecidual 6ssea deve ter boa
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo ser téxico e nem imunogénico e o
material carreador deve ser adequado para adesao celular ou fator de crescimento
(YUE, 2020).

1.3.1 Hidrogéis

Dentro dos biomateriais de origem polimérica encontram-se os hidrogeéis. Estes
podem ser definidos como redes de polimeros em estrutura tridimensional com grande
capacidade de retencéo de agua (CHAMPEAU, 2020). Sua estrutura, contida de agua
e porosidade, mimetiza a estrutura de tecidos, tornando-os propicios para a
acomodacao de células e liberacdo de sustancias soluveis, como fatores de

crescimento e outras moléculas bioativas (CENSI et al., 2012).

Para o ramo da bioengenharia de tecidos, os hidrogéis surgiram como uma opgao
promissora, pois podem atuar como suporte tanto para o crescimento celular,
preenchendo o espaco, quanto para fornecer moléculas bioativas que estimulam o
crescimento tecidual (NOBRE, 2016; LEE; KIM, 2018).

O desenvolvimento de hidrogéis passou por quatro geragdes. A primeira geracao
surgiu em 1960 e corresponde a redes poliméricas simples obtidas a partir de ligagcoes
quimicas que foram desenvolvidas para serem usadas como lentes de contato ou para
liberacdo de farmacos (YUE, 2020; NOBRE, 2016). Posteriormente, por volta dos
anos setenta, surgiram os hidrogéis de segunda geragao que sao obtidos através do
estabelecimento de interagdes fisicas e diferem dos anteriores por serem responsivos

a estimulos, sejam eles fisicos, quimicos ou bioquimicos. Isso permite uma aplicagéo



19

em casos onde a formagao do gel ou a liberagdo do farmaco precisa ser em um local
especifico. Depois de cerca de 20 anos, surgiu a terceira geragao de hidrogéis que
corresponde a hidrogéis obtidos através de outras interagdes fisicas, como
estereocomplexagdo e complexagdo de inclusdo. Esses hidrogéis foram
desenvolvidos para melhorar e ajustar o desempenho de liberacdo de drogas e
também conceder ao biomaterial melhores propriedades mecanicas (NOBRE, 2016).
Atualmente, a quimica organica e a nanotecnologia tém sido aplicadas ao estudo de
hidrogéis, dando aos hidrogéis de quarta geragao novas propriedades e um elevado

nivel de precisdo em relagdo a entrega de moléculas bioativas (YUE, 2020).

1.3.1.1 Classificagao

Os hidrogéis podem ser classificados de acordo com suas diferentes propriedades,
como origem, composi¢cao polimérica, tipo de reticulagdo e resposta as condigdes

ambientais.

1.3.1.1.1 Classificagdo de acordo com a origem

De acordo com a origem, os hidrogéis podem ser naturais ou sintéticos. Dentre os
sintéticos estdo o o6xido de polietileno, alcool polivinilico, acido (poli) acrilico,
poliacrilamida e polipeptideos, e dentre os naturais estdo os de alginato, quitosana,
colageno, acido hialurénico e matriz extracelular (MEC) (SALDIN et al., 2017; LEE;
KIM, 2018).

Hidrogéis de origem natural geralmente possuem uma boa biocompatibilidade e
biodegradabilidade, mas suas propriedades mecanicas sao baixas. Ao contrario dos
hidrogéis de origem sintética que tem boas propriedades mecanicas, porém baixa
biocompatilbilidade e atividade bioldgica (YUE, 2020).

Além disso, os hidrogéis de origem sintética s&o mais controlaveis e reprodutiveis do

que os de origem natural que podem variar de acordo com a sua fonte (NOBRE, 2016).

1.3.1.1.2 Classificagdo de acordo com a composi¢do polimérica

De acordo com a composi¢cao quimica de seus polimeros e mecanismos de reticul¢ao,
os hidrogéis podem ser divididos em homopoliméricos, copoliméricos, redes
poliméricas interprenetrantes (IPN) e redes poliméricas semi-interprenetrantes (semi-
IPN) (NOBRE, 2016; AHMED, 2015).
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Os hidrogéis homopoliméricos correspondem a uma rede polimérica interligadas por
uma unica espécie de monomero hidréfilo. Diferente dos hidrogéis copoliméricos que
sdo compostos por duas ou mais espécies diferentes de monémeros com pelo menos
um componente hidrofilo (YUE, 2020; NOBRE, 2016).

No caso das redes poliméricas interpenetradas (IPN) para ocorrer a sua formagao é
necessaria a combinacado de dois ou mais polimeros em forma de rede. A formacgao
do hidrogel ocorre por sintese ou reticulagdo de um dos polimeros em forma de rede
na presencga de outro ja reticulado, sendo cada rede formada por um unico tipo de
polimero. Ou seja, ha interpenetracdo das cadeias do segundo polimero com a rede
do primeiro polimero obtendo-se, assim, uma rede fisicamente reticulada. Ja as redes
poliméricas semi-interprenetrantes (semi-IPN) o processo de formagao é semelhante,
no entanto um dos polimeros é reticulado e o outro é linear (NOBRE, 2016; AHMED,
2015).

A principal vantagem das redes poliméricas IPN é que eles produzem matrizes de
hidrogel mais densas e com melhores propriedades mecanicas, podendo fazer o
carreamento de drogas de forma mais eficiente e controlada. As redes poliméricas
semi-IPN apesar de n&o terem propriedades mecanicas tdo boas quanto as IPN, elas
geralmente mantém uma taxa de resposta dindmica ao pH e a temperatura mais eficaz
(YUE, 2020).

1.3.1.1.3 Classificagdo baseada no tipo de reticulagdo

Com base no tipo de reticulagao, os hidrogéis podem ser divididos entre fisicos e
quimicos. Os hidrogéis fisicos resultam do estabelecimento de interacdes fisicas entre
as cadeias poliméricas, podendo ser interagdes idnicas, eletrostaticas, hidrofdbicas,
ligacdes de hidrogénio. Ja os hidrogéis quimicos sao resultantes de ligagdes quimicas,
ou seja, formacao de ligacdes covalentes entre as cadeias poliméricas (AHMED,
2015).

Com base nessas informacoes, pode-se dizer que os hidrogéis fisicos sao redes
poliméricas com ligagdes reversiveis, enquanto que os hidrogéis quimicos séo redes

poliméricas com ligagdes permanentes (NOBRE. 2016).

As interagdes ibnicas sao comumente usadas na preparagao de hidrogéis de

polissacarideos naturais como os de alginato. Eles apresentam um grande potencial
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para aplicagdo na bioengenharia de tecidos para regeneragcdo O0ssea pois podem
promover a adesado, proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos e células
angiogénicas (HAN, et al., 2013; AHMED, 2015).

1.3.1.1.4 Classificagdo baseada na resposta a estimulos

Alguns hidrogéis podem modificar-se em resposta a estimulos fisicos, quimicos ou
bioquimicos. Essas mudangas podem ser no nivel da retengao de agua (podendo reter
mais ou menos), na estrutura da rede, permeabilidade ou na resisténcia. Os estimulos
fisicos estdo relacionados a luz, pressdo, e campos elétricos ou magnéticos, os
estimulos quimicos a temperatura, presenca de moléculas especificas e mudanca nas
suas concentragdes e o0s bioquimicos a presencga de antigenos ou enzimas (NOBRE,
2016; AHMED, 2015).

1.3.1.2 Utilizagdo na Bioengenharia Tecidual Ossea

Para serem utilizados na bioengenharia de tecidos, os hidrogéis devem possuir
algumas caracteristicas, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, adequada
resisténcia mecanica e estrutura favoravel a adesao, proliferagdo e sobrevivéncia

celular, mimetizando ao maximo a matriz extracelular (NOBRE, 2016).

A vantagem da utilizagcdo dos hidrogéis € o fato deles proporcionarem um ambiente
aquoso favoravel ao crescimento e sobrevivéncia celular, transporte de nutrientes, e
permitirem a incorporacéo e liberagao controlada de moléculas bioativas. Além disso,
eles podem ser adaptados para obter a geometria desejada para implantagdo ou
injecao (BAl et al., 2018). Porém, os hidrogéis possuem uma estrutura mecanicamente
fraca (dependendo do polimero que Ihes da origem) e necessitam ser submetidos a
processos de esterilizagdo e purificagdo, o que confere uma certa desvantagem em
sua utilizacao (NOBRE, 2016).

Dentre as diversas aplicagbes que os hidrogéis podem ter esta a regeneracao de
tecido Osseo. Para essa aplicacdo, os hidrogéis mais utilizados sdo os de origem
natural, como os de matriz extracelular, colageno, alginato e quitosano por

mimetizarem mais precisamente a estrutura da matriz extracelular.

