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RESUMO

A regeneracdo de defeitos 0sseos de diferentes origens ainda se apresenta como
um desafio nas areas médica e odontoldgica. Atualmente, sao utilizados inimeros
substitutos 0sseos em procedimentos de enxertia decorrentes de lesées ou
traumas. Contudo apenas alguns conseguem promover interagdes bioquimicas
com o organismo, sendo os alvos das pesquisas em regeneracao tecidual éssea.
Diante disso, a bioengenharia de tecidos é responsavel por avaliar a capacidade de
osteointegracao, interacdo direta entre 0 0sso e o0 biomaterial implantado, que
promove uma rapida adesdo e maior qualidade no procedimento. Resultados de
pesquisas anteriores do Nucleo de Biotecnologia Tecidual mostraram produzir um
arcabouco descelularizado a partir de tecido 6sseo fetal com caracteristicas
morfoldgicas ideais para ser um novo e promissor biomaterial 6sseo. Continuando
as pesquisas, esse projeto tem como objetivo avaliar a citotoxicidade do biomaterial
guando em contato com células tronco mesénquimas (CTM). Foram realizados a
descelularizacdo do biomaterial 0sseo fetal de origem bovina e em seguida
analisados o valor do DNA e SDS residual, composicdo elementar e teste de
citotoxicidade com células humanas derivadas do mesénquima estromal de tecido
adiposo. Por fim, esse trabalho avaliou os Scaffolds 6sseos desenvolvidos nesse
trabalho apresentaram baixa biocompatibilidade in vitro demostrando na baixa

adesao das células no material.

Palavras-chave: osteogénese, matriz extracelular descelularizada, biomaterial,

bioengenharia tecidual.



ABSTRACT
The regeneration of bone defects of different origins is still a challenge in the medical
and dental fields. Currently, numerous bone substitutes are used in grafting procedures
resulting from injuries or trauma. However, only a few manage to promote biochemical
interactions with the body, being the targets of research in bone tissue regeneration.
Therefore, tissue bioengineering is responsible for evaluating the capacity for
osseointegration, a direct interaction between the bone and the implanted biomaterial,
which promotes rapid adhesion and higher quality in the procedure. Results of previous
research from the Tissue Biotechnology Center have shown to produce a decellularized
scaffold from fetal bone tissue with morphological characteristics ideal to be a new and
promising bone biomaterial. Continuing the research, this project aims to evaluate the
cytotoxicity of the biomaterial when in contact with mesenchymal stem cells (MSC). The
decellularization of fetal bone biomaterial of bovine origin was performed and then the
value of residual DNA and SDS, elemental composition and cytotoxicity test with human
cells derived from adipose tissue stromal mesenchyme were analyzed. Finally, this
study evaluated the bone scaffolds developed in this study showed low biocompatibility

in vitro, demonstrating the low adhesion of the cells to the material.

Keywords: osteogenesis, decellularized extracellular matrix, biomaterial, tissue

bioengineering.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo é o componente principal do esqueleto, serve de suporte
para os tecidos moles e protege 6rgaos vitais. Aloja e protege a medula
Ossea e proporciona apoio aos musculos esqueléticos. Além dessas
funcgdes, os ossos funcionam como depésito de célcio, fosfato e outros ions

gue auxilia na homeostase corporal (Junqueira & Carneiro, 2013).

O o0sso é constituido por uma fracao inorganica composto pela deposicao
de hidroxiapatita e agua compondo a maior parte do seu peso, além de
uma fragdo organica, composta por celulas, ostedcitos, osteoblastos e
osteoclastos; colageno tipo I; proteoglicanos; proteinas nao colagenas e
lipidios, que correspondem basicamente, a matriz extracelular. A
associacdo das fracbes organicas e inorganicas confere rigidez e

resisténcia desse tecido (Doblaré, Garcia, & Gémez, 2004).

O tecido 0sseo tem a capacidade de remodelacdo em resposta a estimulos
ou danos mecanicos. A falha neste processo devido a traumas
significativos, doencas ou condi¢cbes patolégicas, como osteoporose,
metastase e malignidade ou sangue restrito, limita a capacidade de
recuperacdo do osso (BHATTACHARJEE, PROMITA, et al. 2017).

Além disso, a relacdo entre a taxa de natalidade e a expectativa de vida
nas ultimas décadas contribui para o crescimento da populacdo idosa
mundial o que resulta em um aumento de doencas degenerativas 0sseas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Os procedimentos de cirurgia ortopédica, por exemplo, substituicdo total da
articulacdo, representam uma das maiores despesas hospitalares nos
EUA. As condicBes musculo-esqueléticas sdo responsaveis pela maior
proporcao de perda de produtividade no local de trabalho (LEZIN, 2016).
No Brasil, problemas na coluna vertebral e doencas reuméaticas associados
a presenca de condi¢cdes osteomusculares atingem cerca de um quinto da
populacdo adulta (BEZERRA, ET AL. 2018).
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Além disso, foram relatados pela OMS incidentes cada vez maiores de
doencas osteomusculares e aumento do custo do tratamento, que
analisaram dados de 2000 a 2010. Esses achados exigem uma iniciativa
coletiva de desenvolver prevencéo e tratamento seguros e econdmicos da
doenca, centrados na engenharia de tecidos e na medicina regenerativa
(Stace, et al. 2016).

Dessa forma, a demanda por enxertos 0sseos € alta, com mais de 2,2
milhdes de procedimentos realizados em ortopedia e odontologia em todo o
mundo. Tornando-se o procedimento de transplante de tecido mais comum
apos a transfuséo de sangue (FERNANDEZ-YAGUE et al., 2015).

No Espirito Santo fraturas 6sseas estao entre as cinco principais causas de
afastamento do trabalho por acidente ou adoecimento. Em 2017 essas
ocorréncias ausentaram 2.755 trabalhadores no estado, uma média de pelo
menos sete casos por dia (MINISTERIO DO TRABALHO, 2018b).

