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RESUMO

Os avancos na medicina regenerativa estdo reconfigurando-se por meio da utilizagdo de
biomateriais e associagdes entre matrizes celulares e outros componentes capazes de acelerar
o processo reparador de forma a proporcionar integridade ao tecido lesionado. Atualmente, é
intensa a atuacdo de pesquisadores na busca de um biomaterial que ofereca condig¢des de
biocompatibilidade, integrabilidade e capaz de manter as propriedades do tecido a ser
reparado. Neste sentido, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar e avaliar o comportamento
das células-tronco mesenquimais de medula d6ssea (CTMMO) de coelho associada a
membrana celuldsica bacteriana (MCB) e o seu potencial de reparagdo da ruptura parcial do
tenddo calcaneo. Os cuidados com os animais e os procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFPI, parecer 021/14 ¢
268/16). Foram coletadas amostras de medula 6ssea de coelhos, isoladas células-tronco
mesenquimais, realizados ensaios de unidade formadora de colonia fibroblastéide (UFC-F),
indugdo da diferenciagao celular osteogénica, condrogénica e adipogénca, integracao celular a
MCB observadas em intervalos de 1, 7 e 14 dias, além de testes de citotoxicidade (indugao de
NO), toxicidade (MTT) desta membrana e atividade fagocitica. As CTMMO foram marcadas
com Qtracker” e foram infundidas em falhas tendineas induzidas no tenddo calcineo de
coelhos. Foram utilizados 12 coelhos, distribuidos em dois grupos de 6 (G1 e G2), nos quais
os tenddes calcaneos dos membros posteriores foram lesionados parcialmente. Nos animais
do G1, o membro posterior direito correspondeu ao controle (C) e o membro posterior
esquerdo ao tratamento 1 (T1), que compreendeu ao enxerto da MCB envolvida no tendao
calcaneo poés inducdo da lesdo. Nos animais do G2, o membro posterior direito, tratamento 2
(T2), foi realizado a infusdo de CTMMO na regido da falha tendinea, € no membro posterior
esquerdo, o tratamento 3 (T3), enxerto de MCB associada a CTMMO. Em todos os animais
deste experimento foram realizados exames ultrassonagraficos em trés momentos, pré,
imediatamente pods-lesdo e ao final dos tratamentos, além de andlise histopaldgica da
disposi¢do de coldgeno, apos eutandsia. Verificou-se no ensaio de UFC-F células com
morfologia fibroblastéide organizadas em colonias distribuidas pela area de superficie da
cultura. Na curva de crescimento celular foram observadas duas fases (lag e log) no decorrer
de 15 dias. A multipotencialidade das células foi evidenciada, pela diferenciacio em
linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica. Quanto a associagdo com a MCB, as
CTMMO apresentaram boa integracao a este biomaterial. No ensaio de atividade fagocitica
houve ativacdo significativa de macrofagos e o incremento na sintese de 6xido nitrico, bem
como na analise com MTT, a MCB nao apresentou efeito citotoxico. As CTMMO marcadas
mostraram-se em atividade nos sitios da lesdo tendinea. A andlise ultrassonografica e
histologica, mostrou reparagao total dos tenddes calcaneos tratados com CTMMO associadas
a MCB. Pode-se concluir que a associa¢do entre a membrana celulésica bacteriana e CTMMO
de coelhos possui potencial biointegrativo e capacidade reparativa com melhor organizagdo
das fibras colagenas recém-formadas.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, engenharia tecidual, celulose.
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1 INTRODUCAO

As patologias relacionadas as degeneragdes, fraturas, neoplasias, tem crescido na
medida em que aumenta a expectativa de vida da populagdo mundial, tornando-se um grande
desafio para setores da 4rea da saude, em que muitas vezes ha necessidade de realizacdo de
intervengdo cirurgica para substitui¢do ou reconstrucao de areas teciduais.

Com o crescente papel da biotecnologia, surgem alternativas que envolvem a
utilizagdo de células-tronco na promoc¢ao da satide. Este ¢ um desafio contemporaneo que
diversos pesquisadores buscam construir bases solidas no desenvolvimento biotecnologico a
fim de tornar a terapia celular um dos grandes potenciais de reconfiguragdo da saude.
Diversos biomateriais vem sendo desenvolvidos com diferentes propriedades fisico-quimicas
e mecanicas, incluindo aplicabilidade na regenerac¢do tecidual, sistemas de libera¢do de
medicamentos, novos enxertos vasculares, ou suportes para engenharia de tecidos in vitro e in
vivo (RICHARDSON et al., 2016; DIMARINO; CAPLAN; BONFIELD, 2013; XI et al.,
2013; WEI et al., 2013).

Quando a estrutura bioldgica ndo pode ser reparada, os enxertos tornam-se uma
alternativa viavel para o restabelecimento da fun¢do e, demandam a necessidade do estudo de
materiais que possam ser utilizados como suporte ou substitutos teciduais (GUASTALDI,
APARECIDA, 2012, LANDIN et al., 2013). O estudo das intera¢des entre células-tronco e
substratos na engenharia tecidual, ¢ de grande importincia, para a determinagdo das
propriedades biologicas dos implantes. A adesdo das células-tronco ao substrato influencia na
morfologia, proliferac¢do e viabilidade celular (FAVI et al., 2013).