1.3.1.2.1 Hidrogéis derivados de alginato

O alginato € um polissacarideo extraido de algas marrons e € composto por dois

principais monémeros: acido D-manurdnico e acido L-gulurénico. Esses monémeros
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sdo arranjados em estrutura de blocos, e sua composi¢cédo e distribuicdo varia de
acordo com a origem do alginato (MAHALIA, 2021). O hidrogel de alginato € produzido
majoritariamente pela reticulagdo com cloreto de calcio, carbonato de calcio ou sulfato
de calcio (AMARAL, 2019).

Na engenharia de tecidos, o alginato € comumente utilizado devido a sua
biocompatibilidade, baixa toxicidade, alta disponibilidade e simplicidade do processo
de gelificacdo (MAHALIA, 2021; AMARAL, 2019). Eles sao utilizados principalmente
para entrega de drogas e cicatrizagdo de feridas (LEE; MOONEY, 2012).

Os hidrogéis de alginato encontraram potencial na regeneragao éssea por meio da
entrega de fatores osteoindutores, células osteogénicas ou combinagdo de ambos.
Estudos demonstrando a eficiéncia de hidrogéis de alginato combinados com fatores
de crescimento ja comprovaram capacidade de promover a diferenciagcao osteogénica
e regeneracao do tecido 6sseo (LEE; MOONEY, 2012).

No ano de 2005, Park e colaboradores desenvolveram um hidrogel hibrido de alginato
e quitosana enriquecido com células-tronco mesenquimais e proteina morfogenética
O0ssea-2 (BMP-2) para testes em camundongos. Seus resultados apontaram para
formacédo de osso trabecular e demonstrou ser um potencial biomaterial para ser

utilizado na clinica para reparo de tecido ésseo (PARK et al., 2005).

Esse gel apresenta vantagens em comparagdo com outros materiais, devido a sua
capacidade de ser introduzido no corpo de forma minimamente invasiva e a liberacéo
de drogas e fatores de crescimento ser controlada. Porém, problemas relacionados a
reacao imune podem ser muito comuns, e em geral, sdo causados por impurezas,
sendo necessario processos rigorosos de purificagdo para suas aplicacbes (LEE;
MOONEY, 2012; AMARAL, 2019).

1.3.1.2.2 Hidrogéis derivados de colageno

Na engenharia de tecidos, o colageno € o polimero natural mais amplamente utilizado
devido a sua composicéo ser favoravel a adesao, migragéao e diferenciagao celular
além de serem biocompativeis e biodegradaveis. Com base nisso, Ma et al. (2016)
estudaram o uso de hidrogéis de colageno para regeneracgéo tecidual 6ssea. Eles
prepararam um hidrogel hibrido contendo colageno, hidroxiapatita e alendronato (um
farmaco usado para o tratamento da osteoporose) para testes in vitro. Nesse estudo,
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foram preparados hidrogéis com diferentes propor¢cées de hidroxiapatita e de
alendronato para fins comparativos, e para a realizagdo dos testes de adesao e
proliferagdo celular foi usada uma linhagem celular de pré-osteoblastos de murinos.
Como resultados, os hidrogéis apresentaram boas propriedades mecanicas,
biodegradabilidade, biocompatibilidade e promog¢éo da adeséao e proliferagcéo celular.
Em suma, esses hidrogéis apresentaram potencial para aplicagao como scaffolds para
engenharia de tecido 6sseo, porém, por terem sido realizados apenas testes in vitro,
€ necessaria a realizagao de mais estudos para maior compreensao desse biomaterial

em organismos vivos (MA et al., 2016).

1.3.1.2.3 Hidrogéis derivados de Matriz Extracelular Ossea

A MEC 6ssea é composta por cerca de 70% de matéria inorganica, como fosfatos de
calcio tipo hidroxiapatita (BAI, et al., 2018). Por esse motivo, para a MEC 0Ossea ser
utilizada na engenharia de tecidos, € necessario além do processo de remogéo de

células, um processo de remogao de seus minerais (SPANG; CHRISTMAN, 2018).

No ano de 2013, Sawkins e colaboradores estabeleceram um protocolo de
descelularizacdo da MEC 6ssea desmineralizada preparada a partir de osso bovino,
e caracterizou sua a estrutura e composicao. Além disso, eles produziram uma forma
soluvel MEC que pode ser induzida a formar um hidrogel. Nesse estudo foi utilizado
células calvarias primarias de camundongo para testes in vitro. Como resultados, os
hidrogéis derivados de MEC 6ssea tiveram maior proliferagado celular em comparagao
com hidrogeéis derivados de colageno tipo |. Esses resultados mostraram que hidrogéis
derivados de MEC tém propriedades estruturais, mecanicas e bioldgicas distintas de
outros tipos de hidrogéis e matrizes e tém o potencial para entrega de drogas e fatores
bioativos (SAWKINS et al., 2013).

Muito semelhante a esse, o estudo de Paduano et al. (2017) objetivou avaliar o
comportamento de células-tronco da polpa dentaria em scaffolds de hidrogel
derivados de MEC 6&ssea descelularizada em comparagédo com o colageno tipo |.
Nesse estudo, as células foram cultivadas em trés condicdes diferentes: meio basal,
meio osteogénico e meio suplementado com fatores de crescimento para investigar o
crescimento celular, deposi¢cao mineral, expressao génica e proteica. Os scaffolds de
hidrogel se mostraram viaveis apos trés semanas e 0s niveis de expressao proteica

de sialoproteina 6ssea e osteocalcina (marcadores de formagao 6ssea) foram maiores
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nos hidrogéis derivados de MEC em relagédo ao de colageno (SPANG; CHRISTMAN,
2018; PADUANQO et al., 2017). Esses resultados reforgcaram a ideia de que hidrogéis
derivados de MEC 6ssea podem ser considerados scaffolds adequados para apoiar a

diferenciagao osteogénica.

Esses estudos contribuiram para outros estudos que exploram os hidrogéis derivados
de MEC em modelos ex vivo para reparo 6sseo. Como exemplo, o estudo de Smith et
al. (2014) utilizou um hidrogel hibrido de MEC bovina e alginato para avalia-lo como
veiculo de entrega de fatores de crescimento em um modelo de defeito de fémur de
galinha ex vivo para reparo 6sseo. Quando enriquecido com células-tronco humanas
e colocadas no defeito ésseo, a aplicagao do hidrogel no modelo ex vivo demonstrou
um aumento na formagao de matriz 6ssea e deposicao de colageno (SMITH el al.,
2014).

Esses estudos reiteram a versatilidade dos hidrogéis de MEC como veiculos de
entrega de células-tronco e fatores de crescimento. No entanto, a diversidade de
células-tronco e fatores de crescimento exige muita otimizagdo e uma selegao
cuidadosa para terapias complexas (SPANG; CHRISTMAN, 2018).

Em todos os estudos acima, foram utilizados MEC bovina de origem adulta para
desenvolver os hidrogéis, por conta da sua disponibilidade no mercado. E sabido que
a MEC de origem fetal possui diferencas na composigdo e podem apresentar
caracteristicas unicas que se diferenciam daquelas observadas na MEC de origem
adulta (MELLO JR; FIELD; RILEY, 1978). Desse modo, podem ser estudas e

exploradas como um potencial biomaterial para a engenharia de tecidos.

Assim, de maneira inédita, esse trabalho ira desenvolver um hidrogel de MEC 6ssea
bovina de origem fetal e adulta e caracteriza-lo para avaliar seu potencial biolégico e
contribuir para futuros estudos que visam a aplicagcao desse biomaterial para terapias

de reparo 6sseo na engenharia de tecidos.
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2 JUSTIFICATIVA

Esse estudo se justifica diante da busca por biomateriais que sejam biocompativeis,
biodegradavéis, que tenham adequada resisténcia mecanica e estrutura favoravel a
adesao, proliferagdo e sobrevivéncia celular para terapias que visam a regeneragao

0ssea, uma vez que os biomateriais desenvolvidos até hoje ainda possuem limitagdes.

Além disso, a MEC de origem fetal pode apresentar caracteristicas unicas que
diferenciam daquelas observadas na MEC adulta, visto que possui semelhanga na
estrutura e composigdo com as matrizes presentes no osso em fase de cicatrizagéo
de fratura. Logo, o presente estudo se justifica pela possibilidade desenvolver um
biomaterial a partir de MEC fetal bovina para avaliar seu potencial biolégico e possivel

utilizagdo na bioengenharia de tecidos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver hidrogel derivado de MEC 6ssea bovina adulta e fetal e avaliar seu

fpotencial bioldgico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Fazer a caracterizagao bioquimica dos hidrogéis de origem 6ssea adulta e fetal
bovina.
2. Avaliar a biocompatibilidade dos hidrogéis in vitro.

3. Avaliar o potencial de indugao de diferenciagao osteogénica dos hidrogéis.
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4 MATERIAS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no Nucleo de Bioengenharia Tecidual (NBT) e no
Laboratdrio de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR), com sede no
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (CCS-UFES)
e também no Centro de Pesquisa, Inovagédo e Desenvolvimento (CPID) localizado em
Cariacica — ES com autorizagdo prévia para experimentacdo da Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UFES - Processo 48/2018). Este trabalho teve
financiamento concedido pela Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do Espirito Santo
(FAPES) edital N° 01/2020 — Projetos Inovadores e Spin-Off: T.O. 105/2021.

