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RESUMO

O desenvolvimento de sistemas de cultivo de foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) com
células-tronco pode reduzir o estresse oxidativo, por meio dos secretomas liberados por essas
células, que s3o pequenas moléculas constituidas por agentes antioxidantes, fatores de
crescimento e quimiocinas o que pode favorecer o desenvolvimento desses foliculos. Os FOPA
poderiam ser beneficiadas por serem estruturas celulares de elevada exigéncia metabdlica, que se
desenvolvem mediante interagdo com radicais oxidativos e peptideos bioativos, tornando seu
cultivo in vitro complexo e oneroso. O 6leo do buriti, palmeira tipica da regido norte-nordeste,
apresenta baixo custo de extracdo e relevantes propriedades antioxidantes, denotando potencial
para a utilizacdo em cultivo celular. Este trabalho tem como objetivo caracterizar fisica e
quimicamente o scaffold de 6leo de buriti (SB), avaliar a bioincorporagdo com células-tronco
mesenquimais e o efeito em sistema de co-cultivo com foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA)
caprinos. Para caracterizacio do SB foram realizadas a espectroscopia na regido do
Infravermelho (FTIR) e Analise Termogravimétrica (TG e DTG). Analisadas a morfologia e
adesdo celular por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV) e técnicas histologicas.
Para avaliar a biocompatibilidade foram empregados os testes de MTT e atividade hemolitica. A
capacidade de ativacdao de células do sistema imune foi mensurada pelos testes de capacidade
fagocitica e sintese de oxido nitrico. Os FOPA caprinos foram cultivados a partir de fragmentos
do cortex ovariano, dos quais um deles foi imediatamente fixado em carnoy (controle fresco). Os
demais fragmentos, foram cultivados por 1 e 7 dias em placas de cultura na presenca ou auséncia
do scaffold de buriti com células-tronco da geleia de Wharton (SB-CTMGW). Apo6s o cultivo os
fragmentos ovarianos foram fixados em carnoy para exame histolégico. Quanto a caracterizagao,
o SB apresenta composicao amorfa, alta estabilidade térmica e alta capacidade de expansao em
agua. Em relagdo a morfologia, demonstra superficie com micro e macroporos € boa adesdao de
CTMGW. Foi observada a auséncia de citotoxicidade e atividade hemolitica, ¢ o SB ndo
estimulou a ativacdo de macréfagos. Os foliculos pré-antrais foram morfologicamente
classificados em primordiais ou foliculos em desenvolvimento. O grupo cultivado tratamento
apresenta a maior redugdo das porcentagens de foliculos primordiais (p <0,05), e as porcentagens
de foliculos em desenvolvimento, aumentaram (p <0,05), comparando-os, ao grupo controle. Em
conclusdo o co-cultivo de células-tronco da geleia de Wharton sob scaffold de buriti mantém a
estrutura e promove a ativagdo e o crescimento in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais
caprinos, apesar de reduzir a viabilidade folicular.

Palavras-chaves: reproducao animal; ovarios; co-cultivo; citotoxicidade; poliuretanas.
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ABSTRACT

The development of preantral ovarian follicular (POF) culture systems with stem cells can reduce
oxidative stress by means of the secretasomes released by these cells, which are small molecules
composed of antioxidants, growth factors and chemokines. may favor the development of these
follicles. POF could benefit from being highly metabolic cellular structures that develop through
interaction with oxidative radicals and bioactive peptides, making their in vitro culture complex
and costly. Buriti oil, a typical palm of the north-northeast region, presents low extraction costs
and relevant antioxidant properties, denoting potential for use in cell culture. The aim of this
work was to characterize the scaffold of buriti oil (SB), to evaluate the bioincorporation with
mesenchymal stem cells and the effect on co-culture with preantral ovarian follicles (goat's POF).
To characterize the SB were the Infrared Spectroscopy (FTIR) and Thermogravimetric Analysis
(TG and DTG). The morphology and cellular adhesion were analyzed through scanning electron
microscopy (SEM) and histological techniques. MTT tests and hemolytic activity were used to
evaluate the biocompatibility. The activation capacity of cells of the immune system was
measured by tests of phagocytic capacity and synthesis of nitric oxide. Goat POF were cultured
from fragments of the ovarian cortex, one of which was immediately fixed in carnoy (fresh
control). The remaining fragments were cultured for 1 and 7 days in culture plates in the presence
or absence of buriti scaffold with Wharton jelly mesenquimal stem cells (SB-CTMGW). After
culture the ovarian fragments were fixed in carnoy for histological examination. Regarding the
characterization, the SB has amorphous composition, high thermal stability and high water
expansion capacity. In relation to the morphology, it shows micro and macropore surfaces and
good adhesion of CTMGW. The absence of cytotoxicity and hemolytic activity was observed,
and SB did not stimulate the activation of macrophages. Preantral ovarian follicles were
morphologically classified into primordial or developing follicles. The cultivated treatment group
showed the greatest reduction in the percentages of primordial follicles (p <0.05), and the
percentages of developing follicles increased (p <0.05), comparing them to the control group. In
conclusion, the co-cultivation of mesenquimal stem cells from Wharton jelly under buriti scaffold
maintains the structure and promotes the activation and in vitro growth of preantral follicles of
goat preantral, although reducing follicular viability.

Keywords: animal reproduction; ovaries; co-cultivation; cytotoxicity; polyurethanes.
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INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) sdo estruturas celulares de elevada sensibilidade,
tornando seu cultivo in vitro complexo e oneroso. No desenvolvimento reprodutivo natural
aproximadamente 99,9% desses foliculos ndo chegam ao processo ovulatorio, entrando em
atresia, por via degenerativa e/ou apoptotica (FIGUEIREDO et al., 2007). O niumero de foliculos
pré-antrais por ovario varia entre espécies, segundo Lucci et al., (1999) na cabra essa populagdo
compreende cerca de 35.000 foliculos.

O ovario ¢ o 6rgdo responsavel pela producao de fatores de crescimento, horménios e
gametas femininos (odcitos), estes Ultimos, localizam-se nos foliculos. Nos mamiferos, o ovario ¢
composto por duas regides principais: uma interna (medular), responsavel pela sustentagdo desse
orgado, e uma mais externa (cortical), na qual podem ser encontrados foliculos e corpos liteos em
diferentes estagios de desenvolvimento (SAMUELSON, 2007).

O foliculo ovariano constitui-se de odcito circundado por células somaticas, granulosas e
tecais. Durante a foliculogénese, o odcito se desenvolve, as células da granulosa circundantes se
multiplicam e se diferenciam, adquirindo capacidade esteroidogénica, e alterando a morfologia
folicular (URIBE-VELASQUEZ et al., 2015).

A populagao de foliculos no ovério pode ser influenciada por varios fatores como espécie,
etnia, genética, e idade e estado reprodutivo e nutricional. Na época do nascimento, a depender da
espécie de mamifero, o ovario contém sua quota maxima de foliculos primordiais, os quais estao
quiescentes ¢ contém todos os oocitos, disponiveis para fertilizagdo durante toda a vida fértil
(FILIPTAK; VIQUEIRA; BIELLI, 2016). Embora muitos cientistas acreditem que o estoque de
foliculos ovarianos seja finito e ndo renovavel, estudos apresentam evidéncias de que pode
ocorrer uma pequena renovagao na populagdo folicular por meio da diferenciagao das células-
tronco presentes no ovario, a neofoliculogénese (JOHNSON et al., 2005; SILVA-SANTOS et al.,
2013).