As células-tronco ganharam notoriedade no meio cientifico, por possuirem
caracteristicas peculiares no reparo tecidual. Os pesquisadores tém principalmente trabalhado
com 3 tipos de células-tronco: células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs), células-tronco
derivadas do corddo umbilical e células-tronco mesenquimais (CTM) (CHANG el al., 2016,
KOBOLAK et al., 2016, SHI el al., 2017).

Os conflitos éticos que envolvem a utilizacdo de células-tronco embriondrias
estimularam os pesquisadores a desenvolverem protocolos de indugdo a pluripoténcia de
células-tronco somadticas. Os avangos com essa tecnologia sdo promissores, mas ainda
requerem mais estudos a fim de consolidar a utilizagdo destas células no processo
regenerativo nos diversos tecidos. As células-tronco provenientes do cordao umbilical
possuem caracteristicas de células multipotentes, e podem ser utilizadas no tratamento de

doengas de origem hematopoética, mas, por possuir baixo numero de células neste nicho, faz-
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se necessario o desenvolvimento de estratégias para expansdo ex vivo eficiente, além do alto
custo para criopreservar ao longo dos anos este material em biobancos (RATAJCKAZ, 2015).

Por conseguinte, pesquisadores tem dado énfase em estudos com CTM. Estas células,
apresentam-se indiferenciadas em seus diversos nichos mesmo na fase adulta, e servem como
sistema interno de reservatorio e reparo, dividindo-se para substituir células que foram danificadas
como resultado da senescéncia, lesdo ou doenga, mantendo o volume normal de 6rgdos e tecidos.
Quanto a identificag@o, caracterizag¢do fenotipica, propriedades bioldgicas e potencial regenerativo
dessas células, estudos avancados tem mostrado boas perspectivas para o campo da engenharia
tecidual (KOBOLAK et al., 2016).

O crescente desenvolvimento de pesquisas sobre as aplicagdes de biomateriais ¢
responsavel por impulsionar esse mercado (GRAND VIEW RESEARCH, 2016). Os
biomateriais poliméricos estdo entre os mais empregados no contexto biomédico, pois sdo,
geralmente, faceis de produzir, manusear e apresentam caracteristicas mecanicas semelhantes
as dos materiais bioldgicos (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). Os polimeros
estruturados em forma de fibras estdo se tornando cada vez mais atraentes, pois em geral, as
fibras apresentam estrutura semelhante a matriz extracelular dos tecidos biologicos, podendo
vir a mimetizar de forma bastante fidedigna as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos
tecidos bioldgicos (BAUER et al., 2013; NAUMENKO et al., 2016; PARK et al., 2017).

No campo da regeneragdo tecidual, a membrana celulésica bacteriana pode atingir
arquitetura semelhante ao tecido conjuntivo, que por sua vez desperta o interesse sobre
investigacdes no controle da adesdo e proliferagdo celular (ZANATTA, 2012; KOUROUPIS,
2016).

O objetivo dessa pesquisa foi caracterizar as células-tronco mesenquimais de medula
6ssea de coelhos e avaliar o comportamento destas células quando associadas a membrana
celuldsica bacteriana, verificando a adesdo, capacidade de ativagdo de células do sistema
imune, citotoxicidade e toxicidade do biomaterial. Ademais, analisar o potencial reparador
das CTMMO associadas a MCB transplantadas, por acesso cirrgico, na ruptura parcial
induzida nos tenddes calcaneos em coelhos, verificando a modelagem do tecido conjuntivo e

preenchimento da falha tendinea em dois periodos (10 e 30 dias).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lesoes tendineas

A reparacdo e o restabelecimento morfofuncional dos tenddes dependem de fatores
intrinsecos e extrinsecos, como vascularizagdo, migracdo e adesdo celular, além das manobras
operatdrias e da terapia utilizada (DOCHEVA et al., 2015). Em processos reparativos do
tenddo calcaneo, a sutura tem sido o principal tratamento para tenddes lacerados ou
avulsionados (BROWN; SHIPLE; SCARPONE, 2016).

A reparacgdo de tenddes continua a ser um enorme desafio para o cirurgido ortopédico.
Embora a organizagdo longitudinalmente linear das fibras de colageno e fasciculos resultem
em rigidez ideal e for¢ca em tensdes baixas sob carga de tragdo, esta organizagdo faz o reparo
de tenddes rompidos ou dilacerados extremamente dificil (WALDEN et al., 2017). Usar
material mais resistente na sutura aumenta o sucesso no pds-operatorio, mas ainda nao
descarta a possibilidade de re-ruptura ou do inicio do movimento precoce sem riscos de
promover a formag¢ao de um novo GAP (NI et al., 2013).