Apesar da relevancia, o reparo de defeitos 0sseos ainda hoje € um desafio
clinico (CHEN et al., 2017). As opc¢des de tratamento para regeneragao de
tecidos mais utilizadas atualmente envolvem o uso de autoenxertos ou

aloenxertos.

Embora o enxerto 0sseo autdgeno seja considerado o padrdo ouro
(SPIN-NETO, et al. 2014), o uso desse enxerto apresenta algumas
limitacbes, como risco de infeccdo, o aumento do tempo cirdrgico, a
guantidade limitada de enxerto disponivel e a taxas de reabsorcao
elevadas, principalmente quando utilizadas na forma particulada (NKENKE
& NEUKAM, 2014).

Desde a virada do século, acdes coletivas foram criadas para desenvolver
novos tratamentos a partir de meios seguros e econémico centrados na

bioengenharia de tecidos e na medicina regenerativa (STACE, et al. 2016).
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1.1 BIOENGENHARIA DE TECIDOS

A bioengenharia de tecidos é uma &rea que foca na reconstrucdo da forma
e funcionalidade do tecido alvo, suas ferramentas séo a acdo combinada
de biomateriais e células para incentivar a formagdo do tecido alvo in vitro
(Khan, F., & Tanaka, M. 2017). Desde a década de 60, pesquisadores e
integrantes da industria demonstram interesse em biomateriais poliméricos
(Wichterle, O., & Lim, D. 1960).

No entanto, para sua aplicacdo ser bem-sucedida € preciso observar sua
estrutura macromolecular, suas interacdes com células vivas e
citocompatibilidade, e como as macromoléculas se organizam por Si
mesmas para formar uma arquitetura tridimensional (3D) (Khan, F., &
Tanaka, M. 2017).

Essas estruturas macromoleculares podem ser de origem natural ou
sintética, como polissacarideos e proteinas que sao biomateriais
poliméricos naturais bem estabelecidos, que encontraram inumeras

aplicacdes na regeneracao de tecidos (Khan, F., & Ahmad, S. R. 2013).

A Bioengenharia de tecidos 0sseos € uma alternativa promissora para
superar as limitacbes dos tratamentos clinicos atuais, como rejeicfes pos-
transplantes, patogenicidade, suprimento limitado, periodo limitado de
armazenamento de tecidos até o transplante, assim como o
armazenamento e transporte de tecidos (Malliappan, et al. 2022) em casos

de longas distancias.

Suas areas de aplicacfes sdo vastas e inclui substituicbes de articulacdes
e membros, artérias artificiais e pele, lentes de contato e dentaduras
atingindo numero crescente de pessoas a cada ano. Sendo a
implementacdo desses materiais por razdes médicas, substituindo tecidos
doentes ou pode ser motivada por razdes puramente estéticas (por
exemplo, implantes mamarios). Uma demanda crescente por biomateriais

surge de uma populagdo envelhecida com maiores expectativas em
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relacdo a sua qualidade de vida (Holzapfel, Boris Michael, et al. 2013).

Um biomaterial 6sseo ideal deve satisfazer a critérios essenciais de
seguranca para sua utlizagdo, como por exemplo: previsibilidade,
reprodutibilidade e efetiva regeneracdo do tecido 6sseo na aplicacdo
clinica. Deve também, apresentar atributos especificos para o tecido 6sseo
como propriedades de osteointegracdo osteoconducgdo, osteoinducao,
osteogénese  (SHRIVATS; MCDERMOTT; HOLLINGER, 2014,
AMENGUAL-PENAFIEL et al. 2021).

A osteointegracao, que pode ser compreendida como a capacidade de um
biomaterial ser fixado de maneira definitiva, rigida, clinicamente
assintomatica e funcional ao 0sso. A osteoconducéo é a capacidade de um
substituto 6sseo de proporcionar uma arquitetura tridimensional adequada
gue permita o crescimento de capilares, tecido perivascular e células
osteoprogenitoras no local de implante. A osteoinducdo se refere a
capacidade do substituto 6sseo estimular o recrutamento de células 6sseas
imaturas para o local de utilizacédo, e a partir de alguma substancia (fator)
presente, promover a diferenciacdo dessas células em osteoblastos.
Consequentemente, a osteogénese € a capacidade que o dispositivo
apresenta para permitir que células osteoprogenitoras se diferenciam em
osteoblastos maduros que produzem de fato o tecido 6sseo mineralizado.
(URIST, 1965; JOHANSSON; ALBREKTSSON, 2001; MOORE et al.,
2011). Muitos desses principios basicos influenciaram o desenvolvimento

de biomateriais nas aplicacdes de engenharia de tecidos.
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1.1.2 TIPOS DE BIOMATERIAIS

Antigamente um dos primeiros materiais convencionais utilizados como
implantes foram os de liga metalicas, feitos de cromo-cobalto. Entretanto,
suas limitacdes se caracterizam na oxidagao dessas ligas em contanto com
0 ambiente corporal liberando substancias toxicas ou de hipersensibilidade,
como doencas relacionadas a pele ou até mesmo induzir a carcinogénese
(McGregor, D. B., et al. 2000; Wapner, 1991).

Dentre os materiais metalicos utilizados hoje para aplicacdo em implantes,
o titanio e suas ligas sdo os que mais se aproximam da elasticidade do
0sso, de modo que seu uso pode reduzir a extensao da protecao contra
estresse ao inibir a reabsor¢cdo 6ssea e aumentar a remodelacdo 6ssea
(Geetha, Manivasagam, et al. 2009). Assim, oferece resisténcia ideal a
corrosdao e biocompatibilidade superior. No entanto, também apresenta
desvantagens, como baixa resisténcia ao cisalhamento, limitando sua
aplicacdo como parafusos ou placas, por exemplo (Steinemann, 1998). Um

material muito promissor, mas com baixa versatilidade.