A foliculogénese ¢ definida como processo de formagdo, crescimento e maturacdo folicular,
que se inicia com a formacdo do foliculo primordial e culmina com o estdgio de foliculo pré-
ovulatorio. Durante o processo da foliculogénese, a morfologia folicular ¢ alterada devido a
proliferacdo, a diferenciacdo das células da granulosa, o crescimento oocitario, o aparecimento
das células da teca, a zona peliicida e uma cavidade repleta de liquido folicular denominada antro

(BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006). De acordo com o aspecto morfologico, os foliculos
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ovarianos podem ser classificados em dois grandes grupos: pré-antrais (FOPA) ou ndo cavitarios,
e antrais (FOA) ou cavitarios (FIGUEIREDO et al., 2007).

Grande parte dos odcitos presentes nos ovarios dos mamiferos ¢ armazenada em FOPA.
Entretanto, muitos desses foliculos se tornam atrésicos durante a fase de crescimento e
desenvolvimento (MAGALHAES et al., 2011; DUARTE et al., 2011).

As biotécnicas da reproducdo estdo em constante aperfeicoamento, e seus resultados tem
elevado a eficiéncia reprodutiva (NOCITI; TAIRA, 2015). As variadas tecnologias reprodutivas,
incluindo a criopreservacdo de gametas, inseminacao artificial, transferéncia de embrides e a
fertilizagao in vitro tém sido empregadas com éxito em varias espécies (FAUSTINO et al., 2011;
FIGUEIREDO et al, 2011;CAVALIERI et al, 2015; SILVA; VAN DEN HURK;
FIGUEIREDO, 2016). Contudo, para execucdo dessas biotécnicas € necessdrio uma grande
quantidade de complexos cumulus-oophorus competentes, capazes de produzir embrides e,
consequentemente, maximizar a producdo (MATOS et al., 2011). A presenca de fatores de
crescimentos e algumas citocinas podem intensificar o crescimento e a qualidade folicular
(MAGALHAES et al., 2012; MARTINS et al., 2014).

Os FOPA podem ser crescidos e maturados in vitro, visando a obtengdo posterior de
odcitos maduros e competentes, os quais poderdo ser utilizados nas diversas biotécnicas da
reproducdo aplicadas aos animais domésticos. Os estudos relacionados com a foliculogénese
podem ser feitos in vivo, através da andlise de expressdo de genes ou proteinas que estdo
presentes no ovario, e ainda in vitro com a utilizagdo de diferentes sistemas, onde os foliculos
podem ser cultivados in situ ou isolados (ROSSETTO et al., 2011).

O sucesso do cultivo in vitro de FOPA depende do emprego de métodos eficientes que
possibilitem seu adequado isolamento, diminuindo ou evitando danos estruturais, assegurando a
sobrevivéncia folicular. Além disso, para que estes foliculos crescam e se desenvolvam in vitro €
de extrema importancia a utilizagdo de sistemas de cultivo capazes de manter a sobrevivéncia e
suportar o crescimento dos odcitos inclusos nos foliculos pré-antrais até sua completa maturacao
(FAUSTINO et al, 2011). Associando adequadamente essas etapas, torna-se possivel
potencializar a reprodugado assistida de animais geneticamente superiores através do fornecimento
de milhares de odcitos para a producdo in vitro de embrides, bem como para as demais

biotécnicas reprodutivas (ROSSETTO et al., 2011).
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Sabe-se que durante o cultivo in vitro de fragmentos de tecido ovariano ou ainda de
estruturas isoladas como foliculos ovarianos, a sintese de radicais livres ¢ elevada, por meio de
mecanismos ainda ndo elucidados, que podem provocar apoptose e morte em varios tipos
celulares (FIGUEIREDO et al., 2011). Entretanto, essas espécies reativas de oxigénio (ROS)
podem ter valor significativo como marcadores da remodelacdo dos tecidos, sinalizacao
hormonal da esteroidogénese ¢ da funcdo das células germinativas, envolvidas ainda, em uma
séric de fungdes fisiologicas reprodutivas, como a maturacdo oocitaria, a esteroidogénese
ovariana, a ovulacao, a implantacdo, a formacao de blastocisto, a manutengdo do corpo liteo na
gestacdo e a lutedlise (FIGUEIREDO et al., 2007).

Por conseguinte, intencionando equilibrar a formacdo das ROS e manter suas funcdes
fisiol6gicas normais as células contém em seu citoplasma substincias antioxidantes, as quais
podem ser de natureza enzimatica ou ndo enzimdtica (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
GOMES et al,, 2013). As disfungdes no balanco oxidante/antioxidante em prol do pro-oxidante
desencadeiam danos celulares, os quais sdo designados como danos oxidativos, que podem
resultar em adaptacao ou injuria celular. O estresse oxidativo pode ocorrer em fungdo da redugao
na quantidade de antioxidantes nos sistemas de defesa celular ou pela producdo elevada de
espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (MACHADO et al., 2015).

Os danos ocasionados pelas ROS sao visiveis em todos os tipos de biomoléculas, incluindo
o DNA, proteinas e lipidios. A peroxidacao lipidica ¢ compreendida como a degradacao oxidativa
de lipidios poli-insaturados. Os acidos graxos poli-insaturados sdo os principais alvos para os
ataques dos radicais livres, devido as duas ou mais duplas ligagdes carbono-carbono e, suas
multiplas ligagdes (BRANDL et al., 2011).

A membrana que rodeia as células e as organelas celulares ¢ constituida em grande parte de
acidos graxos poli-insaturados, assim sendo, ¢ um dos componentes celulares mais agredidos por
essas moléculas reativas. Resultando em modificagdes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares, reduzindo a seletividade idnica, e propiciando a liberagdo do conteudo de
organelas e formacdo de artefatos toxicos, culminando com a morte celular (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

O desenvolvimento de sistemas de co-cultivo com células-tronco mesenquimais (CTM)
pode beneficiar o crescimento folicular. Pois, as CTM destacam-se por expressar diversas

moléculas bioativas como moléculas de adesdo, antioxidantes, proteinas de matriz extracelular,
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citocinas e os receptores para fatores de crescimento, permitindo interagdes com demais células
(MONTEIRO; ARGOLO NETO; DEL CARLO, 2010). Assim, a utilizacdo das CTM surge
como uma importante ferramenta para a realizagio de técnicas de cultivo associadas aos FOPA. E
altamente desejado um sistema de cultivo que mantenha a viabilidade e eleve a taxa de
crescimento e competéncia de maturagdo desses foliculos, aumentando a eficiéncia de produgao
de gametas femininos. Sistemas de cultivo de foliculos pré-antrais ovarianos sdo importantes para
estudar o desenvolvimento dos odcitos, especialmente por representarem fonte potencial para
utilizagdo in vitro na produgdo de embrioes.

As CTM sao amplamente estudadas por suas propriedades reparadoras, anti-inflamatorias e
antioxidantes. Estes atributos tém sido largamente atribuidos ao conjunto de biomoléculas
(secretoma) produzido por essas células. Os secretomas que sdo vesiculas liberadas por essas
células que contém vdarias biomoléculas, em funcdo de seu pequeno tamanho e elevada
mobilidade, fornecem um mecanismo estavel para fornecer sinais bioldgicos, como o aumento da
atividade do elemento de resposta antioxidante, responsdvel por ativar a transcricdo de enzimas
antioxidantes, reduzindo o efeitos nocivos das ROS (BARRETO et al., 2017; PHELPS et al.,
2018).

Além disso, as CTM sao descritas como células com habilidade de gerar copias idénticas a
si, se auto renovando e que podem através de estimulos especificos da origem a células
diferenciadas, de varios tipos celulares de diversos tecidos tais como cardiomiocitos, hepatocitos
e outras linhagens (CARVALHO et al., 2013; PENTEADO, et al., 2007).