A invasdo do tecido de granulacio na descontinuidade do tenddo promove o
desenvolvimento de aderéncias comprometendo a qualidade do procedimento cirargico. Para
evitar problemas associados com a imobilizacdo prolongada (aderéncias do tendao) e
formagdo de GAP, a reparagdo de tenddo pode ser aumentada com fatores bioldgicos para
promover a resisténcia inicial e diminuir o tempo de cura total (ISLAM et al., 2017). J& foi
descrita na literatura a introducdo de fatores de crescimento para aumentar a forca de
recuperagdo em reparos de tenddo em modelos animais (ZUZZOVA, M.; KRISOVA, S.;
ZERT, Z., 2013; GONZALEZ et al., 2015). No entanto, o preenchimento da fenda originada
pela ruptura do tendao ainda ¢ alvo para testes com diversos materiais.

Uma nova abordagem preconizada ¢ a engenharia de tecidos, que ¢ o desenho com
base laboratorial e desenvolvimento de tecidos vivos e Orgdos para substituir ou apoiar a
funcdo de partes lesionadas do corpo (PEACH, M.S., 2017). Na engenharia de reconstru¢do
de tenddes, as células-tronco oferecem potencial para o preenchimento da falha tendinea,
podendo ser associada a biomateriais reduzindo o tempo de reabilitagdo no pos-cirurgico.

2.2 Biotecnologia na engenharia de tecidos

No inicio da década de 50, quando os biomateriais passaram a ser usados de forma
mais sistematica, o objetivo era a obtencao de materiais biocompativeis, capazes de substituir
um tecido danificado e prover suporte mecanico, com minima resposta bioldgica do paciente.

Posteriormente, buscou-se aumentar a vida do implante por sua interacdo com a interface do
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tecido hospedeiro. Em seguida, a meta era o desenvolvimento de materiais biodegradaveis,
com capacidade de serem incorporados ou absorvidos (ap6s dissolugdo) pelo tecido
hospedeiro. Pesquisadores tem trabalhado com o conceito de biomimética, que significa
literalmente, a imitagdo da vida, buscando assim, materiais que participem de forma ativa no
processo de recuperagdo, atuando no tecido de forma especifica, com estimulacdo em nivel
celular (HOLZAPFEL et al., 2013; HASAN et al., 2017, PUPPOLO et al., 2017).

A engenharia de tecidos ¢ uma tecnologia com aplicacgdes clinicas encorajadoras, com
grandes impactos econdomicos e implicagdes para o tratamento dos pacientes (ABBOTT;
KAPLAN, 2016). O proposito nesta area ¢ estabelecer uma nova tecnologia clinica que
tornardo possiveis tratamentos médicos para doengas que tém sido dificeis de curar pelos
métodos atualmente existentes (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Os desafios da engenharia de tecidos envolvem abordagens interdisciplinares, € muitos
problemas ainda envolvem a eficacia de alguns parametros como métodos, fontes celulares,
constru¢ao dos suportes, semeadura das células, ambiente de cultura, analise da producdo de
matriz extracelular, propriedades mecanicas da construcdo célula-suporte e modelos in vivo
apropriados (FLOREA et al., 2016).

Avancos no campo de biomateriais e suas aplicagdes médicas indicam a importancia e
o potencial de varios polissacarideos de origem microbioldgica no desenvolvimento de novas
classes de materiais biomédicos (FLOREA et al., 2016; LEE; DAI, 2017, MURDOCK;
BADYLAK, 2017). Dentre estes, tem-se a celulose bacteriana, que possui nanoestrutura
fibrilar tnica, que determina propriedades fisicas e mecanicas caracteristicas, que lhe
conferem papel bastante promissor na medicina moderna e nas pesquisas biomédicas
(RAJWADE; PAKNIKAR; KUMBHAR, 2015; WANG, 2017; WU; CHENG, 2017).

Algumas questdes a respeito da celulose bacteriana (CB) necessitam maiores
investigacdes. A estrutura da membrana celuldsica bacteriana proporciona condi¢des
favoraveis a adesdo celular, mas, ainda n3o ha indicagdes claras do mecanismo de
regeneragdo tecidual, acreditando-se que seja promovida pela sua nanoestrutura caracteristica
(KIM et al., 2011). Desta forma, novos estudos in vitro e in vivo se fazem necessarios, pois
poderdo prover o entendimento de sua interacdo com os tecidos biologicos.

2.2.1 Celulose bacteriana

Os polimeros sdo os materiais mais procurados na engenharia de tecidos, e também os
mais empregados na pratica médica, devido as semelhancgas com caracteristicas estruturais do
tecido e também por apresentarem uma elevada versatilidade mecanica (CHEN; LIANG;

THOUAS, 2013). Dentre as principais vantagens desses biomateriais destacam-se a facilidade
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de fabricagdo para produzir formas variadas (particulas, filmes, fios e outros), o
processamento secunddrio, custo razodvel e disponibilidade em encontrar materiais com
propriedades mecanicas e fisicas desejadas para aplicagdes especificas (ALMEIDA;
WOICIECHOWSKI; WOSIACKI, 2013).