4.1 COLETA DE MATERIAL

Os ossos adultos e de fetos bovinos machos, com idade gestacional entre sete e oito
meses de desenvolvimento, foram coletados imediatamente apés o abate em
abatedouro frigorifico (Frigorifico Cariacica S.A — MAFRICAL, Cariacica - ES)
devidamente inspecionado e certificado pelo Servico de Inspecdo Federal do
Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (SIF/MAPA/Brasil). Apds a coleta,
o material foi serrado em blocos que mediam aproximadamente 2,0 a 3,0 cm de
diametro e 0,5 cm de espessura. Esses blocos foram acondicionados em sacos
plasticos e armazenados em caixas térmicas contendo gelo, e transportados até o
NBT, local onde foram devidamente limpos, dissecados e selecionados. Para este
estudo, foram selecionados os blocos que mais se aproximavam a medida desejada
(2,0 a 3,0 cm de didmetro e 0,5 cm de espessura). Apos a selegdo, todos os
fragmentos 6sseos foram lavados em agua corrente e distribuidos em frascos de 500

mL contendo aproximadamente 50 gramas de blocos de ossos em cada frasco.

4.2 DESCELULARIZACAO

O protocolo de descelularizagéo foi realizado com base no estudo de Barros (2016).
Esse estudo estabeleceu um protocolo de descelularizagdo para o osso de origem
adulta e fetal, porém seus resultados obtiveram limitagdes. Em relagcao ao osso fetal,
foi encontrado um resultado satisfatério de DNA, porém para o osso adulto o resultado

foi insatisfatorio.

Dessa forma, para estabelecer o protocolo de descelularizacdo para o osso adulto,
foram feitos ensaios utilizando diferentes concentracbes de solugcdo de

descelularizagdo contendo Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) e Acido Etilenodiamino
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Tetra-Acético (EDTA) e também diferentes quantidades de lavagens
desengordurantes (1,2, 3 e 4) com Metanol/Cloroférmio (1:1) (Tabela 1). Todos esses
ensaios foram realizados no NBT.

Tabela 1.Concentragéo da solugdo de descelularizagdo e quantidade de lavagens

desergordurantes dos ensaios feitos para estabelecer o protocolo de descelularizagao para
0 0sso de origem adulta.

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4

Concentragéo da

~ 1% SDS + 0,2% 2% SDS +0,4% 4% SDS +1,6% 6% SDS + 3,2%
solugéo de

L EDTA EDTA EDTA EDTA
descelularizagao
Quantidade de
lavagens 1-4. 1-4. 1-4. 1-4.

desengordurantes

Com base nos resultados de DNA (dados ndo mostrados) e na aparéncia dos blocos
de ossos, foi estabelecido o protocolo de descelularizagdo para o osso de origem

adulta.

Para o processo de descelularizagédo desse estudo, os blocos de ossos bovinos

adultos e fetais foram levados ao CPID.

Os blocos de ossos adultos foram lavados por imersdo com aproximadamente 400
mL de solugéo tampao Tris-HCI (10 mM, pH 7,8) contendo SDS 4% e EDTA 1,6%,
sob agitagao continua por 96 horas. As solugdes foram trocadas a cada 12 horas e as
lavagens de descelularizagdo foram intercaladas com lavagens desengordurantes.
Assim, a cada 24 horas os blocos de ossos foram submetidos a uma lavagem
contendo 400 mL de solugcdo de Metanol e Cloroférmio (proporgcéo 1:1) por 1 hora
seguida de duas lavagens com PBS (1x) por 30 minutos cada. Todas as lavagens

foram feitas sob agitacado continua de 170 rpm a 37°C.

O protocolo de descelularizagdo para o osso de origem fetal foi feito com base no
estudo de Barros (2016). Os blocos de ossos fetais foram lavados por imersao com
aproximadamente 400 mL de solugao tampao Tris-HCI (10 mM, pH 7,8) contendo SDS
1% e EDTA 0,4 %, sob agitagao continua por 96 horas. As solugbes foram trocadas a

cada 12 horas e ndo houve necessidade de lavagens desengordurantes.

Ao final do processo de descelularizagao, os ossos foram lavados com PBS (1x) por

48 horas sob agitacdo com troca de solugdo a cada 12 horas para remogao de
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residuos. Apos essa lavagem o material foi submetido a uma solugéo clareadora
contendo 35% de perodxido de hidrogénio seguido de duas lavagens de PBS (1x) por
30 minutos cada, todas sob agitagdo. Todas as lavagens com SDS, PBS e peroxido
de hidrogénio realizadas nessa etapa foram realizadas na Incubadora Shaker SL-222
(Solab Cientifica).

Depois disso, os ossos lavados foram levados ao NBT para secagem em estufa a

37°C e moidos em um moinho com granulometria de 0,5-2 cm.

4.3 PRODUGAO DO HIDROGEL

ApOs a moagem, 0S 0SSOS passaram por um processo de desmineralizagdo para
retirada dos minerais. A desmineralizagcao foi feita com HCI (0,5M) a uma
concentragcéo de 25 mL/g de osso por 24 horas. Apds esse processo, 0 0SSO passou
por uma lavagem com acido peracético 0,2% seguida de 10 lavagens de 15 minutos
cada com agua destilada na concentragao de 100 mL/g e depois 2 com PBS (1x)
estéril na mesma concentragao. Apos lavados, foram liofilizados e armazenados a -

80°C até o uso.

A producéao do hidrogel fetal e adulto foi feita de acordo com o protocolo de Sawkins
et al. (2013) com algumas modificagdes. Os ossos moidos descelularizados e lavados
foram digeridos com pepsina 1 mg/mL em HCI (0,01 M) formando a solugao pré-gel

10 mg/mL, que foi armazenada a -20 °C até o uso.

A gelificagao foi feita adicionando-se 1/10 do volume de PBS (10x) (pH 7,4) e NaOH
(0,1M) até atingir o pH 7,4. Todas as solugbes estavam mantidas a 4°C. Apos isso, o

pré-gel foi colocado a 37°C por 1 hora para a gelificagéao.

4.4 AVALIACAO DA DESCELULARIZACAO
4.4.1 Quantificagdao de DNA

Para realizar a analise de determinagao de conteudo de DNA, foi utilizado protocolo
de extragdo salina anteriormente descrito na literatura (HANOTTE; BRUFORD;
BURKE, 1992) com algumas adaptagcbes. As amostras de ossos bovinos moidas
Adulto Controle (AC, n=8), Adulto Descelularizado (AD, n=8), Fetal Descelularizado
(FD, n=8) e Fetal Controle (FC, n=8) foram alocadas em microtubos de 2 mL estéreis
contendo solugéo de lise composta por 410 yL de buffer de extragédo (0,2 mL Tris 1M
pH8/0,4mL NaCl5M /0,4 mL EDTA 0,5M pH 8 / 19 mL de agua ultrapura), 80 pL de
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SDS a 10% e 15uL de proteinase K (Ludwig Biotec) (20 pg/uL). Em seguida, os tubos
foram incubados a 55 °C overnight. Apds incubacgao, os tubos foram centrifugados a
13.700 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para novos microtubos e a
eles adicionados 180 pyL de NaCl 5M, as amostras foram homogeneizadas até a
formacgao de um precipitado de cor branca. Os tubos foram novamente centrifugados
a 13.700 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi novamente transferido para novos
microtubos e foram adicionados 800 uL de isopropanol gelado. Os microtubos foram
homogeneizados e centrifugados a 13.700 rpm, agora por 7 minutos. O sobrenadante
foi descartado. No tubo remanescente, foram adicionados 250 pL de etanol a 80%
homogeneizados suavemente. Os microtubos foram centrifugados a 13.700 rpm por
mais 7 minutos, e a eles novamente foram adicionados 250 pL de etanol a 80% e
homogeneizados suavemente. Fez-se novamente a centrifugacdo dos microtubos a
13.700 rpm por 7 minutos e o sobrenadante foi descartado. O etanol residual foi
evaporado a 55 °C por 30 minutos em estufa estéril. O DNA contido nos microtubos
das amostras foi ressuspenso em 50 yL de agua ultrapura e mantidos overnight em
geladeira (4 °C) para diluigdo. Por fim, procedeu-se com leitura em equipamento
espectrofotdbmetro (Modelo NanoDrop® 2000, Thermo Scientific) no Laboratério
Multiusuario de Analises Biomoleculares (LABIOM) do Centro de Ciéncias da Saude
— CCS/UFES.