Quanto ao potencial de diferenciacdo e plasticidade as células-tronco sdo classificadas em
multipotentes, pluripotentes e totipotentes (Figura 1). As células multipotentes possuem a
capacidade de se diferenciar em multiplos tipos celulares ndo restritos a uma unica camada
germinativa (VISINTIN et al., 2013). Uma célula ¢ dita pluripotente quando se diferencia em
todos os tipos celulares encontrados no organismo. Ja as células totipotente podem dar origem a
um organismo inteiro, incluindo membranas extraembriondrias e placenta (DEL CARLO;

MONTEIRO; ARGOLO NETO, 2008; MORSCZECK et al., 2008).
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Figura 1. Plasticidade de células-tronco de acordo com o grau de especializagao
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Adaptado de NOGUEIRA, 2009.

De acordo com a fonte de origem e com suas propriedades biologicas, as células-tronco
podem ser classificadas como embrionarias (CTE) e adultas (CTA) (FRAGA; BORGES;
CALVET, 2014). As CTE s3o oriundas da camada interna do embrido, na fase de
desenvolvimento do blastocisto e possuem capacidade de originar mais de 200 tipos celulares
(MUMMERY et al., 2012).

Ja as CTA podem localizar-se em tecidos diferenciados como, medula dssea, polpa
dentaria, vasos sanguineos e outros, sendo estas, as responsaveis pela manuten¢do da integridade
dos tecidos (SOUZA et al., 2003; SNYKERS et al., 2009). Neste grupo estao incluidas as CTM,
que compreendem uma populagdao de células multipotentes capazes de se diferenciar em varios
tecidos especificos e que produzem fatores de crescimento e citocinas que promovem a expansao
e diferenciacdo celular (DE SOUZA et al., 2010).

As CTM sdo células indiferenciadas encontradas em tecidos diferenciados do organismo,
responsaveis pela auto renovagdo e homeostase do tecido durante o ciclo vital (ELLEN et al.,
2015). A facilidade de aderéncia em superficies plasticas ou vidro e a capacidade de se
diferenciar in vitro e in vivo, tem atraido pesquisadores (DING et al., 2015). Tanto em humanos,
quanto em animais, as CTM tém sido isoladas com sucesso em varios tipos de tecidos. As fontes
celulares mais utilizadas sdo a medula 6ssea e o tecido adiposo, entretanto, os procedimentos
utilizados para isolar esses tipos de tecido sdo invasivos (CORRADETTI et al., 2013). Devido a

estas limitacdes outras fontes de CTM sdo identificadas, como os anexos fetais, que sdo uma
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fonte ndo invasiva de obtencdo, sdo de tecidos normalmente descartados e com possibilidade de
colheita ao nascimento (CREMONESI et al., 2011).

Esse tipo celular tem sido isoladas do corddo umbilical, onde ¢ possivel se obter células da
veia do corddo umbilical, sangue de cordao umbilical (DING et al., 2015; KULDEEP et al.,
2016) e da gelatina de Wharton (GAUTHAMAN et al., 2012; MULLER, 2013; MUSIALEK et
al., 2015; SILVA, 2016; XIE et al., 2018). A utilizacdo dessas fontes de células ¢ atrativa por ser
de facil acesso, e utilizar materiais que geralmente sdo descartados, no pos-parto
(GAUTHAMAN et al., 2012). Essas c¢lulas, sao consideradas imuno-privilegiadas, em fungao de
suas caracteristicas imunossupressora € ainda, possuem potencial de diferenciacdo multipotente e
pluripotente, sendo uma fonte importante para a terapia celular (TAGHIZADEH; CETRULO;
CETRULO, 2011).

Além disso, destacam-se em virtude de sua expansibilidade in vitro, obtencdo indcua,
possibilidade de transplantes autdlogos, e pela inexisténcia de conflitos éticos em sua utilizagdo
(SIPOLI et al., 2005; ACERO, 2010; WESTPHAL et al., 2014). Sao células fusiformes com
formato semelhante a fibroblastos, € no inicio do seu crescimento in vitro, apresentam unidades
formadoras de colonia (CFU) (LIU et al., 2013). A Sociedade Internacional de Terapia celular
(ISCT) listou alguns marcadores de superficie que elas devem expressar CD105, CD73 e CD90 e
ndo expressar CD45, CD34, CD14 ou CD11, CD79a ou CD19 e HLA-DR.

Essas caracteristicas sdo adotadas como critério minimo para a caracterizagdo das CTM, o
que concede agilidade no uso dessas células em estudos pré-clinicos e, consequentemente,
aplicacoes terapéuticas (MOSLEM et al., 2015). Nas ultimas décadas essas pesquisas tém se
intensificado de tal forma que o avango, propiciou uma nova abordagem, compreendendo a
regeneracdo e reparagdo das células/tecidos/6rgaos, com principal objetivo de restaurar a funcao
prejudicada. Contudo, o conhecimento acumulado com as terapias celulares, tem sido aplicado
apenas quando outras terapias demostram resultados insatisfatorios (MONTI et al., 2012;
COLOM; JONES, 2016).

A aplicacdo terapéutica das CTM ¢ uma alternativa promissora, em fun¢do do potencial de
diferenciacdo dessas células em tecidos mesodermais e ndo mesodermais, ampliando a
possibilidade de utilizagdo clinica, tanto em humanos quanto em animais (DING et al., 2015).
Aliado a isso, essas células sdo capazes também de produzir um secretoma composto de um pool

heterogéneo de moléculas bioativas (CRIVELLI et al., 2017), como citocinas e fatores de
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crescimento (MCP-1, VEGF-A, EGF, FGF-2, IL-6, LIF, TGF-B), agindo como moduladores
paracrinos (NAZAROV et al., 2012). Assim, as CTM atraem atengdo ndo apenas para aplicacdes
in vivo, mas também, para uso em sistemas de co-cultivo in vitro.

O uso de materiais porosos como arcabougo de integragdo e suporte para essas células tem
se destacado na regeneracdao de tecido e no desenvolvimento de sistemas in vitro de cultivo.
Contudo, ¢ necessario que essas matrizes tridimensionais porosas ou scaffolds, equilibrem a
funcdo mecanica e transporte de substancias (HOLLISTER, 2005). As poliuretanas (PU) a base
de 6leo vegetal apresentam grandes potencialidades na industria biomédica e na engenharia de
tecidos. No Brasil o 6leo extraido do buriti ¢ conhecido por sua alta qualidade devido aos
elevados teores de carotenoides e tocoferois, sendo B-caroteno e B-tocoferol os principais de suas
classes e os acidos graxos monoinsaturados com acido oleico como os principais constituintes
(CANDIDO; SILVA; AGOSTINI-COSTA, 2015; FREITAS et al., 2017). Considerando essas
caracteristicas o 6leo do fruto do buritizeiro, fornece uma excelente plataforma para sintese de
biomateriais poliméricos (ALMEIDA et al., 2016).

O termo biomaterial ¢ definido de forma geral como elemento que entra em contato com
sistemas biologicos (SILVA, 2017), sendo amplamente estudados para a evolucao de dispositivos
biomédicos voltados para inumeras aplicagdes (MANOUKIAN et al.,, 2018). Os polimeros
podem ter origem sintética, natural ou de materiais naturais quimicamente modificados e
apresentam-se tanto na forma de solidos quanto de géis, pastas ou mesmo liquidos (ANDERSON,
2018).

Os polimeros sintéticos podem ser flexiveis ou rigidos, em consequéncia as inimeras
possibilidades de modificagdes estruturais. Além disso, podem ainda ser materias bioativos,
biocompativeis e favorer a formacdo de tecidos (MEDEIROS et al.,, 2017), ou bioinertes,
biocompativeis, mas ndo beneficia o tratamento e o desenvolvimento de tecidos (SOUZA et al.,
2011). Ademais, sdao biodegradaveis e bioabsorviveis, por isso, tém atraido cada vez mais a
atencao na area médica, tendo sido aplicados em liberagdao controlada de farmacos, implantes e
suturas e outros (LIU et al., 2015; SALIBA et al., 2018).