Na engenharia tecidual, busca-se o desenvolvimento de polimeros que proporcionem
efetiva interagdo com os tecidos, favorecendo respostas fisioldgicas como crescimento e/ou
diferencia¢do celular no local de implantagdo, mimetizando as caracteristicas da matriz
extracelular e exercendo um papel ativo na restauracdo tecidual (KUCINSKA-LIPKA;
GUBANSKA, 2015; PUPPOLO et al., 2017).

A celulose ¢ o biopolimero mais abundante no mundo, com uma produgdo estimada de
10" toneladas por ano e possui grande importancia econdmica, além disso pode ser
encontrada em diferentes formas de vida como em plantas verdes, fungos, protozoarios, ¢
seres procariontes (FLOREA et al., 2016).

A celulose bacteriana ¢ um polissacarideo extracelular secretado principalmente pela
Gluconacetobacter xylinus, uma bactéria estritamente aerdébia e gram-negativa,
quimioheterotrofica, que pode ser cultivada em um meio liquido a partir de varias fontes de
carbono e nitrogénio, e basicamente utiliza a glicose como substrato. Em um meio de cultura
apropriado este microrganismo produz fibras muito finas de celulose que se entrelacam
formando uma pelicula com estrutura nanofibrilar (MOOSAVI-NASAB; YOUSEFI, 2011; LI
etal., 2012; PANESAR et al.,2012).

Com propriedades singulares e bastante promissoras, a CB desperta interesse em
muitos pesquisadores de diversas areas, das quais se destacam a medicina regenerativa e a
biomedicina. As caracteristicas fundamentais presentes na CB que tornam este biomaterial
atrativo na engenharia tecidual sdo: elevada hidrofilicidade, capacidade de retencdao de agua,
porosidade (517,9 a 1582,0nm), o que permite a adesdo celular e difusdo do meio de cultivo e
matriz extracelular dentro da estrutura do scaffold, elevada resisténcia (0,76 a 4,32 kN/m),
degradavel, preservagdo da sua arquitetura aproximadamente até 325°C, estabilidade
mecanica ¢ maleabilidade da fibras ultrafinas reticuladas, que entrelagam-se formando uma
rede tridimensional a qual possibilita uma permeabilidade seletiva. A pureza quimica,
possibilidades de agregarem substancias a matriz de CB, cristalinidade (75 a 91%), também
sdo apreciadas por pesquisadores (CAVKA et al., 2013; VIEIRA, 2013; ASHOK et al., 2015;
KIRDPONPATTARA et al., 2015).
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2.2.2 Toxicidade de biomateriais

Um material téoxico ¢ definido como aquele que libera um residuo quimico em
quantidade suficiente para matar células, direta ou indiretamente por meio da inibi¢do de vias
metabolicas principais. O numero de células afetadas ¢ proporcional a dose e poténcia do
residuo quimico. Com a crescente oferta de biomateriais pela indistria biotecnoldgica, surge a
necessidade de andlises que esclarecam as possiveis reagdes citotoxicas destes biomateriais
com possiveis aplicacdes em sistemas biologicos (ZOUBOU et al., 2013; SCHMALZ;
WIDBILLER; GALLER, 2016).

Sabe-se que as células-tronco quando mantidas em cultura dividem-se e multiplicam-
se continuamente. A base dos ensaios de citotoxicidade estd na avaliagdo da interferéncia
induzida pelo biomaterial nos processos metabolicos celulares e na investigagdo dos
processos que podem vir a intervir no crescimento/multiplicagdo celular, ou até mesmo

culminar na morte celular (AVILA; etal.,2014).

Segundo Boersema (2016), a citotoxicidade pode ser avaliada por diferentes métodos
de acordo com o dano celular ocorrido: alteragdes nas membranas plasmaticas podem ser
avaliadas por meio de corantes como o azul de Trypan, Alamar Blue, altera¢des nas funcdes
metabolicas das mitocondrias, as quais podem ser mensuradas pelo método colorimétrico de

MTT (tetrazolio de 3 - (4,5 - dimetiltiazol -2-il) -2,5-difenil tetrazolio brometo).
2.2.3 Respostas inflamatorias a biocompdsitos

Os sistemas imunoldgicos inato e adaptativo desempenham um papel distinto e
significativo ao reagir contra qualquer material estranho que ¢ considerado nocivo. Em ambos
os tipos de respostas, existem numerosos fatores humorais e celulares que sdo essenciais para
as respostas imunoldgicas eficientes. As reagdes aos biomateriais apds sua implantagdo,
determinam o sucesso da integracdo e o desempenho biologico de dispositivos biomédicos,
implantes ortopédicos e scaffolds de engenharia tecidual (VISHWAKARMA, 2016).

Apds o implante do biomaterial, a resposta inflamatéria do hospedeiro ¢ um fator
importante que afeta particularmente a regenera¢do do tecido, em que o estresse oxidativo
inicial e a ativagdo subsequente de macréfagos, desempenham um papel chave na regulagio
da resposta inflamatoria (HORTENSIUS; EBENS; HARLEY, 2016).