4.4.2 Determinacao de SDS Residual

A determinacao de SDS residual foi realizada utilizando uma adaptacéo do ensaio de
azul de metileno descrito anteriormente na literatura por Zvarova et al. (2016).
Inicialmente, foi confeccionada uma curva padréao de SDS a partir de uma solucéo de
SDS a 2%. Foram transferidos 1 mL da solucédo de SDS a 2 % para um tubo contendo
1 ml de azul de metileno a 0,0125%. A partir dessa solugéo, agora com concentragéo
de SDS a 1%, foram realizadas diluicbes em 87pontos distintos (0,5% até 0,01%) e
em seguida prosseguiu-se com a leitura das diluicdes em triplicata a 650nm em
Espectrofotdmetro. Para a mensuragéo de SDS residual, foram utilizados os hidrogéis
(fetal e adulto), todos eles realizados em quadriplicata. Para a quantificagcéo, 5 uL de
cada amostra foram transferidos para microtubos de 2 mL, e em seguida foram
pipetados igualmente em cada tubo, volume de 495 L de solugdo de azul de metileno
a 0,0125%. As amostras foram agitadas e em seguida deixadas em repouso por 30

minutos. Posteriormente foi adicionado 1 mL de cloroférmio em cada microtubo,
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depois agitadas e deixadas descansar por 30 minutos. As amostras foram lidas em

triplicata na faixa de 650 nm em espectrofotdmetro.

4.4.3 Analise Quantitativa de Colageno

Para quantificagdo do colageno foi utilizado o teor do aminoacido hidroxiprolina e foi
utilizado protocolo adaptado de métodos anteriormente descritos na literatura
(EDWARDS; O 'BRIEN, 1980; REDDY; ENWEMEKA, 1996).

Nessa andlise, os ossos moidos in natura (controle) e descelularizados foram
inicialmente desmineralizados com HCI (0,5M) por 24 horas (em agitacédo) a uma
concentracao de 25mL/g. Apds a etapa de desmineralizagdo, as amostras de tecido
foram pesadas e acondicionados em tubos de 15 mL contendo 50 pL de hidréxido de
sédio (7N) para realizagdo de hidrolise alcalina. Como branco, foi utilizado um tubo
contendo apenas 50 pL de hidréxido de sédio, que foi submetido a todas as etapas do
processamento. Os tubos foram autoclavados a 120 °C (p = 98,1 kPa) por 40 minutos.
Posteriormente, foram adicionados aos tubos, o volume de 50 uL de acido sulfurico
(3,5 M) para acidificagdo do hidrolisado. Neste momento, as amostras diluidas em 100
uL foram avolumadas, adicionadas com 900 pL de agua destilada. Uma aliquota de

50uL foi transferida para novo microtubo.

A curva padrdo de hidroxiprolina foi confeccionada a partir de solugao com 1000
Mg/mL do aminoacido. As diluicbes foram realizadas de forma seriada com agua
destilada na proporcdo 1:1, de modo que os diluidos presentes nos microtubos
apresentavam concentragdes entre 1 e 0,00048 mg/mL de hidroxiprolina. De cada

microtubo diluido, também foram transferidos 50 pL para novos microtubos.

Foram adicionados aos microtubos de amostras, de aliquotas da curva padrao, e ao
branco, 450 pyL de Cloramina T (0,0025M). Apos 25 minutos, em temperatura
ambiente, foram adicionados aos tubos 500 pL de reagente de Erlich (0,5M) e em
seguida foram mantidos em banho maria a 60 °C por 15 minutos. Por fim, as amostras
foram aliquotadas em microplaca de 96 pocos, em ftriplicata, e foram lidas a
absorbancia de 560 nm em leitor de placa (Modelo Varioskan Flash, Thermo Fisher).
Os valores de absorbancia obtidos foram calculados utilizando a equacao da curva

padrao.
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4.5 ANALISE POR INFRAVERMELHO (FTIR)

Amostras de hidrogel de origem fetal e adulta (n= 3), previamente liofilizadas, foram
analisadas usando um espectroscépio (FT-MIR FTLA 2000 Bomem). Todos os
espectros foram observados na faixa de 500 a 4500 cm-1 para aquisi¢ao de dados, a
uma taxa de 4 cm-1, com 50 varreduras para cada amostra, seguida de analise
espectral para comparagao. Todas as analises foram feitas no Origin Pro 8.5 (Origin
Lab Corporation, Northampton, MA, EUA).

4.6 ANALISE ELEMENTAR (CHN)

Para quantificagdo dos elementos Carbono (C), Hidrogénio (H) e Nitrogénio (N),
amostras de hidrogel de origem fetal e adulta (n= 4) foram liofilizadas, pesadas e
analisadas usando o FlashSmart Elemental Analyzer (Thermo Scientific, EUA). A
inferéncia da porcentagem de proteina bruta foi determinada usando o fator proposto
por Jones (1931): % proteina bruta = %N x 6.25.

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As amostras de hidrogel fetal e adulta foram liofilizadas e depois cobertas de ouro em
metalizador (Desk V, Denton Vaccum). Para visualizagao das amostras e captura de
imagens, foi utilizado microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV operado

a 20KV com filamento de Tungsténio).

4.8 AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DOS HIDROGEIS
4.8.1 Cultivo das Células-Tronco Mesenquimais (CTM’s)

Foram coletadas amostras de tecido adiposo humano de aproximadamente 0,5 cm?
de didmetro obtida de cirurgias ortopédicas de corregao. A coleta das amostras foi
realizada no Hospital Infantil Nossa Senhora da Gléria, Vitoria (ES) que seguiram para
o Nucleo de Genética Humana e Molecular da UFES (NGHM-UFES). Essa pesquisa
teve aprovacao pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos sob o numero
do parecer CAAE: 2.171.595.

O processo de cultura celular a partir do tecido adiposo coletado foi realizado baseado
no protocolo de Zuk (2001). O fragmento de tecido adiposo coletado foi lavado
extensivamente com PBS (1x), para a remogédo de impurezas e cortado em
fragmentos menores. Esses fragmentos foram cultivados em meio basal DMEM- high

glucose (Invitrogen, South America) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino
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(SFB) (Invitrogen, South America) e 1% (v/v) de antibidtico/antimicotico (Sigma
Aldrich, EUA) e incubadas por 37°C/5% COZ2. Ao atingir uma confluéncia de 80-90 %,

as células foram submetidas ao processo de cultura secundaria.

Essas células foram entdo analisadas a partir de testes de diferenciacédo celular
(condrogénica, adipogénica e osteogénica) e entdo sugeridas como células-tronco

mesenquimais (CTM’s) pelo grupo de pesquisa do NGHM-UFES e cedidas ao NBT.

Para cultura de rotina, as CTM’s foram incubadas a 37°C/5% COZ2 com meio basal
StableCell™ DMEM- high glucose (Sigma Aldrich, EUA) suplementado com 10% (v/v)
de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, South América) e 1% (v/v) de
antibiético/antimicético (Sigma Aldrich, EUA) e a troca do meio de cultura foi realizada
a cada 3 dias. As células foram visualizadas e fotografadas através do microscopio

Axio Observer 3 da Zeiss.

4.8.2 Avaliacao da Proliferacao e Viabilidade Celular

Para a avaliacdo da proliferacéo e viabilidade celular, as CTM'’s foram semeadas em
placas de 96 pocos na densidade de 10%pocgo e 100 uL de cada hidrogel (de origem
adulta e fetal) foram adicionados. Como controle foi utilizado CTM’s sem hidrogel.
Apods 1 e 5 dias de cultura, foi realizada a avaliacdo da proliferacao celular utilizando
o ensaio de MTT. Resumidamente, adicionou-se 50 pL de solugdo MTT (5mg mL-1)
(Sigma Aldrich, St.Louis, Missouri, EUA), a 450 yL de DMEM High-Glicose, em cada
poco e incubou-se durante 4 horas a 37° C, 5% CO2. Posteriormente, a solugao de
MTT foi descartada e foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico acido (HCI
0,04M em isopropanol) e a placa foi incubada durante 1 hora a 37 ° C para dissolver
os cristais de formazan. Em seguida, a absorbancia foi medida a 570 nm em um leitor
de placas (Modelo Varioskan Flash, Thermo Fisher). Os experimentos foram feitos em

septuplicata (n=7).

Para o calculo da porcentagem de viabilidade celular, todos os valores de absorbancia
foram subtraidos pelo branco da amostra. Em seguida a absorbancia do tratamento
com hidrogel (adulto/fetal) foi dividida sobre a absorbéncia do controle, ou seja:
viabilidade (%) = absorbancia das células com hidrogel/absorbancia das células

controle.
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4.9 AVALIACAO DA DIFERENCIACAO OSTEOGENICA NOS HIDROGEIS
4.9.1 Diferenciagao Osteogénica

A fim de avaliar a diferenciagcao osteogénica, as CTM’s foram plaquedas em placas
de 24 pocgos na densidade de 10%pogo. Apds atingirem cerca de 70% de confluéncia,
foram adicionados 500 uL de hidrogel de origem adulta e fetal (n=4) e como controle
foi utilizado CTM’s sem hidrogel (n=4). As células controle e os hidrogéis foram
induzidos com meio indutor de diferenciagdo contendo meio basal DMEM-high g
licose, SFB 10% (v/v), antibidtico 1% (v/v) Dexametasona 10-8 Mm 1% (v/v), 0,2 Mm
acido ascérbico 1% (v/v) e 10 mM de B-glicerolfosfato 1% (V/V). As células foram

induzidas a diferenciagao por 14 dias e a troca do meio foi realizada a cada 3 dias.