Esses polimeros compreendem uma classe de compostos quimicos de elevada massa
molecular, formados por unidades estruturais menores (mondmeros) que se repetem inimeras
vezes (FARIAS et al., 2016). Os primeiros polimeros sintéticos foram produzidos em 1947 por

Bayer, a partir desse momento, a quantidade de materiais fundamentados neste tipo de
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polimerizacao (Figura 2) ampliou a ponto de abranger diferentes segmentos de aplicagdo, nos
heterogéneos ramos das industrias (CANGEMI; SANTOS; CLARO NETO, 2009). A
versatilidade em se obter materiais com caracteristicas diversas fez com que os PU se tornassem
um dos principais polimeros do século vinte (MARCILIO et al.,, 2016; PIRES; BIERHALZ;
MORAES, 2015).

Figura 2. Representacdo genérica da sintese de poliuretanos
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Adaptado de Cangemi; Santos; Claro Neto (2009).

A maioria dos Oleos vegetais constituem-se pricipalmente de triacilglicerdis (TAG) de
cadeias longas variando de 14 a 22 4tomos de carbono, saturados ou insaturados (MOREIRA,
2016). Esses TAG fornecem uma excelente plataforma para sintese de materiais poliméricos
(ALMEIDA et al., 2016), que tém se destacado, cada vez mais, importante, principalmente, por
serem provenientes de fontes renovaveis (KLOSS; MORITA, 2017).

Viarios tipos de 6leos vegetais estdo sendo utilizados para sintese de polimeros, tais como:
soja, canola, girassol e linhaga e outros, em fun¢ao de suas excelentes propriedades, como baixa
toxicidade, baixo custo de producdo e processamento e por serem geralmente biodegradaveis
(GOMES; MELO; VELLOSO, 2017; SPONTON et al., 2013).

As espumas flexiveis de PU tém diversas aplicagdes, do simples uso para a fabricagdo de
colchdes, até fins mais nobres que sdo alvo de muitas pesquisas da comunidade cientifica
(RAYMUNDO et al.,, 2017; COSTA et al, 2017). Na sintese de polimeros podem ser
incorporados variadas classes de aditivos como os plastificantes, agentes reticulantes e outros que
tem a fun¢do de otimizar a flexibilidade e resisténcia (COICO; SUNSHINE, 2015;
SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005). Os agentes reticulantes como o polietilenoglicol (PEG),
podem ser empregados, com fun¢do de promover ligacdes cruzadas entre as cadeias poliméricas,
consequentemente, melhorando as caracteristicas mecanicas e a solubilidade (PACHECO, 2016).

De acordo com os preceitos da ISO 9001:2000, o PEG possui baixa toxicidade, estabilidade
e ndo ¢ metabolizado por sistemas biologicos (AZAMBUIJA et al., 2006). Em relacdo ao meio
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ambiente, ¢ hidrossoluvel e biodegradavel (NASCIMENTO, 2018). Morral-Ruiz et al., (2013)
sintetizaram nanoparticulas de PU a partir de 6leo de ricino-PEG, os ensaios de citotoxicidade em
células sanguineas evidenciaram a biocompatibilidade, potencial para aplicagcdes biomédicas.

Estudos relatam ainda que a adicdo de PEG reduz o comportamento eldstico e viscoso e
melhora as propriedades de cristalizagcdo para aumentar a densidade de poros abertos (CHEN et
al., 2015; SCAFFARO et al., 2016). Bhaskar et al., (2018) relataram que a inclusdo de PEG em
poliuretanas promove a formagdo de poros e o crescimento celular.

O Brasil tem grande diversidade floristica e apresenta diversas pontecialidades a serem
exploradas. O buritizeiro (Mauritia flexuosa) € um dos mais valorosos patrimonios do ponto de
vista ecoldgico, social e econdmico, geralmente cresce em areas permanentemente ou
periodicamente inundadas ao longo de rios, florestas e savanas (SILVA, et al., 2009). Dessa
palmeira, podem ser aproveitadas folhas, inflorescéncias, cachos de frutas, sementes e até raizes.
Ademais, o buritizeiro ¢ um verdadeiro estoque de carbono, conferindo a essa arvore poderoso
papel na reducao do aquecimento global. Em funcao de suas valiosas caracteristicas o explorador
Alexander Von Humboldt a apelidou de “a arvore da vida” (KOOLEN et al., 2018). Seu fruto,
buriti, tem uma casca rigida, vermelha e escamosa que cobre uma polpa aveludada e oleosa, com
variagdes de cor variando de amarelo escuro a avermelhado (ALBUQUERQUE et al., 2005).
Segundo Ferreira (2005), € possivel extrair cerca de 45 kg de oleo de buriti de 1.000 kg de frutos
maduros.

O buriti ¢ largamente consumido nas regides norte ¢ nordeste do Brasil e possui
propriedades associadas a protecdo contra o desenvolvimento de doengas cronicas, contudo ha
poucos dados na literatura sobre as propriedades desta fruta em experimentos (RIBEIRO et al.,
2010).

O o6leo extraido do fruto possui perfil quimico de alta qualidade devido aos elevados teores
de carotenoides e tocoferois, sendo B-caroteno e B-tocoferol os principais de suas classes e os
acidos graxos monoinsaturados com 4acido oleico como os principais constituintes (CANDIDO;
SILVA; AGOSTINI-COSTA, 2015; FREITAS et al., 2017). Os 6leos vegetais podem ser fontes
renovaveis Uteis para a sintese de polidis, possiveis de uso, como precursores para obtencao de
PU (GOMES; MELO; VELLOSO, 2017; NASCIMENTO et al., 2016).

Contudo, 6leos ricos em acido graxos insaturados requerem a derivatizagdo, para que sejam

apropriados a utilizagcdo de seus polidis, pois de forma geral ndo possuem hidroxilas no seu
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esqueleto carbonico que ¢ premissa para a sintese de um PU. Essas modificagdes quimicas
geralmente sdo conduzidas com a quebra das insaturagdes presentes nos triacilglicerdis como
epoxidacdo, transesterificacdo, hidroformilacdo e ozonolise etc. (AQUINO et al, 2014;
CAVALCANTE et al., 2016; FERRARO, 2017; NASCIMENTO et al., 2016).

Existem diversas possibilidade de aplicagdes biomédicas das PU como fios de sutura
reabsorviveis (SCAFFARO et al., 2013) ou scaffolds para engenharia de tecidos, em especial
estes ultimos, sdo estruturas porosas € complexas (LI et al., 2013). Estudos demonstram que a
porosidade e o tamanho dos poros dos scaffolds estdo fortemente ligados a capacidade
regenerativa (SCAFFARO et al., 2013; TANG et al., 2016). Dessa forma os scaffolds devem ter
duas classes de poros, os microporos com didmetro menor que 20 pum, Util para acionar nutrientes
e metabolitos, e os macro-poros com diametro maior que 100 pm, necessarios a proliferacao e
migragao celular (YAN et al., 2015).

Para garantir a seguranca do uso desses scaffolds, deve-se confirmar a biocompatibilidade
por meio de andlises morfologicas das células em contato e testes de citotoxicidade
(STEPANENKO; DMITRENKO, 2015). Jiménez-Gallegos et al., (2011) ressaltam que ¢
indispensavel a verificacdo da biocompatibilidade de novos materiais, por meio, de testes in vitro
e in vivo. Todavia, evidencia-se que os testes apresentam diferentes sensibilidades de acordo com
os tipos celulares utilizados (SINHORETTI; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013).