Os materiais biocompativeis devem possuir sinergia fisica, quimica e bioldgica no
microambiente celular em que se encontram. A ativagdo imunolédgica da via classica ou da via

alternativa, pode secretar uma série de citocinas pro-inflamatorias que dificultam as interagdes
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entre o material e o tecido endogeno e, consequentemente, a regeneracao do tecido, enquanto
que macrofagos podem envolver o tecido e segregar citocinas anti-inflamatdrias para manter a
estabilidade do ambiente, o que ¢ propicio para regeneracdo. Além disso, os macréfagos
podem secretar uma série de fatores de crescimento e quimiocinas para promover a migragao
e o recrutamento de células-tronco. Assim, o equilibrio entre a via cldssica e as vias

alternativas regulam a interagdo de biomateriais em sistemas biologicos (YU et al., 2016).
2.3 Células-tronco

E amplamente aceito na comunidade cientifica que as células-tronco podem ser
divididas em dois grandes grupos: células-tronco embrionarias e células tronco nao-
embrionarias. Derivadas da massa celular interna de blastocistos, as células-tronco
embriondrias podem se diferenciar em células das trés camadas germinativas. O interesse de
pesquisadores e clinicos por estas células permanecem limitados por questdes bioéticas e
controvérsias no que diz respeito a formacdo de teratomas (WANG; QU; ZHAO, 2012;
SQUILLARO; PELUSO; GALDERISI, 2016).

Quanto a sua potencialidade, as células-tronco sdo classificadas em totipotentes,
pluripotentes, multipotentes e unipotentes. As totipotentes apresentam como caracteristica a
capacidade de gerar todos os tecidos do organismo e do folheto embriondrio; as classificadas
como pluripotentes podem gerar todas as linhagens celulares, porém nao originam células da
membrana extra embriondria; as multipotentes originam células do proprio tecido isolado e
diversas células de tecidos somadticos, enquanto as unipotentes originam apenas células
provenientes do mesmo tecido (FAITA et al., 2016).

As células-tronco mesenquimais adultas sdo células-tronco somaticas presentes em
pequenas quantidades em regides perivasculares de todos os tecidos adultos (PINTO FILHO
et al., 2013; MO et al., 2016). Estas células emergem durante o desenvolvimento e sdo
caracterizadas pela perda de pluripoténcia e capacidade de diferenciagao restrita a alguns tipos
de tecidos. Uma caracteristica inerente das CTM ¢ seu alto grau de plasticidade, capazes de
gerar células maduras de o6rgdos distintos. Apesar desta plasticidade, estas células parecem
ndo dar origem a tumores quando injetadas e ainda, promover a manutengdo das células

viaveis e regenerar tecidos lesados (KROURY; SCADDEN, 2015).
2.3.1 Células-tronco mesenquimais de medula dssea

Pioneiramente, foi descrito por Friedenstein, células-tronco mesenquimais da medula

Ossea que durante cultivo, apresentaram-se fusiformes e proliferam-se em coldnias. Estas
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células sdo capazes de aderir ao plastico e, diferenciar-se sob condi¢des especificas in vitro
em tipos celulares (osteoblastos, condroblastos, adipdcitos). Posteriormente, essas células
obtidas da medula 6ssea pos-natal, foram denominadas células estaminais mesenquimais ou
células-tronco do estroma. A presenca de células mais ou menos semelhantes tem sido
demonstrada em muitos outros tecidos: figado, musculo, polpa dentaria, tecido adiposo,
coragdo, rins, dentre outros. (SICILIANO et al., 2016; WUCHTER; WAGNER; HO, 2016;
CORNELISON; PERDIGUERO, 2017; FETER et al., 2017).

A medula o6ssea, derivada do mesoderma, possui células multipotentes
hematopoiéticas responsaveis pela renovagdo de células sanguineas, e progenitoras
multipotentes denominadas células-tronco mesenquimais (CTM). Estas células t€ém duas
caracteristicas importantes. A primeira refere-se a capacidade de diferenciar-se em tipos
celulares distintos, tais como células de tecidos especificos do mesénquima, incluindo osso,
cartilagem, musculo, estroma da medula 6ssea, a tendao/ligamento, gordura, derme e outros
tecidos conjuntivos. A segunda caracteristica reside na capacidade das CTM secretarem um
amplo espectro de macromoléculas bioativas que sdo imunoreguladoras e servem para
estruturar microambientes regenerativos em areas de lesdo de tecido. Assim, estas células
agem no reparo e regeneracao dos diversos tipos de tecido e cujas caracteristicas sao definidas
a partir do seu nicho especifico, com potencial para serem utilizadas na reconstru¢do de tais
tecidos mesenquimais através dos principios e praticas de engenharia de tecidos (CAPLAN,
2014; GAO et al, 2016).

A medula 6ssea, se destaca por ter sido o primeiro tecido empregado em terapia
celular, tornando-se o tecido mais utilizado e caracterizado para estudos das propriedades das
células-tronco mesenquimais (PINTO FILHO et al., 2013).