Para verificar a indugdo da diferenciacdo nos hidrogéis, também foi utilizado um
controle com hidrogel sem um meio indutor de diferenciagcdo (n=4) e Hidrogel sem
células (n=2). A troca também foi realizada com meio suplementado a cada 3 dias por
14 dias.

4.9.2 Coloragao com Vermelho de Alizarina S

Com a finalidade de visualizar os depdsitos de calcio das células diferenciadas, houve
a fixacao das células com 4% (v/v) de paraformaldeido durante 24 horas. Apds isso,
as placas foram lavadas duas vezes com PBS (1x) e, em seguida, foi adicionado uma
solugao de corante contendo 1% de vermelho de alizarina S (Isofar, Duque de Caxias-
RJ) e 1% de hidréxido de amdnia na proporcao de 10:1. Apés 15 minutos, o0 excesso
de corante foi removido com agua destilada e as placas foram mantidas abertas até a
secagem. As células foram visualizadas e fotografadas através do microscépio Axio

Observer 3 da Zeiss.

4.9.3 Quantificagao de Calcio

A analise quantitativa de calcio foi realizada de acordo com o protocolo de Almeida et
al. (2015). Para quantificar o calcio, 400 pl, de uma solugdo contendo 1% de acido
acético e 1% de metanol na proporcdo de 4:1 foi adicionada em cada pogo
previamente corada com vermelho de alizarina. Apds esta etapa as placas foram
levadas para o agitador durante 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a
absorbancia foi medida a 495 nm em um leitor de placa (Modelo Varioskan Flash,

Thermo Fisher). Os experimentos foram realizados em quadruplicada.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prisma (Prism 6,
GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Todos os dados foram expressos
como média * erro padrdo da média. A analise estatistica foi realizada avaliando a
normalidade dos dados através do teste de Shapiro-Wilk e utilizando o teste t de
Student para amostras independentes e ANOVA de uma e duas vias seguido do teste
de Tukey para multiplas comparagbes. As diferengas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 AVALIACAO DA DESCELULARIZACAO

A descelularizagdo dos blocos de ossos foi realizada utilizando o detergente SDS.
Esse detergente atua solubilizando as membranas celulares e as membranas
nucleicas, sendo muito eficaz para a remocédo de células. Porém, também pode
desnaturar proteinas, remover glicosaminoglicanos e fatores de crescimento e
promover alteragdes na estrutura, composi¢ao e bioatividade na matriz (HE, et al.,
2017).

Para o processo de descelularizagao, o presente estudo utilizou uma solucéo de SDS
com concentragdao quatro vezes maior para o 0sso adulto comparado ao osso fetal.
Além disso, foram incluidas lavagens desengordurantes de Metal/Cloroférmio

(proporgéao 1:1) para remogéao de células adiposas no 0sso adulto.

Os blocos de ossos descelularizados de origem adulta e fetal apresentaram um
aspecto esbranquicado sugerindo uma remogao de células (SAWKINS et al., 2013).
Apobs o processo de descelularizagdo, os blocos de osso foram moidos e, em seguida,
desmineralizados para produgédo do hidrogel (Figura 1). Os blocos de osso adulto
apresentaram um maior tamanho de poro comparados com os blocos de osso fetal

(Figura 2), que pode ter influenciado na eficiéncia da descelularizagao.

A avaliacao da descelularizagao foi feita através da quantificacdo de DNA e de SDS

residual e hidroxiprolina.
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Figura 1. Blocos de ossos bovinos in natura (A). Bloco de osso bovino apds a etapa de
descelularizagéo (B e C). Ossos moidos desmineralizados para a producao do hidrogel (C e
D). Hidrogel derivado da MEC do osso (F e G). As figuras B, D e F representam amostras de
origem adulta e as figuras C, E e G representam amostras de origem fetal.
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Figura 2. Osso descelularizado adulto (A) e Fetal (B) observado na lupa. Aumento 10x. Barra
de escala: 2mm

5.1.1 Quantificagdao de DNA

De acordo com a literatura, a quantificacado de DNA residual € considerada o padréo
ouro para confirmacdao de descelularizagdo. Nesse estudo, foi realizada a
quantificacdo de DNA do osso descelularizado em comparagdo com nao-
descelularizado (Figura 1) e também do hidrogel adulto e fetal (Figura 3) para

avaliacao da eficiéncia do processo de remocgao de células.
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Figura 3. Concentragcao de DNA em ng/mg de tecido seco dos diferentes grupos. Fetal
Controle (FC, n=8), Fetal Descelularizado (FD, n=8), Adulto Controle (AC, n=8), Adulto
Descelularizado (AD, n=8). Os dados estdo expressos em média + EPM; (**p<0,01
descelularizados vs respectivos controles; Teste t ndo pareado).
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Com base nos resultados, € possivel afirmar que o protocolo de descelularizagcio
utilizado obteve sucesso ao promover uma queda significativa na quantidade de DNA
e consequentemente de células no tecido 6sseo. Quando se compara os valores de
DNA das amostras fetais controle (FC = 9650,95 ng/mg = 9010 n=8) e
descelularizadas (FD =24,23 ng/mg £ 17,27 n=8), verifica-se uma redugao significativa
(p = 0,0091) de aproximadamente de 99,75% de DNA para o tecido fetal.

Ja nas amostras de osso adulto, quando se compara os valores de DNA controle (AC
= 246,22 ng/mg + 119,08 n=8) e descelularizados (AD= 54 ng/mg £ 22,91 n=8) obtém-

se uma reducgéo significativa (p=0,0005) de aproximadamente 78%.

O tecido 6sseo adulto possui maior porosidade e maior nivel de mineralizagao quando
comparados ao tecido 6sseo fetal (QUELCH et al., 1983; WHITE, et al., 1991). No
processo de descelularizagao, essa caracteristica pode ter influenciado na agao do

detergente para remocgao das células.

O tecido nativo adulto (AC) apresentou menor conteudo de DNA do que o nativo fetal
(FC), isso pode estar relacionado com o tipo de amostra coletada do osso adulto, pois
sendo mais compacto e mineralizado, pode apresentar menor conteudo organico,

sangue e células, do que o osso fetal (LEI et al., 2015).

Esses valores sao muito semelhantes aos encontrados no estudo de Barros (2018).
A principal diferenca estd na concentracdo do detergente SDS utilizado para
descelularizar o tecido adulto 6sseo adulto. O presente estudo utilizou uma
concentracao quatro vezes maior comparado com o estudo de Barros, que pode ter
sido mais eficiente para remocao de células. Além disso, nesse estudo foram incluidas
lavagens desengordurantes de Metanol e Cloroférmio que podem ter ajudado na

remogao de células adiposas.

Inicialmente, foi estabelecido que os tecidos descelularizados nao deveriam
apresentar quantidade de DNA superior a 50 ng/mg de tecido seco (CRAPO;
GILBERT; BADYLAK, 2011). Os resultados obtidos para o tecido Osseo fetal
descelularizado se mostrou satisfatério a medida em que se encaixa no padrao
estabelecido por Crapo, Gilbert e Badylak (2011). Ja o tecido 6sseo adulto
descelularizado apresentou resultados um pouco superior ao recomendado por

Crapo, Gilbert e Badylak (2011), com uma média de 54 ng/mg de DNA por tecido seco.
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No entanto, alguns outros estudos relacionados a descelularizagdo de tecidos para
utilizagcdo em hidrogéis de MEC n&o utilizaram o parametro descrito por Crapo, Gilbert
e Badylak (2011) e expressaram seus achados com base na porcentagem de
descelularizacdo em comparacdo com o tecido nativo (FERNANDEZ-PEREZ;
AHEARNE, 2019; RAVICHANDRAN et al., 2021.). No estudo de Fernandes-Pérez e
Ahearne (2019), o valor encontrado foi de cerca de 80% de remocéo de DNA em
comparagao com tecido nativo, valor esse muito proximo ao encontrado nesse estudo,
que foi de 78%.

Ao analisar a quantidade de DNA residual presente nos hidrogéis, observa-se o
mesmo padrao daquele encontrado no tecido: a amostra fetal apresentando menor

quantidade de DNA comparado com a amostra adulta (Figura 4).
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Figura 4. Concentragcao de DNA em ng/mg de material seco dos diferentes grupos. Hidrogel
adulto (HA, n=4) e Hidrogel Fetal (HF, n=4). Os dados estao expressos em média £ EPM;
(*p<0,01 adulto vs fetal; Teste t ndo pareado).