Segundo o Orgdo Internacional de Padroniza¢do (International Standard Organization),
(ISO 10993-5, 1998), o ensaio de citotoxicidade in vitro deve ser o primeiro teste para avaliar a
compatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos. Apds comprovagao in
vitro de sua atoxicidade ¢ que se devem realizar ensaios em animais de laboratorio.

Os ensaios in vitro sdo vantajosos, pois podem ser utilizadas células humanas e animais, de
diferentes tecidos, podendo ter a mesma origem das células ou tecidos atingidos pelos produtos
quando testados in vivo. Atualmente numerosos testes foram padronizados in vitro para detectar a
toxicidade de biomateriais, principalmente aqueles de aplicagio clinica (CAZARIN; CORREA;
ZAMBRONE, 2004; MENDES; SOUZA, 2017; ROGERO et al., 2003).

O teste de citotoxicidade consiste em colocar o material direta ou indiretamente em contato
com uma cultura de células de mamiferos, verificando-se as alteracdes celulares por diferentes
mecanismos, entre 0os quais, a incorporacdo de corantes vitais ou a inibicdo da formacgdo de

colonias celulares (ROGERO et al., 2003). Os ensaios mais utilizados para avaliar a toxicidade e
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a viabilidade celular, por meio de corantes vitais, que permitem distinguir entre células vivas e
danificadas ou mortas, mediante atividade metabdlica das células pela medida de intensidade de
cor da cultura (MILLER et al., 2017; PASCUA-MAESTRO et al., 2018).

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relagdo aos in vivo, tais como a limitagdo do
numero de variaveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente, além do periodo
de teste ser mais curto, em muitos casos. (KUMARAVEL; BEGUM, 2015). Estudos com esses
métodos demonstraram que os testes com culturas celulares podem ser utilizados com sucesso,
pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente acessiveis para a execugdo do estudo
de biocompatibilidade in vitro (VAJRABHAYA; KORSUWANNAWONG, 2018). O uso de
scaffolds em sistemas de cultivo ou aplicacdo terapé€utica tem varios desafios que justificam uma
avaliacdo cuidadosa desta tecnologia.

Diversos estudos tém sido realizados pelo grupo de pesquisadores do Nucleo Integrado de
Morfologia e Pesquisa com células-tronco (NUPCelt) da Universidade Federal do Piaui, com
células-tronco, e ainda, associando estas células com matrizes porosas, para o seu crescimento.
(ARGOLO NETO et al., 2016; COSTA et al., 2017a; FERREIRA et al., 2007; LEITE, 2017;
SILVA, 2016). O objetivo deste estudo ¢ avaliar o scaffold de buriti com polietilenoglicol quanto
as suas caracteristicas fisico-quimicas, a biocompatibilidade e o seu potencial, sob um sistema de
co-cultivo de células-tronco mesenquimais associadas com foliculos ovarianos pré-antrais

caprinos.

Este trabalho encontra-se estruturado da seguinte forma: Introducao e Revisao de Literatura
do assunto pesquisado, seguida de 2 capitulos, conforme a Resolugao 001/03-CCMCA de
22.05.2003, que estabelece as normas do Programa de Pods-Graduacdo em Ciéncia Animal. O
capitulo I trata da Biocompatibilidade do scaffold de o6leo de buriti (Mauritia flexuosa)
brasileiro para o crescimento de células-tronco mesenquimais ¢ o capitulo II se refere ao
Cultivo de foliculos ovarianos pré-antrais caprinos associados as células-tronco

mesenquimais sob scaffold de buriti, ambos elaborados na forma de artigos cientificos.



CAPITULO 1

* Apresentado segundo normas do periddico ACS Applied Material & Interfaces (print)
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RESUMO

O oOleo de buriti brasileiro apresenta baixo custo de extracdo e propriedades antioxidantes
relevantes, sua constituicdo o torna importante ferramenta para sintese de poliuretanas. Assim,
este trabalho teve como objetivo avaliar a biocompatibilidade e caracterizacdo fisico-quimica da
matriz tridimensional, scaffold, sintetizado a partir do 6leo de buriti (SB) para crescimento de
ceélulas-tronco. Para caracterizagdo realizou-se espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)
e analise termogravimétrica (TG e DTG). A biointegracdo foi analisada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e técnica histologica. Para avaliar a biocompatibilidade, foram
utilizados testes de MTT e atividade hemolitica. A capacidade de ativacdo das células do sistema
imune foi investigada por testes de capacidade fagocitaria e sintese de 6xido nitrico. O SB exibe
composicdo amorfa, com resisténcia térmica e flexibilidade, superficie com micro e macroporos,
e ndo apresenta efeitos toxicos as células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton e
eritrocitos, demonstrando, assim, suas propriedades biocompativeis e elevada capacidade de adesao
celular. Concluindo, a matriz tridimensional sintetizada a partir do 6leo de buriti mostra ser um
material seguro para o cultivo direto e também para fabricacdo de compostos utilizados em

aplicacdes in vivo.
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1. INTRODUCAO

O buritizeiro (Mauritia flexuosa) ¢ um dos mais valorosos patrimonios amazonicos, do
ponto de vista ecoldgico, social e econdmico. Geralmente cresce em areas permanentemente ou
periodicamente inundadas ao longo de rios, florestas e savana (Silva et al., 2009). O 6leo extraido
do fruto possui perfil quimico de alta qualidade devido aos elevados teores de carotenoides e
tocoferois, sendo B-caroteno e B-tocoferol os principais de suas classes e os acidos graxos
monoinsaturados com acido oleico como os principais constituintes, que podem ser usados como
precursores para os poliuretanos (Candido, Silva & Agostini-Costa, 2015; Freitas et al., 2017).

A utilizacdo de oOleos vegetais na producdo de materiais poliméricos tem crescido
considerando a sua biodegradabilidade, renovabilidade e arranjo estrutural passiveis de
modificagdes quimicas estratégicas, além do baixo custo, para a sintese (Azevedo, Claro Neto,
Chierice & Lepienski, 2009; Sponton et al., 2013). A adigao de polietilenoglicol (plastificante e
atoxicico) a sintese de polimero auxilia na melhoria das qualidades fisicas do material,
aumentando a densidade dos poros (Bhaskar et al., 2018; Chen et al., 2015; Lo Re, Lopresti,
Petrucci & Scaftaro, 2015; Scaffaro, Lopresti, Botta, Rigogliuso & Ghersi, 2016).

Os polimeros sintéticos sdo materiais promissores, uma vez, que apresentam ampla gama
de aplicagdes, incluindo regeneragdo tecidual e engenharia de tecidos (Gabriel et al., 2016). No
entanto, ha pouca disponibilidade de biomateriais nacionais, o que induz a uma subordinacao de
tecnologia externa, consequentemente, desvalorizando o mercado nacional (Rosa, 2017).

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo amplamente investigadas por suas
propriedades reparadoras, anti-inflamatérias e antioxidantes. Estas caracteristicas sdo atreladas
aos secretomas, vesiculas liberadas pelas CTM que contém varias biomoléculas com elevada

mobilidade, fornecendo um mecanismo estavel para sinais bioldgicos (Barreto et al., 2017;
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Phelps, Sanati-nezhad et al., 2018). Assim, a utilizagdo de matrizes tridimensional porosas como
base para o desenvolvimento e expansao dessas células tem demostrado sucesso, aumentado sua
eficiéncia terapéutica (Carmagnola, Ranzato & Chiono, 2018).