As células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (CTMMO) mostram-se excelentes
células para o uso clinico-terapéutico por diversos fatores: sdo facilmente acessiveis; pode-se
atingir o volume de células necessario em pouco tempo, por meio da replicagdo em cultura,
permite o uso autdlogo ou o tratamento de varios pacientes com um Unica amostra, ja que a
expressao de antigenos do HLA ¢ pobre, possibilita a utilizagdo dessas células sem a
necessidade da tipagem HLA, tornando-as prontas para o uso em qualquer paciente. Mesmo
apos congeladas, preservam suas caracteristicas, o que permite a criagdo de bio-bancos

(WABIK, JONES, 2015).
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5 CONSIDERACOES GERAIS

De acordo com os resultados apresentados, este trabalho contribui com
esclarecimentos sobre o comportamento in vitro das CTMMO de coelhos quando cultivadas
sobre scaffold de membrana celuldsica bacteriana e dados relativos a toxicidade deste
biomaterial. Verificou-se que as células-tronco mesenquimais isoladas a partir da medulla
6ssea de coelhos possuem grande potencial proliferativo demonstrado na avaliagao da cinética
celular por meio da curva de crescimento o que, nos permitiu identificar as fases de
adaptagdo, crescimento exponencial e estabilidade da proliferacdo na cultura celular com boa
viabilidade celular e atividade proliferativa, mesmo apds descongelamento.

As CTMMO foram capazes de diferenciar-se em linhagens osteogénica, condrogénica
e adipogénica. Apresentaram-se aderentes ao plastico e a membrana celuldsica bacteriana,
formando coldnias na cultura celular com morfologia fibroblastéide e integrando o citoplasma
a MCB apos sete dias de cultivo. Quanto a citotoxicidade da MCB, verificou-se que nao
houve diferenca significativa na ativacao de células do sistema imune nem ativagdo de oxido
nitrico.

A expansdo das CTMMO sobre scaffold de membrana celuldsica bacteriana pode se

tornar uma alternativa promissora para a reconstrucao de varios tipos de lesdes teciduais.



68

REFERENCIAS

ABBOTT, R.D.; KAPLAN, D.L. Engineering Biomaterials for Enchanced Tissue
Regeneration. Current Stem Cell Reports, v. 22, n.2, p. 140-146, 2016.

ALMEIDA, D.; WOICIECHOWSKI, A.L.; WOSIACKI, G. Propriedades Fisicas, Quimicas e
de Barreira em Filme Formados por Blenda de Celulose Bacteriana e Fécula de Batata.
Polimeros. p. 1-9, 2013.

ASHOK, B. et al. Properties of cellulose/Thespesia lampas short fibers bio-composite films.
Carbohydrate Polymers. v. 127, p. 110-115, 2015.

AVILA, HM. et al. Biocompatibility evaluation of densified bacterial nanocellulose hydrogel
as an implant material for auricular cartilage regeneration. Microbiol Biotechnol. v.98, p.
7423-7435, 2014.

BAUER, S. et al. Engineering biocompatible implant surfaces Part I: Materials and surfaces.
Progress in Materials Science, v. 58, p. 261-326, 2013.

BOERSEMA, G.S.A. et al. The effect of biomaterials used for tissue regeneration purposes
on polarization of macrophages. BioResearch. v.5, n.1, p.7-14, 2016.

BROWN, M.N.; SHIPLE, B.J.; SCARPONE, M. Regenerative approaches to tendon and
ligament conditions. Phys Med Reahbil Clin. V.27. p. 941-984, 2016.

CAPLAN, A.L. Adult Mesenchymal Stem Cells for Tissue Engineering Versus Regenerative
Medicine. Journal of Cellular Physiology. USA, v. 213, pg. 341-347, 2014.

CAVKA, A. et al. Production of bacterial cellulose and enzyme from waste fiber sludge.
Biotechnology for Biofuels. v.25, n.6, p. 1-10, 2013.

CHEN, Q; LIANG, S; THOUAS, G. A. Elastomeric biomaterials for tissue engineering.
Progress in polymer science, v. 38, n. 3, p. 584-671, 2013.

DIMARINO, A.M.; CAPLAN, A.L;; BONFIELD, T.L. Frontier in Immunology, v.4, n.1, p.
1-9, 2013.

DOCHEVA, D. et al. Biologics for tendon repais. Advanced drug delivery Reviews. V. 84,
p. 222-239, 2015.

EDGAR, L. et al. Heterogeneity of scaffold biomaterials in tissue engineering. Materials,
v.9, p. 1-21, 2016.

FAVI, PM. et al. Cell proliferation, viability, and in vitro differentiation of equine
mesenchymal stem cells seeded on bacterial cellulose hydrogel scaffolds. Materials Science
and Engeneering:C. v.33, n.4, p.1935-1944, 2013.

ISLAM, A.; MBIMBA, T.; YOUNESI, M.; AKKUS, O.; Effects of substrate stiffness on the
tenoinduction of human mesenchymal stem cells. Acta Biomaterialia. V. 58, p. 244-253,
2017.



69

PINTO FILHO, S.T.L. et al. Células-tronco mesenquimais adultas: caracteristicas e
aplicacdes experimentais em animais. Veterinaria e Zootecnia. v.20, p.49-59, 2013.