Atualmente varios tipos de materiais sintéticos para enxertos 0sseos estao
disponiveis no mercado. Em sua maioria esses materiais sao formados por
compostos de fosfato de célcio e por essa razdo oferece um suporte
estrutural e osteocondutor. Entretanto, isso ndo é suficiente para promover
a osteogénese e osteoinducdo (KURIEN & PEARSON, 2013; HANKE &
BAUMLEIN, 2017).

Nesse contexto, a bioengenharia de tecidos € uma &rea que busca
atualmente o desenvolvimento de biomateriais de implante que facilite e
promova interacfes fisiologicas no local da lesdo promovendo uma

melhoria na qualidade de vida do individuo.
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Uma alternativa que esta no foco das pesquisas € 0 uso do 0SS0 esponjoso
xenégeno de origem bovina devido ao seu potencial osteoindutor,
aplicacbes em implantes orais e por possuir estrutura e composicao
quimica semelhante ao 0sso humano (CASTRO-CESENA & SANCHEZ-
SAAVEDRA 2013).

O arcabouco xenogeno € apontado como ideal pela bioengenharia somado
a técnica de decelularizacdo da matriz nativa do tecido. Essa técnica
permite que os pesquisadores obtenham um material com os elementos da
matriz extracelular preservados e livre do contetdo celular. O produto final
€ capaz de fornecer um suporte estrutural tridimensional especifico que
oferece um meio adequado e propicio para desenvolvimento das células
(PAPADIMITROPOULOS et al.,, 2015) (JADALANNAGARI et al., 2017).
Como também, minimiza os problemas de biocompatibilidade, pois néo é

imunogénico entre diferentes espécies (LEI, 2015).

Atualmente existem diversos protocolos de descelularizagdo, o principio
maximo dessas técnicas se baseia na remocao das células do tecido alvo.
Uns utilizam o calor para desnaturar e desprender as proteinas que
agrupam as células nos tecidos. Outros utilizam enzimas como a tripsina
ou detergentes idnicos como o SDS ou SLES (Sodium Lauril Eter Sulfato)
para desempenhar esse mesmo papel. Esses detergentes atuam
solubilizando as membranas celulares e as membranas nucleicas, sendo

muito eficaz para a remocao de células (EMAMI, Asrin et al.2021).

Contudo, a utilizacdo desse detergente pode danificar proteinas, remover
glicosaminoglicanos e fatores de crescimento assim como promover
alteracdes na estrutura, composicdo e bioatividade na matriz extracelular
(HE, et al., 2017).

Para o desenvolvimento de um novo biomaterial para fabricacdo de enxerto
0sseo, deve ser compridas etapas pré-clinicas para garantir sua seguranga
e aplicabilidade. Ensaios com cultura de células proporcionam um

ambiente semelhante ao fisiolégico e sdo 6timos indicadores em testes de
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toxicidade do material (SCHECROUN; DELLOYE, 2004; DUFRANE,
2017).

Por meio de uma combinacdo de scaffolds de biomateriais tridimensionais
(3D), células e moléculas bioativas a engenharia, pesquisas avangam no
desenvolvimento de novos biomateriais e na missdo de reparar tecidos
danificados. As células-tronco séo as células com maior potencial dentre as
pesquisas devido ao seu potencial se diferencial em varios tipos de células.

1.2 CELULAS-TRONCO NA MEDICINA REGENERATIVA

As células-tronco sédo definidas como células que possuem a capacidade
de autorrenovacéo, sao indiferenciadas podendo se diferenciar em varias
linhagens celulares, apresentam a capacidade de proliferacdo e
regeneracdo. S&o0 encontradas desde o0s primeiros estagios do

desenvolvimento humano até o fim da vida (Potten & Loeffler, 1997).

Diferentes tipos de Células-Tronco podem ser classificados por meio da

origem das células e/ou pelo potencial de diferenciacéo celular.

De acordo com a sua origem, as células tronco séo classificadas como:
Embrionarias, presentes na massa celular interna de embribes pré-
implantacdo e tem a capacidade de formar todas as trés camadas
germinativas embriondrias (ectoderme, endoderme e mesoderma) e
Adultas, presentes em varios tecidos e O6rgados e tém a capacidade de
produzir pelo menos um tipo de célula diferenciada. (Sobhani, 2017,
Larijani, 2012; Nandedkar et. Al, 2003).

De acordo com a plasticidade, ou seja, capacidade de uma célula tronco se
diferenciar em um, poucos ou muitos tipos de células diferentes, as células-
tronco podem ser classificadas em totipotente, pluripotente, multipotente
oligopotente e unipotente (Sobhani, 2017; Larijani, 2012; Nandedkar et. Al,
2003).
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Desde a sua descoberta, tanto as células-tronco embrionarias (THOMSON
et al., 1998) quanto as células-tronco adultas (WU et al., 1968) vem sendo
estudadas quanto a suas caracteristicas e plasticidade. Estudos sugerem
gue células-tronco possuem atuacdo marcante no desenvolvimento
embrionéario e que no tecido adulto atuem na reparacado e regeneragao de
microlesGes em diversos 6rgaos e tecidos do corpo humano. Estas células
também tém sido utilizadas no desenvolvimento de engenharia de tecido
para construcdo de 6rgaos in vitro (BIANCO et al., 2001; BLUTEAU et al.,
2008).

Apesar da plasticidade das células-tronco embrionarias ser maior do que a
das células-tronco adultas, essas tem sido preferencialmente utilizada em
pesquisas com seres humanos. Isso se deve, pela obtencdo de células-
tronco embrionarias provoca destruicdo de embrido, o que levanta
guestdes éticas sobre viabilidade de embrides congelados, direito a vida e
definicbes sobre o inicio da vida humana (LO; PARHAM, 2009).