Apos o processo de desmineralizagao do tecido e posterior lavagem e digestao, a
quantidade de DNA nos hidrogéis diminuiram ainda mais. O hidrogel de origem fetal
(HF=3,34 ng/mg  1,75) apresentou aproximadamente trés vezes menos DNA do que
o de origem adulta (HA=10,37 ng/mg * 2,38 n =4). E comum que 0s processos pos-
descelularizacdo para producdo do hidrogel diminua a quantidade de DNA e se

encontrem em uma faixa menor que 50 ng/mg (FU et al., 2016).
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5.1.2 Determinacao de SDS residual

A partir da curva padrao confeccionada com concentracbes de SDS entre 0,01% e
0,5% (R=0,989) (Figura 5), foram mensurados o teor remanescente de detergente em

amostras de hidrogel de origem adulta e fetal (Figura 6).
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Figura 5. Curva padrao de SDS confeccionada com concentra¢des entre 0,25% e 0,01%.
R=0,989.
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Figura 6. Detergente residual em amostras de hidrogel de origem adulta (HA, n=4) e de
origem fetal (HF, n=4). Os dados estao expressos como média + EPM.

Os resultados obtidos, ndo demonstraram diferenca significativa entre o hidrogel
adulto (HA= 0,0335% + 0,0027; n=4) e o fetal (HF=0,0338% % 0,0005 n=4).

Apesar da eficiéncia para remogao de células, sabe-se que o SDS € um detergente

citotoxico, responsavel por baixos niveis de crescimento celular em tecidos
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descelularizados (GRATZER; HARRISON.; WOODS, 2006; FERNANDEZ-PEREZ;
AHEARNE, 2019). Os ensaios utilizando células nos hidrogéis e a possivel

interferéncia do SDS residual sera discutido no tépico 5.5.2.

5.1.3 Analise Quantitativa de Colageno

O teor de hidroxiprolina é usado como parametro para estabelecer a quantidade de
colageno em tecidos. A literatura utiliza a relagdo que o aminoacido hidroxiprolina
forma 14,3% do colageno total no tecido 6sseo (SAWKINS et al., 2013).

A quantidade de hidroxiprolina presente nas amostras foi mensurado a partir da curva
padrao confeccionada com concentragdes de hidroxiprolina entre 1 e 0,00048 mg/mL
(R=0,9907) (Figura 7).
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Figura 7. Curva padréo de hidroxiprolina confeccionada com concentragées entre 1 e 0,00048
mg/mL.

Os resultados da concentracdo de hidroxiprolina nos ossos ndo descelularizados

(controle), descelularizados estdo demonstrados na Figura 8.
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Figura 8. Concentracao de hidroxiprolina por mL de tecido digerido. Adulto Controle (AC n=4),
Fetal Controle (FC, n=4), Adulto Descelularizado (AD, n=4), Fetal Descelularizado (FD, n=4).
Os dados estao expressos em média + EPM; Teste t ndo pareado.

Com base nos resultados de amostras controles (AC 29,51 £ 5,17 n=4; FC 35,14 £ 6
n=4) e descelularizadas (AD = 31,3 mg/mL % 6,35 n=4; FD=35,4 mg/mL % 1,83 n=4),
é possivel afirmar que o processo de descelularizagdo manteve as concentragdes de
hidroxiprolina tanto para o osso adulto (p= 0,6731), quanto para o osso fetal (p=
0,9291).

O colageno é um componente essencial da MEC 6ssea e desempenha um importante
papel na formacao dssea. Pesquisas sugerem que o colageno promove a proliferagao
e diferenciacéo de células-tronco mesenquimais ésseas e induz a osteogénese. O
colageno mineralizado também tem um papel unico na aceleragdo da regeneragéo
Ossea (LI, et al., 2021).

De acordo com Friedrich et al. (2017), quanto maior a concentragado de detergente
utilizada no processo de descelularizagdo, maior € a probabilidade de remover
moléculas importantes de matriz, como colageno, glicoproteinas, e principalmente
glicosaminoglicanos. Os resultados desse estudo sugerem que a concentragdo de
detergente utilizada para descelularizagao, tanto do osso adulto quanto do osso fetal,
nao comprometeu, de maneira significativa, o conteudo de colageno presente na

matriz extracelular.

Além disso, também n&o houve diferenga significativa entre a quantidade de

hidroxiprolina no osso fetal e adulto (p=0,2616). Tal resultado corrobora com o estudo
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de Field et al. (1974), pois ao analisar a porcentagem de hidroxiprolina em matéria
seca e sem gordura de 0ssos bovinos jovens (2-5 meses) e adultos (48-96 meses),

também nao foi demonstrado diferenca significativa entre eles.

Os hidrogéis derivados de MEC s&o reticuladas pela molécula de colageno para
formar uma rede tridimensional. Quanto maior a quantidade desse polimero, maior
sera o grau de reticulacdo e mais rigido ficara o hidrogel. Sabe-se que a rigidez do
hidrogel influencia na quantidade e qualidade das células, podendo afetar a
proliferagdo, viabilidade e diferenciagéo celular (LV et al., 2008; TAN et al., 2014).
Esses resultados sugerem que a quantidade de colageno presente em amostras fetais
e adultas sdo semelhantes e, portanto, ndo devem se diferenciar em relagdo a sua

rigidez.
5.2 ANALISE POR INFRAVERMELHO (FTIR)

Para caracterizar quimicamente o hidrogel de origem adulta e fetal, utilizou-se a
analise por infravermelho. Como mostrado na Figura 9, os dados espectrais do
hidrogel adulto e fetal ndo demonstraram diferenga em relagéo aos picos encontrados.
Os resultados sugerem que os hidrogeis sdo compostos por proteinas formadoras do
colageno. A analise de FTIR mostrou bandas de amida tipicas em 1650, 1547 e 1235
cm-1, indicando alongamento C=0O (Amida 1), deformacdo N-H (Amida Il) e
deformagéo N (Amida IlIl), respectivamente (AHN, et al., 2017; PAVIA, et al., 2010).

Essas bandas mostram a conformagao do esqueleto proteico (RYGULA et al., 2013).

Tanto o sulfato de condroitina quanto o sulfato de heparina contém bandas na faixa
de 1000 cm-1 a 1300 cm-1, indicativos de trecho S=0 e R-SO3. Dessa forma, nas
amostras de hidrogel adulto e fetal foi encontrado um pico em 1067 cm-1, que pode
indicar a presenca de glicoaminoglicanos (GAGs) (SEIF-NARAGHI, et al. 2012;
PAVIA, et al., 2010).
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Figura 9. Analise de infravermelho evidenciando o espectro do hidrogel de origem fetal (linha
preta) e o hidrogel de origem adulta (linha vermelha) de maneira comparativa e representativa.

5.3 ANALISE ELEMENTAR (CHN)

Para identificagdo e determinagdo da composigdo das amostras de hidrogel adulto e

fetal foi utilizado a analise elementar de CHN, que determina os teores de carbono,

hidrogénio, nitrogénio (Figura 10).
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Figura 10. Analise elementar do hidrogel fetal (preto) e adulto (cinza) referente aos elementos
carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N). Os dados estdo expressos em média + EPM.

O nitrogénio total da analise CHN pode ser convertido em proteina bruta utilizando o
fator tradicional proposto por Jones (1931) (LOURENCO et al., 2002; JONES, 1931).
Dessa forma, a inferéncia da porcentagem de proteina bruta no hidrogel adulto e fetal
foi determinada usando %N x 6.25 (Figura 11).
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Figura 11. Inferéncia da porcentagem de proteina bruta no hidrogel adulto (HA) e no hidrogel
fetal (HF). Os dados estdo expressos em média £+ EPM; (*p<0,0001 fetal vs adulto; Teste t
Student).

Com base nos resultados, o hidrogel fetal (HF= 58,9% + 5,14) apresentou uma
diferenga significativa em relagdo a porcentagem de proteina bruta em comparagao
com o hidrogel adulto (HA =15,28% + 0,88) (p<0,0001).
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A quantidade de matriz organica presente no osso fetal € superior comparado ao
adulto (QUELCH et al., 1983; WHITE, et al., 1991). Logo, o osso adulto tem uma
quantidade maior de matriz mineralizada quando comparado com o osso fetal. Essa
matriz mineralizada € composta principalmente por cristais de hidroxiapatita
(Ca10(PO4)6(0OH)2) (UNAL; CREECY; NYMAN, 2018).

Dessa forma, € esperado que a porcentagem de proteina bruta seja maior no hidrogel
fetal quando comparado ao hidrogel adulto, ja que o osso adulto possui uma maior
porcentagem de compostos inorgénicos, como Calcio e Fosforo em sua matriz,

quando comparado ao osso fetal.