FAITA, T. et al. Membrana amnidtica: fonte alternative de células-tronco mesenquimais em
diversas espécies animais. Revista Veterinaria Brasileira. v. 36, n.6, p. 520-525, 2016.

FLOREA, M. et al. Engineering control of bacterial cellulose production using a genetic
toolkit and a new cellulose-producing strain. PNAS Plus. p. 3440-3448, 2016.

GONZALEZ, J.C. et al. Autologous leukocyte-reduced platelet-rich plasma therapy for

Achilles tendinopathy induced by collagenase in a rabbit model. Scientific reports. p. 1-11,
2015.

GRAND VIEW RESEARCH, Brazil Biomaterials Market Forecast — Estimated To Achieve
Two Billion By 2018. Disponivel em < http://www.grandviewresearch.com/industryanalysis/
biomaterials-industry> Acesso em: 04-08-2016.

GUASTALDI, A. C., APARECIDA, A. H. Fosfato de calcio de interesse bioldgico:
importancia como biomateriais, propriedades e métodos de obtencdo de recobrimentos.
Quimica Nova, v. 33, p. 1352-1358, 2012.

HOLZAPFEL, B. M. ef al. How smart do biomaterials need to be? A translational science and
clinical point of view. Advanced drug delivery reviews, v. 65, n. 4, p. 581-603, 2013.

HORTENSIUS, R.A.; EBENS, J.H.; HARLEY, B.A.C. Immunomodulatory effects os
amniotic membrane matrix incorporated into collagen scaffolds. Journal of Biomedical
Materials Research. V.104, n. 6, p. 1332-1342, 2016.

KFOURY, Y.; SCADDEN, D. Mesenchymal cell contribuitions to the stem cell niche. Cell
Stem Cell, v.16, n.5, p. 239-253, 2015.

KIM, J. et al. Preparation and characterization of a Bacterial cellulose/ Chitosan composite for
potential biomedical application. J Polym Res, v.18, p. 739-744, 2011.

KIRDPONPATTARA, S. et al. Structural modification and characterization of bacterial
cellulose-alginate composite scaffolds for tissue engineering. Carbohydrate Polymers,
v.132, p.146-155, 2015.

KOBOLAK, J. el al. Mesenchymal stem cells: Identification, phenotypic characterization,
biological properties and potential for regenerative medicine through biomaterial
microengineering of their niche. Methods. p. 62-68, 2016.

KOUROUPIS, D. et al. Generation of stem cell-based bioartificial anterior cruciate ligament
(ACL) grafts for effective ACL rupture repair. Stem Cell Research. p. 1-10, 2016.

KUCINSKA-LIPKA, J.; GUBANSKA, I. Bacterial cellulose in the field of wound healing
and regenerative medicine of skin: recent trends and future prospectives. Polym. Bull. v.72,
p. 2399-2419, 2015.



70

LANDIM, A. et al. Equipamentos e tecnologias para saude: oportunidades para uma inser¢ao
competitiva da industria brasileira. BNDES Setorial, n. 37, mar. 2013, p. 173-226, 2013.

LL, Y. et al. Improvement of bacterial cellulose production by manipulating the metabolic
pathways in which ethanol and sodium citrate involved. Appl Microbiol Biotechnol, v.96,
p.1479-1487, 2012.

LIN, P.S. et al. Biosynthesis, production and applications of bacterial celulose. Cellulose.
v.20, n.5, p. 2191-2219. 2013.

MI, H-Y; JING, X; TURNG, L-S. Fabrication of porous synthetic polymer scaffolds for tissue
engineering. Journal of Cellular Plastics, v. 51, n. 2, p. 165-196, 2015.

MO, M. et al. Mesenchymal stem cell subpopulations: phenotype, property and therapeutic
potencial. Cellular and Molecular Life Sciences. v.73, p.3311-3321, 2016.

MOOSAVI-NASAB M; YOUSEFI M. Biotechnological production of cellulose by
Gluconacetobacter xylinus from agricultural waste. Iran J Biotech, v.9, n. 2, p. 94-101, 2011.

NI, M. et al. Engineered scaffold-free tendon tissue produced by tendon-derived stem cells.
Biomaterials, v34, p. 2024-2037, 2013.

PANESAR, P.S; CHAVAN, Y; CHOPRA, H.K; KENNEDY, J.F. Production of microbial
cellulose: response surface methodology approach. Carbohydr Polym v.87,p. 930-934, 2012.

PEACH, M.S. et al. Engineered stem cell niche matrices for rotador cuff tendon regenerative
engineering. Plos One. V.12, n.4, p.1-19, 2017.

PIRES, A. L. R.; BIERHALZ, A. C.K; MORAES, A. M. Biomaterials: types, applications,
and market. Quimica Nova, v. 38, n. 7, p. 957-971, 2015.

QIAN, D. et al. Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells Repair Necrotic Pancreatic
Tissue and Promote Angiogenesis by Secreting Cellular Growth Factors Involved in the SDF-
1a/CXCR4 Axis in Rats. Stem Cells International. p. 1-20, 2015.