Este trabalho teve como objetivo analisar o scaffold do 6leo de buriti, com relagdo as suas
propriedades fisico-quimicas, biocompatibilidade e integragdo celular, com vistas ao uso como
matriz de crescimento para células-tronco mesenquimais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Sintese do scaffold do 6leo de buriti

Foram produzidos matrizes (scaffolds) a partir de polimero derivado do 6leo de buriti
(Mauritia flexuosa), no Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV) da
Universidade Federal do Piaui, Teresina-PI. Inicialmente, o monoglicerideo do 6leo de buriti foi
colocado em agitagdo a temperatura constante, adicionou-se polietilenoglicol (PEG) e a agitacao
foi mantida até que uma mistura homogénea fosse formada. Em seguida, o agente polimerizante,
hexametileno diisocianato (HDI) (52649 Sigma-Aldrich) foi adicionado a mistura. Verificadas
essas caracteristicas, o polimero foi deixado por 24h a temperatura inicial de reagdo para a cura
completa, a fim de sua utilizagdo neste experimento, € assim, os scaffolds foram cortados em
10x10x3, e autoclavados a 121°C (1 atm; pressao relativa) durante 15 minutos.

2.2 Caracterizacio fisico-quimica do scaffold do éleo do buriti

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada por meio das seguintes especificagdes:
difracdo de raios, DRX, realizada em um LABX — XDR 600, Shimadzu, Cu — Ka (A = 1,5406A)
com 20 no intervalo de 5° a 75°, com taxa de varredura de 2° min’! e tempo de exposi¢io de 40
minutos; espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, por meio de um

espectrometro FTIR modelo Vertex 70 do fabricante Brucker Optics com bomba de purga,
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comprimento de onda entre 400 cm™ a 4000 cm™ em modulo de transmitancia com 128 scans
para cada amostra, feitas por pastilhas de KBR; andlise térmica, utilizando o SDT Q 600, TA
INSTRUMENTS, com razao de aquecimento de 10°C/min, na faixa de 25 a 600° C, atmosfera de
N2, com massa da amostra de aproximadamente 10 mg; o intumescimento do scaffold foi
determinado pela percentagem de absorcao de agua de acordo com (Pal & Pal, 2006). Foram
obtidos os pesos dos scaffolds (P1), em seguida, foram imersos em PBS (pH 7,4) a 37 °C durante
24 horas, e logo apo6s este periodo, foram, novamente pesados (P2). A taxa de intumescimento foi
calculada utilizando a seguinte formula: Intumescimento (%) = (P2-P1) /P>x100.

A porosidade total (P%) do scaffold foi determinada utilizando um método de
deslocamento de liquido (Serra et al., 2015; Torres et al., 2013). Os scaffolds, com peso
conhecido (P1), foram incubados em etanol absoluto (EtOH) durante 48h, apos esse periodo os
scaffolds foram novamente pesados (P2). A porosidade foi determinada pela equagao:

P (%) = P2—P1 detanot % Vscaffora x100.

O detanol representa a densidade do etanol € 0 Vicafrold € 0 volume do scaffold molhado.

2.3 Cultura de células-tronco caprinas e macro6fagos murinos

Foram utilizadas células-tronco da geleia de Wharton de caprinos (CTMGW), previamente
caracterizadas e criopreservadas no Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com células-
tronco (NUPCelt) da Universidade Federal do Piaui. As células apresentaram aderéncia ao
plastico, crescimento celular com fases bem definidas, capacidade de diferenciagdo celular em
linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica. Além disso, com os marcadores de
superficie, apresentaram expressao de CD90 e CD105, e auséncia de expressdo de CD14, (Silva,
2016). As CTM foram descongeladas em banho-maria a 37°C, adicionou-se o dobro do volume
de meio de cultivo DMEM F12 (12500062 Gibco®). As células foram centrifugadas a 1000 G

por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado, e seu cultivo foi realizado utilizando meio


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/12500062
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DMEM F12 suplementado (20% de soro fetal bovino [10437028 Gibco™], 1% de penicilina e
estreptomicina [10.000pg/mL] [15140122 Gibco™], 1% de L-glutamina [2uM] [25030081
Gibco™] e 1% de aminoacidos ndo essenciais [11140050 Gibco™]). Averiguou-se a viabilidade
celular por meio do método do azul de Trypan.

Os macrofagos murinos foram coletados das cavidades peritoneais de camundongos
BALB/c machos e fémeas com idade entre 4-5 semanas do Centro de Pesquisa de Plantas
Medicinais (NPPM/CCS/UFPI), localizado em Teresina, PI, Brasil. Os animais foram mantidos a
24+1 °C, ciclo claro/escuro de 12 h. Todos os protocolos foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA / UFPI n° 00117/2015).

24 Biointegracao das CTMGW com SB

A adesao das CTMGW sobre o SB foi avaliada por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e histologia. Para tanto, foram cultivadas 1x10° CTMGW em 6 scaffolds de 10x10x6
mm, apos trés dias de cultivo, as amostras foram retiradas da placa de cultivo, e foi dividido 3
amostras fixadas com 2,5% de glutaraldeido por 24 horas e 3 amostras foram embebidas em meio
de inclusao (Eadypath, Erviegas, Brasil) e resfriadas até a temperatura de -40 °C e seccionadas
em criostato (HYRAX C 25, Zeiss, Alemanha) com espessura de 5 pm e coradas com eosina e
hematoxilina. Logo apo6s a fixacdo as amostras destinadas a MEV foram lavadas com PBS e
submetidas a desidratacdo, com a troca lenta de 4gua, usando uma série de diluicdes de etanol
(30%, 55%, 70%, 88%, 96% e 100%) por 20 minutos em cada concentracdo. Apos secagem, as
amostras foram depositadas em fitas de carbono sobre suportes de aluminio e metalizadas com
ouro, as micrografias foram coletadas a partir de elétrons secundérios, usando um microscopio
eletronico de varredura (QUANTA FEG 250). As dimensdes dos poros, como aparecem nas
imagens de MEV, foram determinadas individualmente através do processamento das imagens

utilizando o programa Imagel.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15140122
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2.5 Citotoxicidade

A citotoxicidade do SB foi avaliada usando o teste de MTT. Em uma placa de 24 pocos
foram adicionados 500 pL de meio DMEM F12 suplementado e cerca de 1x10° células-tronco
por pogo. Essas células foram incubadas a 37 °C e 5 % de CO por 24 h, ¢ em cada pogo, foi
adicionado SB. Foram incubadas por 24, 48 ¢ 72 h e, a cada periodo, foi adicionado 10% de MTT
(4,5dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio) (M2003 Sigma-Aldrich) diluido em meio DMEM F12
a 5 mg/mL. Foram incubados por mais 5 h em estufa, o sobrenadante foi descartado e foi
adicionado 500 uL. de DMSO em todos os pogos. Por ltimo, foi realizada a leitura a 550 nm em
leitora de placa Biotek (modelo ELx800). Os resultados foram expressos porcentagem de
viabilidade sendo o grupo controle (sem a presenca do SB) considerado como 100 % (Nogueira
et al. 2007).

2.6 Atividade hemolitica

Apobs a coleta, os eritrocitos caprinos foram diluidos em 100 uL de PBS, ajustando a
concentragdo do sangue para 5 % de hemadcias. Em seguida foram adicionados os SB em contato
direto com os eritrocitos. Foram incubados durante 1 h a 37 °C e, a reacdo foi interrompida pela
adicao de 200 pL de PBS. As suspensdes foram centrifugadas a 1000 G, por 10 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a espectrofotometria a um comprimento de
onda de 540 nm para quantificar a atividade hemolitica. A auséncia (controle negativo) e 100 %
de hemolise (controle positivo) foram determinadas, substituindo a solugdo de amostra testada
com igual volume de PBS e dgua Milli-Q estéril, respectivamente. Os resultados foram expressos
em porcentagem de viabilidade considerando o controle positivo como 100 % de hemdlise.