1.2.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais (CTM) foram descritas pela primeira vez
por Fridensteins et al., em 1976, como células clonais aderentes ao plastico

e como fonte de linhagens osteoblasticas, adipogénicas e condrogénicas.

A medula 6ssea é a principal fonte de CTM, mas essas células também
podem ser obtidas de outros tecidos. Ha4 um numero crescente de relatos
gue descrevem a obtencdo dessas células do tecido adiposo, sangue do
corddo umbilical, liquido amniético, sangue periférico, figado fetal, pulméao

e até mesmo a polpa de dentes deciduos (KANETO et al. 2017).

Os primeiros estudos envolvendo CTMs focaram em determinar 0s
metodos e parametros de cultura celular, caracterizacdo e diferenciacao

dessas células e nos métodos para a deteccao de linhagens diferenciadas.
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Recentemente, um ndamero crescente de estudos envolvendo a andlise da
expressdo g@génica de CTMs indiferenciadas ou em processo de
diferenciacao foi observado (Kulterer et al., 2007; Luo et al., 2004; De Jong
et al., 2004).

No campo da medicina regeneracdo Ossea, essas células atuam na
durante a ossificacdo intramembranosa, onde se diferenciam diretamente
em células formadoras de o0sso, enquanto a ossificacdo endocondral
envolve a formacdo de um intermediario cartilaginoso ou calo que é
mineralizado em estagios subsequentes de ossificacdo.As aplicacées da
engenharia de tecidos 0sseos tém se concentrado na diferenciagédo
osteogénica direta de ceélulas osteoprogenitoras, por exemplo, semeando
células-tronco mesenquimais indiferenciadas em scaffolds ou implantando
scaffolds com fatores de crescimento estimuladores do 0sso e proteinas
recombinantes, para promover diretamente a cicatrizacdo osteogénica
através da ossificacdo intramembranosa (Wong, Suet-Ping, et al. 2015,
ROOHANI, et al. 2022).

Com isso, metodologias de analises in vitro sdo necessarias para
compreensao da interacdo do biomaterial 6sseo com os tecidos, sendo
uma importante ferramenta para melhor compreensao do desfecho clinico

do biomaterial.
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2. JUSTIFICATIVA

Em razdo da necessidade de maior investigacdo de substitutos para
enxertos utilizados nos tratamentos atuais, no presente trabalho se
propde a realizar a andlise da cultura de células-tronco mesenquimais em

arcabouco de 0sso bovino descelularizado.

Esse material foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (Deposito
de patente INPI: BR1020180037269) e mostrou ser promissor por manter
as caracteristicas estruturais morfolégicas semelhantes ao tecido nativo e
a manutencdo de componentes da matriz extracelular 6éssea como

colageno, glicosaminoglicanos e glicoproteinas.

Portanto, dando continuidade a pesquisa, o teste in vitro representa um
passo necessario para compreensdo da interacdo do biomaterial 6sseo
com os tecidos e € uma importante ferramenta para melhor compreensao
do seu desfecho clinico (DUFRANE, 2017).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a citotoxicidade do biomaterial 6sseo descelularizado desenvolvido
pelo nosso grupo de pesquisa sobre a patente INPI:BR1020180037269.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a aderéncia, morfologia, adesdo e proliferacdo celular, de células-
tronco mesenquimais em contato com superficies do biomaterial de osso

descelularizado.
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4 METODOLOGIA

O presente estudo foi desenvolvido junto ao grupo de pesquisa em
bioengenharia tecidual do Nucleo de Bioengenharia Tecidual (NTB) e
Laboratdrio de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR),
com sede no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo (CCS-UFES). Biomaterial de osso descelularizado foi
produzido, tratado e caracterizado de acordo com a metodologia presente
na patente INPI: BR1020180037269 desenvolvida em projetos anteriores.

4.1 COLETA DO MATERIAL

Foram utilizados ossos de descarte de fetos bovinos coletados no frigorifico
na regido da Grande Vitoria. Apés a coleta, o material foi acondicionado em
sacos plasticos e armazenado em caixas térmicas contendo gelo, e
transportados até o Nucleo de Bioengenharia Tecidual (NTB), local onde
foram devidamente limpos e dissecados. Apds a limpeza e dissecacao,
para desenvolvimento do estudo, foram selecionadas as areas especificas
dos centros de ossificacdo endocondral dos condilos e da regido de
metéafise de fémures e tibias. Com utilizacdo de serra elétrica circular, o
0SSO esponjoso presente nessas regibes Osseas foi devidamente
seccionado na forma de fragmentos 6sseos que mediam cerca de 2,0 a 3,0
cm de diametro e 0,5 cm de espessura.

Apés serem serrados, todos os fragmentos 6sseos foram lavados em agua
corrente e distribuidos de forma aleatéria em frascos herméticos para a

préxima etapa do processo e armazenados em freezer (-80°C).

4.2 DESCELULARIZACAO DO BIOMATERIAL

Para o processo de descelularizagao os 9 fragmentos de 0sso bovino fetal

e 9 fragmentos de 0sso bovino adulto de 1,5mg foram tratados por imersao
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em 400 mL de solugao tampé&o Tris-HCI (10 mM, pH 7,8) contendo SDS
(Docecil Sulfato de Sdédio) 0,5% e Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
(EDTA) 0,1%, sob agitacdo continua em uma incubadora shaker de
bancada com agitacdo (300rpm) e aquecimento a temperatura de 37°C,
durante 72 horas. As solucdes foram trocadas a cada 12 horas.