Esse estudo corrobora com o estudo de Quelch et al. (1983), no qual também foi
encontrado uma maior quantidade de proteina (mg/g de 0ss0) no 0sso de um neonato

quando comparado a um 0sso de origem adulta.

Esse resultado pode influenciar no processo de diferenciacéo celular, visto que os
elementos organicos do osso podem exibir maior efeitos de diferenciagdo do que os

elementos inorganicos (AN, et al., 2015).

5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura possibilitou a observagao da microarquitetura
dos hidrogéis derivados de MEC de o0sso bovino adulto e fetal e esta demonstrada na

Figura 12.
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Figura 12. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura da arquitetura dos
hidrogéis de MEC de osso adulto (A, B e C) e de osso fetal (D, E e F). Barra de escala: A e
D: 100 ym, B e E: 50 um e C e F: 10 ym. Com 250x, 500x, 1.000x de magnificacao,
respectivamente.

A partir dessas imagens, é possivel a visualizagdo do arcabougo proteico dos
hidrogéis contendo principalmente proteinas colagenas para formar uma rede

tridimensional.

Muitos estudos utilizam o método de criofratura e desidratagcao seriada com etanol
para visualizagao das fibras colagenas no interior do hidrogel (SAWKINS et al., 2013;
FERNANDEZ-PEREZ; AHEARNE, 2019; ASTON, et al., 2016). Esse método tem
potencial para oferecer insights mais auténticos sobre a estrutura nativa dos hidrogéis
(ASTON, et al., 2016). Porém, nao foi possivel a realizacdo desse método no hidrogel

desenvolvido nesse estudo por conta da sua baixa viscosidade.

As imagens obtidas nesse estudo sdo semelhantes ao encontrado no estudo de
Amaral (2018), que também preparou um hidrogel a partir de MEC de osso bovino e
realizou as imagens utilizando o hidrogel liofilizado para visualizagdo da

microarquitetura do hidrogel.
5.5 AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DOS HIDROGEIS
5.5.1 Cultivo das Células-Tronco Mesenquimais (CTM’s)

As CTM’s apresentaram uma morfologia tipica fibroblastéide, na qual as células séao
alongadas e fusiformes, conforme descrito por Motaln e Schichor (2010) (Figura 13).
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Figura 13. Células-tronco mesenquimais demonstrando sua morfologia fusiforme. Barra de
escala: A: 100 um, B: 50 um. Aumento de 100x e 200x, respectivamente.

5.5.2 Avaliagao Da Proliferacao e Viabilidade Celular

O ensaio de proliferagao e viabilidade celular € uma avaliacdo basica e essencial
realizada para determinar a biocompatibilidade de materiais usados na biomedicina
(CAPELLA et al., 2019). Para essa avaliagao foi utilizado o ensaio de MTT. Nesse
ensaio, as CTM’s foram cultivadas apenas com meio suplementado, que foi utilizado
como controle, e com os hidrogéis de origem adulta e fetal. Esse ensaio foi feito em
dois tempos: 1 e 5 dias apds a exposicao das células com o biomaterial. A absorbancia

€ diretamente proporcional a proliferagao celular (Figura 14).
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Figura 14. Avaliagao da proliferagao celular por MTT do controle (n=7), hidrogel fetal (n=7) e
hidrogel adulto (n=7) apds 1 e 5 dias de cultivo celular. Os dados estao expressos em média
+ EPM; (**p<0,01 dia 1 vs dia 5 dos respectivos ensaios. Teste t de Student; *p<0,0001
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controle vs hidrogel fetal; # p< 0,001 controle vs hidrogel adulto; 2-way ANOVA seguido pelo
Teste de Tukey).

Entre o0 1° e 0 5° dia de cultivo das CTM’s houve proliferagao celular em todos os
ensaios feitos (**p<0,01). Esse resultado sugere que as células presentes nos
hidrogéis e no controle se adequaram ao meio e obtiveram uma proliferagao

significativa.

Apos 24 horas de exposicado ndo houve diferenga estatistica em relacéo a proliferagao
do controle com os hidrogeis (p>0,1), e a viabilidade celular para ambos os hidrogéis

se deu em torno de 80%.

Porém, depois de 5 dias de exposicao das células ao biomaterial, foi encontrado
diferenga estatistica entre a proliferacdo do controle (0,39 + 0,06; n=7) com o hidrogel
adulto (0,30 + 0,03; n=7) (# p<0,0069) com o hidrogel fetal (0,26 + 0,04; n=7)
(*p<0,0001). Nao foi demonstrado diferenca estatistica entre a proliferacao do hidrogel
adulto em relagéo ao fetal (p=0,38). Em relacéo a viabilidade celular calculada, foi

encontrada 76% de viabilidade para o hidrogel adulto e 66% para o hidrogel fetal.

Hidrogéis de MEC ja demonstraram boa biocompatibilidade com células humanas e
animais. Sawkins et al. (2013) demonstraram que hidrogel de MEC &éssea promoveu
a proliferacao de células da calvaria de camundongos quando comparados a hidrogel
de colageno do tipo I. Além disso, Paduano et al. (2017) demonstrou que seu hidrogel
derivado de MEC 6ssea mantinha a viabilidade celular quase que em 100% nas CTM'’s

derivadas de polpa dentaria.

Um dos fatores que poderia estar influenciando na viabilidade dos hidrogéis apés 5
dias seria a presenga de SDS residual nas amostras, visto que esse detergente é
considerado citotéxico para as células (GRATZER; HARRISON; WOODS, 2006;
(FERNANDEZ-PEREZ; AHEARNE, 2019).

O estudo de Zvarova et al. (2016) avaliou o impacto da concentragcao de SDS residual
em diferentes tipos celulares e observou que existe um limiar de concentragao
diferente para cada tipo de célula. Nas CTM’s humanas, o limiar citotéxico encontrado
foi de 0,002%, mais de dez vezes maior do que o encontrado nesse estudo (0,03%).
Logo, esse resultado sugere que o SDS residual presente nas amostras de hidrogel,

tanto fetal quanto adulto, pode estar influenciando na proliferagao celular.
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Apesar da viabilidade celular encontrada para o quinto dia ndo ser considerada alta
(>85%) (ROUILLARD et al., 2011; WUST et al., 2014), KIM et al. (2007) testaram
hidrogel em CTM’s humanas e encontrou uma viabilidade em torno de 70% e os testes
in vivo em defeitos 6sseos em ratos ndo demonstraram nenhuma resposta
inflamatoria. Isso sugere que ha necessidade de mais estudos que relacionem com
maior nivel de precisao a porcentagem de viabilidade celular adequada e estudos in

vitro e os efeitos in vivo em scaffolds para uso na bioengenharia tecidual.

5.6 AVALIACAO DA DIFERENCIAGCAO OSTEOGENICA NOS HIDROGEIS

Para avaliar o potencial da diferenciagdo osteogénica nos hidrogéis, foi feita a
coloragdo com vermelho de alizarina seguida da analise quantitativa de calcio. Para
esse ensaio, CTM’s com e sem hidrogéis de origem adulta e fetal foram cultivados

com e sem 0 meio osteogénico.

Durante o processo de diferenciacdo osteogénica, as células comegcam a se
diferenciar em células dsseas e depositam proteinas e calcio na MEC. A coloracao
com vermelho de alizarina ira corar justamente esses depositos de calcio (ALMEIDA
et al., 2015).

As imagens obtidas da diferenciagcado osteogénica das células controle e nos hidrogéis

corados com vermelho de alizarina estdo mostradas na Figura 15.
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Figura 15. Imagens de microscopia da coloragdo com Vermelho de Alizarina evidenciando a
diferenciacdo osteogénica. Células controle com (A) e sem (B) meio de diferenciacao;
Hidrogel Adulto (C e D) e Hidrogel Fetal (E e F) com meio indutor de diferenciacao. Hidrogel
Adulto (G) e Fetal (H) sem meio indutor de diferenciagéo. Todas as imagens foram obtidas
com aumento de 100x. Barra de escala: A, C, D, E, F e H:100 ym; B: 20 um; G: 50 ym
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As células controle (A) com meio de diferenciagao apresentaram uma morfologia
diferente das CTM’s (B), ndo sendo fibroblastéide e apresentando morfologia
espraiada, sugerindo serem células 6sseas (SUN et al., 2018; ALMEIDA et al., 2015).

A coloragao com Vermelho de Alizarina evidenciou os depdsitos de calcio das células
diferenciadas no hidrogel adulto e fetal, tal como observado no estudo de Almeida et
al. (2015). E possivel observar a presenca de alguns debris, que s&o fragmentos de
corante que nao foram removidos com as lavagens. Esse problema pode ser
solucionado através da filtragem do corante em papel filtro e a adicdo de mais

lavagens com agua destilada.