2.7 Atividade fagocitica

Os macrofagos peritoneais foram plaqueados na quantidade de 2x10° por pogo em placas

de 24 pogos e incubados com SB. Apos 48 h de incubacdo em estufa a 37 °C e a 5 % de COo,



32

acrescentou-se 500 pL de solugdo de zimosan (Z4250 Sigma-Aldrich) corado com vermelho
neutro (N4638 Sigma-Aldrich), concentracao final de 0,02%, e incubou-se por 30 min a 37 °C.
Apds este procedimento, foram adicionados 500 pL de fixador de Baker fixador de Baker
(formaldeido a 4% v/v, cloreto de so6dio a 2% m/v e acetato de calcio a 1% m/v em agua
destilada) para paralisar o processo de fagocitose e apos 30 min, a placa foi lavada com salina 0,9
% a fim de remover o zimosan corado ndo fagocitados pelos macrdéfagos. Removeu-se o
sobrenadante, adicionou-se 1000 puL de solugcdo de extragdao e apds solubilizagdo em agitador de
Kline as absorbancias foram medidas a 550 nm.

2.8 Sintese de 6xido nitrico

Foram plaqueados 2x10° macrofagos por poco e incubados com SB. Apds 24 horas de
incubacao a 37 °C e 5% de CO., foi transferido os sobrenadantes do cultivo celular para outra
placa de 96 pogos para a dosagem de nitrito. A curva-padrao foi preparada com nitrito de sddio
em agua Milli-Q® as concentragdes variadas de 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 ¢ 150 uM diluidos nos
respectivos meios de cultivo. No momento da dosagem misturou-se partes iguais das amostras ou
das solugdes preparadas para obtengdo da curva-padrao com o mesmo volume do reagente de
Griess (1 % Sulfanilamida em H3PO4 10 % (v: v) em agua Milli-Q®, adicionados em partes
iguais a 0,1% naftilenodiamino em agua Milli-Q®) e procedeu-se a leitura das absorbancias a
550 nm. O procedimento foi realizado em triplicata e como controle positivo utilizou-se
Lipopolissacarideo (LPS).

2.9 Analise estatistica

Foi utilizado o Teste T para andlise de hemolise e capacidade fagocitica, e ANOVA
seguida de teste de Tukey para os testes de MTT e sintese de 6xido nitrico. Todos os dados
foram analisados no programa GraphPad Prism versdao 7.0, tomando-se o valor de o valor de

p<0,05 como nivel maximo de significancia estatistica.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtido um scaffold, matriz tridimensional porosa, de cor amarelo claro e consisténcia
elastica (Figura 1), com elevada resisténcia, demostrando eficiéncia a partir dos materiais
utilizados.

Figura 1. Fotografia da sec¢do do scaffold do 6leo do buriti

No espectro FTIR do polimero do 6leo de buriti e PEG (grafico 1), observam-se os
grupos funcionais de poliuretanas. A banda em torno de 3322 cm™! referente ao estiramento do
agrupamento OH e NH; o pico em torno de 2925 cm-!, que se relaciona ao estiramento C-H; a
banda em torno de 1684 cm ', que representa o estiramento C=0 do grupo éster , assim como a
banda em 1535 cm ! de estiramento NH e outra banda em 1249 vincula-se ao grupo C-N-H. A
auséncia de bandas na regido 2000-2300 cm, confirma a participagdo dos grupos isocianatos na
reacdo, portanto, ndo se verifica os grupos isocianatos no SB. Este fato, também, foi verificado

por Carvalho et al., (2009).
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Grifico 1. Espectros no infravermelho com transformada de Fourier do scaffold do 6leo

do buriti
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No Grafico 2 estdo representadas as curvas de TG e DTG do SB. Verifica-se cinco
estagios de degradacdo térmica, o primeiro evento, esta relacionado com componentes estruturais
da molécula de PU com perda de massa 18,6% em torno de 80° C; o segundo se refere ao
rompimento das ligacdes uretanas proveniente do HDI, utilizado para a obtengdo do PU, com
perda de massa 10% na temperatura de 180° C; no terceiro, quarto e quinto eventos, apds 220°
C, ocorre o rompimento de ligacdes ésteres provenientes do PEG, com perda de massa de 71%,

semelhantemente, os fornecidos por Cangemi (2006), em andlise de poliuretana de dleo vegetal.
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Grifico 2. Curvas termogravimétricas TG e DTG de decomposicao térmica do scaffold do

oleo de buriti
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Esses resultados demonstram resisténcia térmica do SB. Geralmente, os materiais porosos
tém imagem desfavoravel, pois estdo associados a contaminagdo devido sua dificil esterilizacao
(Osorio et al., 2017). Os dados deste estudo demonstram que o SB tem elevada estabilidade
térmica e pode ser esterilizado por processo de autoclavagem, diminuindo assim, as chances de
contaminacao tanto no cultivo in vitro quanto no uso em terapias.

No grafico 3 ¢ exibido o difratograma de raio X do scaffold. Observa-se que o mesmo
possui uma banda larga, aproximadamente entre os angulos 26 de 15° e 30°, sem picos bem
definidos, caracteristica de polimeros ndo cristalinos. Esses dados se assemelham aos observados

por Pollo et al., (2012).
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Grifico 3. Difratograma de Raio X do scaffold do 6leo de buriti
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Nos materiais amorfos ndo existe ordenamento periodico de atomos, incluindo a maioria
dos poliuretanos. Segundo Araujo; Vieira; Zawadzki (2011) em poliuretanos com elevadas
quantidade de segmentos rigidos ¢ possivel observar pico 20 proximo de 12°. Para Rodrigues et
al., (2010) as poliuretanos com estruturas amorfas degradam mais rapidamente do que aqueles
com segmentos semicristalinos.

O SB apresenta porosidade em torno de 67%, corroborando com os resultados encontrados
por Leite; Marinho; Fook (2016). Para Paula e Talim (2018), a porosidade ¢ caracteristica
fundamental, uma vez que, influéncia nas interagdes celulares, o resultado demostrou elevada
presenca de poros. Quanto a taxa de intumescimento do SB foi observada, em média, 50%. Para

Wattanutchariya e Changkowchai (2014), quanto maior e mais rapida a capacidade de expansdo e



37

inchaco do scaffold, mais benéfico ao sistema. Apesar do carater hidrofoébico da matriz de
poliuretana, houve uma grande absor¢do de agua, que se deve a estrutura porosa da matriz que
possibilita a difusdo da 4gua para o interior da estrutura

A analise da MEV demostrou que o scaffold tem em sua estrutura micro € macro poros
(figura 2A), com dimensdes variando entre 10 um a 178 pm, tamanho médio de 78 um. O
crescimento e adesdo celular sdo alterados em fungdo dessas caracteristicas, segundo Yan et al.,
2015 a presenga dos poros com didmetro menor que 20 um ¢ util para acionar nutrientes e
metabdlitos e os poros com didmetro maior que 100 pwm, necessarios a proliferacdo e migracao
celular. Essas caracteristicas assemelham-se as encontradas por Bhaskar et al., (2018) na analise
de poliuretanas com adigdo de PEG. Ja Bellincanta et al., (2011), obtiveram dimensdes de poros
variando de 5 a 7 um de suas poliuretanas, enquanto, Macedo et al., (2017), relataram diametros
de 50 a 350 pm.

A grande variagao nos didmetros dos poros de poliuretanos ocorre, por pelos fatores
referentes a reagentes e temperatura, que podem alterar as caracteristicas dos materiais. Nas
figuras 2B, 2C e 2D evidenciam-se a adesdao das CTMGW cultivadas com o SB, as c¢lulas
apresentaram intimo contato com a matriz em diversos pontos, mantendo-se integras, fato este,

evidenciado principalmente pela presenga de células por todo o SB.
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Figura 2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do scaffold do 6leo do buriti

cultivado com células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton.
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Em (A) evidencia a estrutura porosa do scaffold, (B) observam-se CTMGW arredondadas
ou fibroblastéide (C) e (D) MEV evidenciando as CTMGW com morfologia arredondada fixadas
a matriz (setas). Analise apds 3 dias de cultivo.