Apos finalizado o tempo de tratamento proposto para a decelularizacao, as
amostras foram lavadas em solugcdo PBS por 24 horas para remo¢ao dos
residuos de SDS e EDTA. Em seguida foram lavadas em uma solucao
clarificante com peroxido de hidrogénio por 30 minutos, uma solucao
tampdo PBS para remocao de residuos de peroxido, duas vezes, por 30
minutos, e em seguida, foram secas em estufa a 37°C durante 48 horas.
ApOs secagem, utilizando-se um micromotor elétrico (LB100, Beltec)
acoplado com broca trefina (6,2 mm), foram removidas amostras 0sseas

em formato de discos de 0,6 cm diametro e 0,5cm de espessura.

4.3 AVALIACAO DA DESCELULARIZACAO

4.3.1 ANALISE DO DNA RESIDUAL

Na analise de determinacéo de conteudo de DNA, foi utilizado protocolo de
extracdo salina ja descrito na literatura (HANOTTE; BRUFORD; BURKE,
1992 ; adaptado por David Vieites - U.C. Berkeley), as amostras de disco
0sseo bovino de foram tratadas e manipuladas em ambiente de fluxo
laminar estéril (tratado com luz ultravioleta por 15 minutos) mantidas em
freezer -80 °C, juntamente com amostras de discos in natura, foram
devidamente preparadas em tubos de polipropileno de 2 mL com tampa
rosqueavel (FastPrep®, Qbiogene), contendo 1 mL de solucdo PBS (pH
7,4) e uma esfera ceramica (FastPrep®, Qbiogene) estéreis. Os tubos
preparados foram processados em homogeneizador de amostras (Modelo
FASTPREP-24™ 5G, MP BIOMEDICALS), sob velocidade calibrada (6
m/s), em quatro ciclos de 30 segundos de duracdo. Entre cada ciclo, os

tubos contendo as amostras foram refrigerados em gelo durante cinco

25



minutos (SARAH BECK-CORMIER, [S.d.]). Apés a homogeneizagdo, as
amostras foram secas em equipamento liofilizador (Modelo L101, Liotop®)
durante 24 horas, no Laboratorio Multiusuario de Analises Biomoleculares
(LABIOM) do Centro de Ciéncias da Saude — CCS/UFES.

As amostras secas de 0sso bovino Fetal descelularizado (FD) e Fetal
controle (FC) in natura (n=6 cada), foram alocadas em microtubos de 2mL
estéreis contendo solucdo de lise composta por 410 pL de buffer de
extracao (0,2 mL Tris 1M pH 8 /0,4mL NaCI5M /0,4 mL EDTA 0,5M pH 8/
19 mL de agua ultrapura), 80 puL de SDS a 10% e 15uL de proteinase K (20
ug/pLl). Em seguida, os tubos foram encubados a 55°C overnight. Apos
encubacéo, os tubos foram centrifugados a 13.700 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para novos microtubos e a eles adicionados
180 pL de NaCl 5M, as amostras foram homogeneizadas até a formacéao
de um precipitado de 35 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 pL 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
centrifugacéo dos microtubos a 13.700 rpm por 7 minutos e 0 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 pL de agua ultrapura e mantidos overnight em geladeira (4 °C). Por
fim, procedeu-se com leitura em triplicata em equipamento
espectrofotometro (Modelo NanoDrop® 2000, Thermo Scientific) no
Laboratério Multiusuario de Analises Biomoleculares (LABIOM) do Centro
de Ciéncias da Saude — CCS/UFES.
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4.3.2 ANALISE DO SDS RESIDUAL

A andlise de SDS residual foi elaborada utilizando uma adaptacdo do
ensaio de azul de metileno descrito por ZVAROVA et al. (2016).
Primeiramente, foi confeccionada uma curva padrdao de SDS a partir de
uma solugdo de SDS a 2%. Foram transferidos 1mL da solugéo de SDS a
2% para um tubo contendo 1mL de azul de metileno a 0,0125%. Diante
dessa solugdo, com concentracdo resultante de SDS a 1%, foram
realizadas diluicdes em 8 pontos distintos (0,5% até 0,01%) e em seguida
prosseguiu-se com a leitura das diluicbes em triplicata a 650nm em
Espectrofotometro (Modelo Varioskan Flash, Thermo Fisher).

Para a mensuracdo de SDS residual, foi utilizado o osso em granulo, a
matriz digerida (pré-gel) e o hidrogel fetal, todos analisados em
guadruplicata. Para quantificar, 5uL de cada amostra foram transferidos
para microtubos de 2mL e em seguida, pipetados igualmente em cada tubo
0 volume de 495uL de solucdo de azul de metileno a 0,0125%. As
amostras foram agitadas e deixadas em repouso por 30 minutos.

Apoés essa etapa foi adicionado 1mL de cloroférmio em cada microtubo,
depois agitados e deixados em repouso por 30 minutos. As amostras foram
lidas em triplicata na faixa de 650nm em espectrofotdmetro (Modelo

Varioskan Flash, Thermo Fisher).

4.4 ANALISE ELEMENTAR (CHN)

Para quantificacdo dos elementos Carbono (C), Hidrogénio (H) e Nitrogénio
(N), amostras de osso particulado de origem fetal (h= 6) foram liofilizadas,
pesadas e analisadas usando o FlashSmart Elemental Analyzer (Thermo
Scientific, EUA).
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4.5 AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DOS SCAFFODLS

4.5.1 CULTURA CELULAR

As células com comportamento de células-tronco mesenquimais (CTM)
foram adquiridas em parceria com o banco de células do Nucleo de
Genetica Humana e Molecular (NGHM-UFES). O nucleo coletou amostras
de tecido adiposo humano de aproximadamente 0,5 cm? de diametro obtida
de cirurgias ortopédicas de correcao realizada no Hospital Infantil Nossa
Senhora da Gloria, Vitoria (ES) que seguiram para o laboratorio para a
realizacdo das culturas primarias e em seguida expansao. Essa pesquisa
teve aprovacédo pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos sob
0 numero do parecer CAAE: 2.171.595.