RAJWADE, J.M.; PAKNIKAR, K.M.; KUMBHAR, J.V. Applications of bacterial cellulose
and its composites in biomedicine. Appl Microbiol Biotechnol, v.99, p.2491-2511, 2015.

RATAJCZAK, M.Z. A novel view of the adult bone marrow stem cell hierarchy and stem cell
trafficking. Leukemia, v. 29, p. 776-782, 2015.

RICHARDSON, S.M. et al. Mesenchymal stem cells in regenerative medicine: Focus on
articular cartilage and intervertebral disc regeneration. Methods, v.99, p. 69-80, 2016.

SCHMALZ,G.; WIDBILLER,M.; GALLER ,K.M. Material tissue interaction — from toxicity
to tissue regeneration. Operative Dentistry. v.41, n.2, p. 117-131, 2016.

SQUILLARO, T.; PELUSO, G.; GALDERISI, U. Clinical trials with mesenquimal stem
cells: an update. Cell Transplatation. v. 25, p. 829-848, 2016.



71

VISHWAKARMA, A. et al. Engineering immunomodulatory Biomaterials to tune the
inflammatory response. Trends in Biotechnology. v.34, n.6, p.470-482 ,2016.

WABIK, A.; JONES. P.H. Switching roles: the functional plasticity of adult tissue stem cells.
The EMBO Journal. V.34, p. 1164-1179, 2015.

WALDEN, G. et al. A clinical, biological, and biomaterials perspective into tendon injuries
and regeneration. Tissue Engineering: Part B. v.23, n.1, p. 44-58.

WANG, S.; QU, X.; ZHAO, R.C. Clinical applications of mesenchymal stem cells. Journal of
Hematology & Oncology. v.5, p.1-9, 2012.

WEI, X. ef al. Mesenchymal stem cells: a new trend for cell therapy. Acta Pharmacologica
Sinica, v. 34, n. 6, p. 747-754, 2013.

WUCHTER, P.; WAGNER,W.; HO, A.D. Mesenchymal Stromal Cells (MSC). IN:
Regenerative Medicine — From protocol to Paciente. 3 ed. 2016. Switzerland: Springer,
2016.

X1, J. et al. Mesenchymal stem cells in tissue repairing and regeneration: Progress and future.
Burns & Trauma, v.1, n.1, p. 13-20, 2013.

YU, Y.; WU, R.; YIN,Y.; CHEN, F. Direction immunomodulation using biomaterials for
endogenous regeneration. Journal of Materials Chemistry B. v.4. p.569-584, 2016.

ZANATTA, G. et al. Viability of mesenchymal stem cells during electrospinning. Braz J
Med Biol Res. v.45, n.2, p. 125-130, 2012.

ZOBOU,H. ef al. In vitro cyrotoxity evaluation of a novel root repair material. Basic
Research Biology. v.39, n.4, p. 478-483, 2013.

ZUFFOVA, K.; KRISOVA, S.; ZERT, Z. Platelet rich treatment of superficial digital flexor
tendon lesions in racing Thoriughbreds. Veterinarni Medicina. V.58, n.4, p. 230-239, 2013.



Apéndice A — Carta de aprovacio pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFPI)

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitaric Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil, CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Biocompatibilidade, imunomodulagio e toxicidade
da membrana celuldsica bacteriana integrada as células-tronco mesenguimais de
medula éssea de coelhos- CTBIOMAT’, registrada n° 268/16, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. MARIA ACELINA MARTINS DE CARVALHO- Morfofisiologia Veterinaria/
CCAJUFPI que envolve a produgdo, manuteng&o ou utilizagao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa Cientifica (ou Ensino)-
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reuni&o na presente data
20/01/2017.

Finalidade (") Ensino (X) Pesquisa Cientifica T
Vigéncia da Autorizacdo Fevereiro/ 2017 a Junho/ 2017 R
Espécie/Linhagem/raca Rato isogénico
N° de Animais 12
Peso/ Idade 6 meses
Sexo Machos
Origem Biotério da UFPL.

Teresina, 20 de Janeiro de 2017.
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Apéndice B — Carta de Aprovacio pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal
(CEEA/UFPI)

MINISTERIO DA EDUCAGAO )
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUi
PRO-REITORIA DE PESQUISA -

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL e S

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

Teresina, 30 de Maio de 2014.

lima.

Profa. Dra. MARIA ACELINA MARTINS DE CARVALHO
Departamento: Morfofisiologia Veterinaria- CCA/UFPI

Senhora Pesquisadora

Em reunido na presente data (30 de Maio de 2014), a Comissao de Etica e
Experimentagéo no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentacgéo animal, sob o nimero 021/14, o projeto de pesquisa
intitulado  “Células-tronco mesenquimais associadas a membrana
celulésica bacteriana: Ensaio pré-clinico para a reparagdo de ruptura de
tendio calcidneo em coelhos”, sob a sua responsabilidade. Informamos que
no projeto serdo usados 24 Coelhos (Machos).

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente,
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Pr‘of“ vete L. de Mendonca

Comité de Eticaem Experimentagdo Animal-UFP '
Coordenadora