Nao foi possivel observar com muita clareza a presenca de células nos hidrogéis. Isso
provavelmente se deve ao préprio processo de coloragdo que retirou o hidrogel,
podendo ter removido também as células. Porém, o calcio depositado por essas
células permaneceu e foi evidenciado pela coloragao, sugerindo que haviam células
ali. Para a confirmacao que os depdsitos de calcio foram produzidos pelas células e
nao sao resquicios minerais do proprio hidrogel, foi feito um controle dos hidrogeis

sem células e ndo houve coloracéo (Figura 16).

Figura 16. Coloracdo com Vermelho de Alizarina observado na placa de plastico para
cultura.HA com MD: Hidrogel Adulto com meio de diferenciacdo osteogénico; HF com MD:
Hidrogel Fetal com meio de diferenciacdo osteogénico; HA sem MD: Hidrogel Adulto sem meio
de diferenciagdo osteogénico; HF sem MD: Hidrogel Fetal sem meio de diferenciagéo
osteogénico; HA sem células: Hidrogel Adulto sem células; HF sem células: Hidrogel Fetal
sem células.

De acordo com a Figura 14, pode-se observar que a coloragdao com Vermelho de
Alizarina no hidrogel fetal com (E e F) e sem meio indutor de diferenciagdo (H) se
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mostrou com um numero maior de depdsitos de calcio comparado com o hidrogel
adulto (C e D). Para quantificar esses depdsitos e avaliar o potencial de indugéo de

diferenciagao osteogénica foi feita a analise quantitativa de calcio (Figura 17).
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Figura 17. Quantificagdo de calcio com e sem meio indutor de diferenciagao das amostras
controle, hidrogel adulto e hidrogel fetal (**p<0,005 hidrogel fetal sem meio osteogénico vs
hidrogel fetal com meio osteogénico. Teste t de student; # p< 0,001 controle vs hidrogel fetal,
* p< 0,001 hidrogel fetal vs hidrogel adulto 2-way ANOVA pés-teste de Tukey).

Com base nos resultados, pode-se observar que a quantificagao de calcio com e sem
meio osteogénico no hidrogel fetal foi maior quando comparado com controle (p=
0,0001) e com o hidrogel adulto (p=0,0001). Esses resultados sugerem que o hidrogel
fetal teve uma maior indugao a diferenciagcdo osteogénica quando comparado ao

controle e ao hidrogel adulto.

Na analise de CHN realizada neste estudo, foi encontrado uma maior porcentagem
de matéria organica para o hidrogel fetal em comparagao com o hidrogel adulto. O
estudo de An et al. (2015) avaliou a diferenciagédo osteogénica em biomateriais de
origem organica e inorganica e encontrou resultados significativamente maiores de
marcadores osteogénicos, como fosfatase alcalina e osteocalcina, para biomateriais
de origem organica. Esse estudo concluiu que os elementos organicos do 0sso podem

exibir maior efeitos de diferenciagdo em células do que os elementos inorganicos.
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Dessa forma, neste estudo, pode ser que a maior quantidade de matéria organica
presente no hidrogel fetal induziu mais a diferenciagdo osteogénica do que o hidrogel

adulto que obteve quantidades menores de matéria organica.

Além disso, a matriz dssea fetal possui caracteristicas que se diferenciam da matriz
adulta. A osteonectina € uma das proteinas n&o colagenas mais abundantes na MEC
Ossea fetal e tem um importante papel no processo de mineralizagdo éssea ao mediar
a ligacao de Ca+ e apatita ao colageno tipo | (CONN; TERMINE, 1985). Esse e alguns
outros componentes como fatores de crescimento, enzimas e outras proteinas que
estdo presentes na MEC d&ssea fetal podem estar influenciando no processo de
diferenciagao celular e sendo o motivo pelo qual observa-se um maior nivel de

mineralizagao dssea no hidrogel fetal do que no hidrogel adulto neste estudo.

N&o ha artigos na literatura que utilizam MEC d&ssea fetal para desenvolver
biomateriais na engenharia de tecidos. O hidrogel derivado de MEC fetal desenvolvido
nesse trabalho € inédito apresenta um grande potencial para estudos dentro da
bioengenharia tecidual e pode ser um aliado na busca por biomateriais que promovam

a regeneragao ossea.

Os hidrogéis derivados de MEC éssea ja demonstraram aumentar a porcentagem do
volume 6sseo e mineralizagdo em modelos in vivo (GOTHARD et al., 2015). Isso
sugere que a MEC preserva em sua composicdo fatores que estimulam a
diferenciagao osteogénica, tanto in vitro (PADUANO et al., 2016, ALOM et al., 2017)
como in vivo (GOTHARD et al., 2015).

A analise quantitativa de calcio a partir da coloragao com vermelho de alizarina para
avaliar a mineralizacao 6ssea ja foi utilizada em diversos estudos (ALMEIDA et al.,
2015; ABAGNALE et al., 2015; ZHANG et al., 2009) incluindo em estudos que utilizam
scaffolds de hidrogel na engenharia de tecidos (XAVIER et al., 2015; FANG et al.,
2016). Porém, diversos outros estudos que avaliam a diferenciagao osteogénica em
hidrogéis de MEC 6ssea, verificam também o nivel de marcadores osteogénicos nas
células (principalmente de sialoproteina éssea e osteocalcina) através de analise de
citometria de fluxo ou PCR em tempo real (AMARAL et al.,, 2020; SPANG;
CHRISTMAN, 2018; PADUANO et al., 2017). Essas analises confirmam com maior
nivel de precisdo a quantidade de marcadores que estdo sendo expressadas pelas

células e assim avaliam o nivel de diferenciagao celular. Sendo assim, a utilizagéo de
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marcadores osteogénicos poderia enriquecer e complementar os resultados obtidos

neste trabalho.

As andlises realizadas neste estudo focaram na avaliagdo do potencial biolégico dos
hidrogéis, isto €, sua biocompatibilidade e capacidade de diferenciagdo in vitro.
Porém, o grande desafio da busca de biomateriais compativeis para aplicagado na
bioengenharia de tecidos, envolvem caracteristicas além da biocompatibilidade e
capacidade de diferenciacao in vitro, como boas propriedades mecanicas. Sabe-se
que as caracteristicas mecanicas de um biomaterial influenciam o comportamento

celular, como sua proliferagéo, viabilidade e diferenciacao (TAN et al., 2014).

Estudos que desenvolvem hidrogéis também avaliam a reologia, viscosidade e a
cinética de gelificagdo turbidimétrica (SAWKINS et al., 2013; PADUANO et al., 2017
MASSENSINI et al., 2015). Dessa forma, como complementacdo desse estudo,
sugere-se a realizagcdo de ensaios que avaliem as propriedades mecanicas desses
hidrogéis para melhor compreensdo de sua aplicabilidade na bioengenharia de

tecidos.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho foi produzido com sucesso um hidrogel a partir de MEC 6ssea de
origem bovina adulta e fetal. O processo de descelularizagdo se mostrou efetivo com
reducéo de cerca de 99% de DNA para o osso fetal e 78% para o osso adulto. Além
disso, o processo utilizado parece ter preservado os componentes de MEC,

principalmente o colageno.

O biomaterial desenvolvido nesse trabalho apresentou biocompatibilidade in vitro
demonstrando proliferacao celular em todos os ensaios feitos. Os resultados que
avaliaram a diferenciagdo Ossea sugeriram um maior nivel de diferenciagcéo
osteogénica em CTM’s do hidrogel fetal em comparagdo como o hidrogel adulto. Isso
provavelmente teve relagdo com a quantidade de matriz organica e outros

componentes como enzimas e fatores de crescimento presentes na MEC fetal.

O hidrogel de origem fetal desenvolvido nesse trabalho é inédito e apresentou um
grande potencial para a bioengenharia tecidual e pode ser um aliado na busca por
biomateriais que promovam a regeneragao o0ssea. Porém, sdo necessarios mais

estudos para confirmar o que foi descoberto e discutido neste trabalho.

Além disso, o presente estudo focou na avaliagéo biolégica dos hidrogéis, através de
analises bioquimicas e ensaios de proliferacdo e diferenciagao in vitro, € sugerido
avaliar também suas propriedades mecanicas, pois sabe-se que ela tem grande
influéncia sobre o comportamento celular. Dessa forma, o conjunto dessas analises
podera contribuir de maneira significativa na descoberta de biomateriais aplicaveis na

bioengenharia de tecidos 6sseos para o reparo 0sseo.
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8 PERSPECTIVAS

Os hidrogéis desenvolvidos neste trabalho, em especial o hidrogel fetal,
demonstraram potencial para estudos em modelos in vivo visando possiveis
aplicagdes em seres humanos para o reparo 6sseo. Porém para serem realizados
testes em seres vivos € necessario primeiro: reduzir a quantidade de SDS residual a
partir de lavagens apos a descelularizagdo para avaliar se ha diminuigdo da
citotoxicidade celular nos hidrogéis; avaliar a diferenciagdo osteogénica a partir de
analise de marcadores osteogénicos e avaliar as propriedades mecanicas do hidrogel

a partir de analise de sua reometria e viscosidade.
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