O processo de cultura celular foi realizado baseado no protocolo de Zuk
(2001). O fragmento de tecido adiposo coletado foi lavado extensivamente
com PBS (1x), para a remocdo 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 (SFB) (Invitrogen, South America) e 1% (v/v) de
antibidtico/antimicotico (Sigma Aldrich, EUA) e incubadas por 37°C/5%
CO2. Ao atingir uma confluéncia de 80-90 %, as células foram submetidas
ao processo de cultura secundaria. Essas células foram entdo confirmadas
como possivel perfil de células-tronco mesenquimais (CTM’s) a partir de
analises de diferenciacao celular pelo grupo de pesquisa do NGHM-UFES

e cedidas ao NBT.

Para cultura de rotina, as CTM'’s foram incubadas a 37°C/5% CO2 com
meio basal StableCell™ DMEM- high glucose (Sigma Aldrich, EUA)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, South

America) e 1% (v/v) de antibidtico/antimicético (Sigma Aldrich, EUA) e a
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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.

4.5.2 AVALIACAO DA PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR

Para a avaliacdo da proliferacdo e viabilidade celular, os discos 0sseos
fetais e comerciais foram submetidos a uma etapa de descontaminacéo
gue consistiu em: 2 lavagens com NaHCO; 10% v/v e duas lavagens com
PBS 1% v/v para neutralizar o pH, secagem na estufa a 37°C e por fim
irradiacédo com luz UV por 30min nas faces do disco. Apos essa etapa 1ml
de meio basal StableCell™ DMEM- high glucose (Sigma Aldrich, EUA)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, South
America) e 1% (v/v) de antibidtico/antimicético (Sigma Aldrich, EUA) foi
adicionado nos pog¢os com os discos e incubados a 37° C, 5% CO2 por 24

horas.

Apos as 24 horas o meio foi retirado e as CTM’s foram semeadas em
placas de 48 pocos na densidade de 10%/disco. Como controle foi utilizado
CTM’s sem disco. Apés 1 e 7 dias de cultura, foi realizada a avaliacdo da

proliferacdo celular utilizando o ensaio de Alamar Blue.

A metodologia utiliza a resazurina (Alamar Blue®), de cor azul e néo
fluorescente, é reduzida a resofurin, de cor rosa e fluorescente, e nao
precipita apés ser reduzida; porém o mecanismo pelo qual este processo
ocorre ainda nao esta bem esclarecido, o qual pode ocorrer por reacoes
enzimaticas ou quimicas em células viaveis. O Alamar Blue® é empregado
em ensaios de citotoxicidade, proliferacdo e viabilidade celular,
determinacdo da funcdo mitocondrial de acordo com o fabricante. Para o
nosso estudo, foram adicionados 20 mL de Alamar Blue®, dissolvido no
meio de cultura, na concentracdo de 1,5 mM. Apos 5 horas de incubacéo a
37°C, fez-se a leitura em leitor placas (Modelo Varioskan Flash, Thermo

Fisher). Para a analise da absorbancia foram comparadas amostras
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controle antes e depois da presenca dos discos.

4.6 ANALISE DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para essa analise, comparamos as amostras disco ésseo fetal com disco
0sseo comercial (Geistlich Bio-Oss® Block) antes e depois da cultura para
observar a presenca de células no biomaterial.

Os discos foram liofilizados e depois cobertos de ouro em metalizador
(Desk V, Denton Vaccum). Para visualizacdo das amostras e captura de
imagens, foi utilizado microscoépio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610
LV operado a 20KV com filamento de Tungsténio) e para a determinacéo
da composicéo elementar por energia dispersiva de raios X (EDS).

Apoés a cultura os discos foram medidos e fixados (glutaraldeido 2,5% +
formaldeido 2%) em solucdo tamponada (Cacodilato 0,1mol/L) por 24
horas e posteriormente lavados em tampao Cacodilato (0,1 mol/L; pH 7,2-
7,4) para pos-fixacdo em solucdo de ferrocianeto de potassio 1,25% e
Tetroxido de Osmio 1,0% tamponadas (Cacodilato 0,1mol/L) por uma hora
a temperatura ambiente. Apds a pos-fixagdo, as amostras foram
novamente lavadas com tampado cacodilato 0,1M. As amostras foram
desidratas em gradiente crescente de etanol (0, 30, 50, 70, 90 e 100%) por
30 minutos cada banho e levadas para secagem em ponto critico
(Autosandri-815, Tousimis) e posterior cobertura de ouro em metalizador
(Desk V, Denton Vaccum). Para visualizacdo das amostras, e captura de
imagens, foi utilizado microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610
LV operado a 20KV com filamento de Tungsténio), equipado com detector
de raios X (Bruker XFlash 6/10).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Andlise Estatistica A andlise estatistica foi realizada no programa
GraphPad Prism Versédo 9.51 (GraphPad Software; San Diego, Califérnia,
EUA, Versao Completa). Os dados foram analisados quanto a normalidade
utilizando o teste Shapiro-Wilk. Todos o0s dados apresentados
encontravam-se dentro de uma distribuicdo Gaussiana (comparado ao
teste de normalidade com a= 0,05). Foi aplicado o teste t de Student ndo
pareado para comparacgao entre dois grupos independentes. Para andlises
intra-grupos foi utilizado o teste ANOVA, uma ou duas vias, seguido do
post hoc de Tukey para mdultiplas comparacées. As amostras entre 0s

grupos foram consideradas significativas quando o valor de p.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACAO DA DESCELULARIZACAO

Os ossos foram cortados em fragmentos de cerca de 2,0 a 3,0cm de
didmetro e 0,5cm de espessura com o auxilio de uma serra circular. As
areas escolhidas foram os centros de ossificacdo endocondral dos céndilos
e da regido de metéfise de fémures e tibias (Figura 1). Essas regides foram
selecionadas devido a sua estrutura altamente porosa em comparagao com
as outras partes do o0sso. ApOs serem serrados, todos os fragmentos
0sseos foram lavados em agua corrente e distribuidos de forma aleatéria
em frascos herméticos para a proxima etapa do processo e armazenados

em freezer (-80°C).

i
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Figura 1. Blocos de ossos bovinos seccionados (A e B). Bloco de 0ssos bovinos apos
limpeza (C).
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Os blocos de ossos descelularizados de origem adulta e fetal apresentaram
um aspecto esbranquicado (Figura 2) sugerindo uma remocao de células
sanguineas (SAWKINS et al., 2013). Apos o processo de descelularizagéo,
foi utilizado um micromotor elétrico (LB100, Beltec) acoplado com broca
trefina (6,2 mm), foram removidas amostras 6sseas em formato de discos

de 0,6 cm diametro e 0,5cm de espessura (Figura 2C).

‘A? B '

Figura 2 Ossos pré-descelularizacdo (A), Ossos poés-descelularizagdo (B), Discos
0sseos cortados (C).
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5.1.1 ANALISE DO DNA RESIDUAL

Analisar a quantidade de DNA residual do tecido apos a descelularizagéo é
0 padrdo ouro para afirmar a eficiéncia da técnica. Aqui, realizamos a
guantificagcdo de DNA do disco descelularizado em comparagdao com o

disco in natura (Figura 3).
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Figura 3 Concentracgdo de DNA em ng/mg de tecido seco de osso fetal
descelularizado (FD, n=6) e controle in natura (n=6). Os dados estdo expressos em
média EPM; (p<0,01; Teste t ndo pareado). COLOCAR O ASTERISCO PARA
MOSTRAR A DIFERENGCA ESTATISTICA

De acordo com os resultados apresentados na Figura 3 podemos inferir
gue o protocolo de descelularizacédo para o osso fetal obteve éxito devida a
reducao significativa da quantidade de DNA e por conseguinte a reducéo

de células no tecido 6sseo.

Os resultados obtidos para o tecido 6sseo fetal descelularizado se mostrou
satisfatorio a medida em que se encaixa no padrao estabelecido por Crapo,
Gilbert e Badylak (2011). Esse Padréo determina que a quantidade de DNA
nos tecidos descelularizados ndo devem ultrapassar 50 ng/mg de tecido
seco (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011).

Além disso, quando comparamos as medias entre as amostras de tecido

nativo sobre o tecido descelularizado em porcentagem, indicamos uma
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reducdo de aproximadamente 99% na remocdo de DNA. Mostrando mais
uma vez o0 sucesso do protocolo, visto que alguns estudos utilizam os
estudos de Fernandes-Pérez e Ahearne (2019), onde o valor estabelecido
foi de cerca de 80% de remocdo de DNA em comparacdo com tecido

nativo.

5.1.2 ANALISE DO SDS RESIDUAL

Para a analise de SDS residual nas amostras descelularizadas foi coletada
o efluente das lavagens de PBS ao longo do processo observar o

decaimento da concentragéo do SDS (Figura 4).
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Figura 4. Curva da concentragdo de SDS ao longo das lavagens de PBS.

A concentracdo de SDS tem uma presenca determinante nos ensaios em
testes in vitro, mesmo em pequenas quantidades pode interferir no
crescimento celular (FERNANDEZ-PEREZ; AHEARNE, 2019; Emami, et al.

2020). Discutiremos mais sobre esse evento no topico 5.4.2.
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5.2 ANALISE ELEMENTAR (CHN)

Para identificacdo e determinacdo da composicdo das amostras de disco
fetal foi utilizado a analise elementar de CHN, que determina os teores de
carbono, hidrogénio, nitrogénio (Figura 5). Um padrdo semelhante foi
encontrado nos estudos de Emami, et al. (2020) para descelularizagcéo a
partir de detergente SDS.
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Figura 5. Andlise elementar do osso fetal referente aos elementos carbono (C),
hidrogénio (H) e nitrogénio (N). Os dados estao expressos em média + EPM.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura possibilitou a observacdo da
microarquitetura dos discos fetais e a comparacédo com o produto comercial

(Geistlich Bio-Oss® Block) como demostrado na Figura 6.
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Figura 6. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura da arquitetura
dos discos de osso fetal. Barra de escala: A: 1mm, B e E: 500 pm, C e F: 100 pm
e D e G: 10 um. Com 16x, 50x, 100x e 1.000x de magnificacdo, respectivamente.
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Figura 7. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura da arquitetura
dos discos de osso comercial. Barra de escala: A: 1mm, B e E: 500 um, C e F:
100 ym e D e G: 10 um. Com 16x, 50x, 100x e 1.000x de magnificacéo,
respectivamente.

A partir dessas imagens, é possivel a visualizacdo do arcabouco 6sseo
contendo similaridades de formato entre ambas as amostras. Assim como
a identificacdo das lacunas onde se encontrariam 0s ostedcitos
completamente vazias (Figuras 7 e 8; D e G). As ranhuras e presenca de
foliculos apresentados na Figura 6 podem ser associadas ao material que
foi utilizado para o corte e confeccdo do disco fetal descelularizado. Essas

imagens sdo semelhantes ao encontrado no estudo de Emami, et al. 2020
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Figura 8. Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura da arquitetura dos
discos de osso comercial e fetal apds a cultura de células. Barra de escala: A e C:
500mm, B e D: 50 um. Com 50x, e 300x de magnificacdo, respectivamente.

Apobs a etapa de cultura celular, podemos observar na Figura 8 a presenca
nas amostras de 0sso comercial e uma quantidade reduzida nas amostras

de osso fetal. Isso corrobora para a biocompatibilidade de ambos os
materiais.
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5.4AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DOS SCAFFODLS

5.4.1 CULTURA CELULAR

De acordo com o The International Society for Cellular Therapy (2006), a
caracterizacdo de uma linhagem celular é de extrema importancia para
estudos in vitro. No caso das células-tronco mesenquimais deve-se
analisar aspectos morfolégicos, capacidade plastica de diferenciacdo e a

expressao de genes especificos.

As células que analisamos possuem com caracteristicas morfologicas
tipica fibroblastoide, na qual as células sdo alongadas e fusiformes,
conforme descrito Fridensteins et al., em 1976 além de estudos anteriores
do grupo do NGHM comprovarem seu potencial de diferenciacdo (Figura
9).

Figura 9. Células-tronco mesenquimais demonstrando sua morfologia fusiforme.
Barra de escala: A: 200 ym, B: 100 um.

Entretanto, com as novas descobertas na area molecular optou-se pela
inclusdo da expressdo de marcadores de superficie mesenquimais CD105,
CD73 e CD90, auséncia de expressao de marcadores de superficie CD45,
CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR além da capacidade
de diferenciacdo em osteoblastos, adipocitos e condrécitos in vitro.
(KFOURY & SCADDEN, 2015; MORTADA,2018). Portanto, para esse

trabalho vamos sugerir que as células extraidas possuem um
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comportamento de CTM, devido aos estudos feitos sobre diferenciacao
celular no NGHM-UFES. Entretanto, estudos sobre a expressao génica
antes e ap0s o contato com o meio indutor devem ser executados para

comprovar a natureza das células extraidas.

5.4.2 AVALIACAO DA PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR

7z

Uma das etapas pré-clinicas mais importantes € a analise do
comportamento das células na presenca de um determinado composto.
Para esse estudo, foi utilizado o ensaio de Alamar Blue® no qual a
determinacdo da biocompatibilidade e Vviabilidade das células ¢é
apresentada pela diferenca entre a absorbancia do comprimento de onda
da resazurina de cor azul e a resofurin, de cor rosa e fluorescente pela

espectrofotometria.

Nesse ensaio dividimos em 3 grupos, onde o grupo Fetal € composto por
células que entraram em contato com o disco 6sseo de descelularizado de
origem fetal. O grupo comercial é composto pelas células que entraram em
contato com o disco 6sseo comercializado (Geistlich Bio-Oss® Block) e por
fim o grupo controle € composto por células que ndo entraram em contato

com nenhum biomaterial (Figura 10).
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Figura 10 Avaliacdo da proliferacdo celular por Alamar Blue do controle (n=12),
Disco Fetal (n=12) e Disco Comercial (n=12) ap6s 1 e 7 dias de cultivo celular. Os
dados estao expressos em média + EPM; Teste t de Student; (p<0,0001).

De acordo com a Figura 10, podemos inferir que a Unica amostra que
apresentou uma queda na absorbéancia apos os 7 dias de exposicéo foi as
amostras de disco fetal descelularizada. Enquanto no controle houve uma
proliferacdo esperada e nas amostras de disco 6sseo comercial houve uma
pequena queda na absorbancia. Como a absorbancia esta diretamente
ligada a proliferacdo de células podemos inferir que o Unico grupo que
diminuiu a sua populacdo foi o grupo que ficou exposto ao disco fetal

descelularizado.

Alguns estudos pontam a citotoxicidade do SDS residual nas amostras e
esse fator pode estar influenciando na viabilidade das células no disco
6sseo fetal (GRATZER; HARRISON; WOODS, 2006; FERNANDEZ-
PEREZ; AHEARNE, 2019).

Mesmo apos as lavagens adicionais até a etapa de cultura celular, o limiar
da concentragdo de SDS se mostrou nesse estudo ser de
aproximadamente 0,008%, ou seja, quatro vezes mais que o limiar

citotoxico encontrados nos estudos de Zvarova et al. (2016) para CTM’s.
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Logo, esse resultado sugere que o SDS residual presente nas amostras de
disco fetal, pode estar influenciando na proliferacado celular. Estudos de
Emami, et al. 2020 afirmam que a descelularizagdo por SDS reduz
significativamente a quantidade de coladgeno e outros carboidratos,

elementos importantes que compdem a matriz extracelular.

Entretanto, ha uma necessidade em caracterizar as linhagens celulares e
os efeitos in vivo em scaffolds para uso na bioengenharia tecidual para
relacionar com mais preciséo sua viabilidade delas, uma vez que diferentes

tipos celulares possuem limiar citotéxicos diferentes.
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6 CONCLUSOES

Esse trabalho conclui a eficiéncia da patente INPI: BR1020180037269
desenvolvida em projetos anteriores, em fabricar um biomaterial ésseo
descelularizado. Uma vez que foi encontrada a reducdo de

aproximadamente 99% de DNA para as amostras de osso fetal.

Os Scaffolds 6sseos desenvolvidos nesse trabalho apresentaram baixa
biocompatibilidade in vitro demostrando na baixa adesdo das células no
material.

Apesar da eficiéncia para remocao de células e proliferacdo celular, sabe-
se que o SDS é um detergente citotoxico e nesse estudo pode ser
responsavel por baixos niveis de crescimento celular em tecidos

descelularizados.

Ainda ha muito para ser estudado, pesquisado e entendido em relagéo aos
diferentes estagios que levam a formacao de um tecido. Dessa forma, esse
projeto tem sua importancia, pois metodologias de analises in vitro sdo
necessarias para compreensao da interacdo do biomaterial 6sseo com 0s
tecidos, sendo uma importante ferramenta para melhor compreensao do

desfecho clinico do biomaterial.
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