As fotomicrografias (Figura 3) demonstram que o SB apods 72 horas de cultivo, apresentava
diversas células aderidas com formatos fibroblastoide e arredondadas. Destaca-se a presenca das

células-tronco em diversas camadas do scaffold.
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Figura 3. Fotomicrografia do scaffold do o6leo de buriti cultivado com células-tronco

mesenquimais da geleia de Wharton

Em (A) é observada a estrutura porosa da matriz tridimensional, o scaffold do o6leo do
buriti. Em (B) e (C) observam-se células-tronco arredondadas ou fibroblastoéides, apos trés dias
de cultivo. A seta aponta as células-tronco da geleia de Wharton.

Esses resultados revelam a eficacia do SB no funcionamento como um arcabougo para
crescimento celular, e o tamanho e interconectividade dos poros estdo adequados, ja que houve
adesdo e integracao das células.

Na avaliacdo da viabilidade celular o SB ndo exibe atividade citotoxica sobre CTM e
aumentou de forma progressiva a viabilidade celular (Grafico 4A). As avalia¢des realizadas em
24, 48 e 72 horas aumentaram o metabolismo das células, em 12%, 28% (p<0,05) e 62%
(p<0,001). Sugere-se que esse aumento seja em consequéncia da expansdo das células sobre o
scaffold, o que comprova que promove um ambiente propicio ao crescimento e multiplicacdo
dessas células. Esses resultados corroboram com Barrioni et al., (2014) e Gabriel et al., (2016).
Ambos os trabalhos, usando poliuretanas, demonstraram nao haver citotoxicidade, no entanto, o
SB incrementou a viabilidade das células em funcdo da capacidade de expansdo dessas células

sob o SB.
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A matriz quando em contato com células sanguineas ndo apresenta atividade hemolitica
(Grafico 4B), resultado semelhante ao descrito por Jaganathan; mani, 2018; Yuan; lin; shen,
2008. Ja Peng et al. (2018) trabalhando com poliuretanas comerciais, Tecoflex®, demonstraram
atividade hemolitica, enquanto o SB neste estudo, apresenta resultado satisfatorio, com atividade
hemolitica inferior.

Grafico 4. Efeito do scaffold do 6leo de buriti na viabilidade de células de mamiferos
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A) Viabilidade das células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton na presenga do scaffold
do dleo de buriti. B) Atividade hemolitica do scaffold do 6leo de buriti. Cada ponto representa
média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em duplicata, com
limite de confianga de 95 %. Sendo *p< 0,05, C — Controle.

Em relacdo a capacidade de ativagdo dos macrofagos, o SB ndo interferiu nos parametros
avaliados de forma significativa. Observa-se no grafico SA que houve uma leve reducdo da
capacidade fagocitica, 0 mesmo ocorreu, na sintese de oxido nitrico exibida no grafico 5B. De
acordo com esses resultados infere-se que o SB ndo ativa os macréfagos, devido a
biocompatibilidade do SB com as células, caracteristica desejavel em polimeros e dispositivos
solidos. Os ensaios celulares in vitro sdo relevantes, pois fornecem respostas similares as dos
tecidos e sdo bastante utilizados na descoberta de novos materiais (Costa Victal, Brisighelo
Valério, Cardoso Oshiro, Costa Baptista & Pinheiro, 2015).

Grafico S. Efeito do scaffold do 6leo de buriti sobre a ativacao de macréfagos
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A) Analise da fagocitose do scaffold do 6leo de buriti por macréfagos B) Avaliagdo da sintese de
oxido nitrico induzida pela presenga do scaffold do 6leo de buriti. O grafico representa a média +
erro padrdo da média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. *p< 0,05, ABS

— Absorbancia e C — Controle.
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4. CONCLUSAO

O scaffod formado pela poliuretana do o6leo de buriti com polietilenoglicol apresenta
arranjo estrutural amorfo, com micro e macroporos, possivel de auto-clavagem, com resisténcia
térmica e flexibilidade, ndo demonstrando efeitos toxicos as células-tronco mesenquimais da
geleia de Wharton e eritrocitos. Do mesmo modo, ndo apresenta alteracdes sobre células do
sistema imune, evidenciando-se, assim, suas propriedades biocompativeis e sua elevada
capacidade de adesdo celular. A matriz porosa do 6leo de buriti demonstra ser um material seguro
para o cultivo direto e também para fabricagdo de compostos utilizados para aplicacdes in vivo.
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RESUMO

Os foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) sdo estruturas celulares de elevada exigéncia
metabdlica, tornando seu cultivo in vitro complexo e oneroso. O uso de um sistema alternativo
com células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton (CTMGW) incorporadas em scaffold de
buriti (SB) pode favorecer o desenvolvimento folicular ovariano. Assim, este trabalho teve como
objetivo estudar o efeito de um sistema de cultivo alternativo para FOPA realizado com SB
associado a CTMGW caprinas. Os FOPA caprinos foram cultivados in situ na presenga ou na
auséncia do SB com CTMGW. O experimento teve duragao de 7 dias, com avaliacdes realizadas
nos dias 1 e 7. Para avaliacdes os fragmentos ovarianos fixados em carnoy, e processados

histologicamente, analisados, classificados em primordiais ou em desenvolvimento e ainda
quanto a viabilidade celular. O grupo cultivado com SB-CTMGW apresentou a maior reducao
nos percentuais de foliculos primordiais, e os percentuais de foliculos em desenvolvimento
aumentaram, comparando-os ao grupo controle. Assim, houve maior ativacdo de foliculos no

grupo tratamento, apesar da reducao da viabilidade folicular no dia 7.

Palavras-chave: Desenvolvimento folicular; ovario; co-cultivo; reprodugao
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1. Introducao

A evolucdo de biotécnicas reprodutivas requer grandes quantidades de complexos cumulus-
oophorus competentes, capazes de produzir embrides e, consequentemente, otimizar as taxas de
reproducdo (Matos et al., 2011). Contudo, essas células apresentam elevada sensibilidade,
tornando o cultivo in vitro bastante complexo.

Morfologicamente, os foliculos ovarianos podem ser classificados em dois grandes grupos:
pré-antrais (FOPA) e antrais (FOA) (Figueiredo, Celestino, Rodrigues & Silva, 2007). A maior
populacao desses foliculos ¢ representada pelos FOPA, porém, grande parte, sofre atresia por
apoptose ou necrose, € pequena quantidade alcanga a ovulagdo, em consequéncia, o ovario
apresenta rendimento muito baixo (Chaves, Duarte, Matos & Figueiredo, 2010; Duarte et al.,
2011).

A presenca de fatores de crescimento e algumas citocinas podem intensificar o crescimento
e a qualidade folicular (Magalhaes et al., 2012; Martins et al., 2014). A utilizagdo das células-
tronco mesenquimais (CTM) surge como uma importante ferramenta para a realizagdo de
técnicas de cultivo associadas aos FOPA, por seu potencial de induzir a proliferacao e a taxa de
sobrevivéncia de varios tipos de células bem como a sua facilidade de obtengdo e expansibilidade
in vitro (Silva et al.,, 2018). Além disso, as CTM destacam-se, por expressarem diversas
moléculas bioativas (secretomas), de adesdo, proteinas da matriz extracelular, citocinas e
receptores para fatores de crescimento, permitindo interacdes com as demais células (Barreto,
Sacramento, Andrade & Quintanilha, 2017; Monteiro, Argolo Neto & Del Carlo, 2010; Phelps,
Sanati-nezhad, Ungrin, Duncan & Sen, 2018). O uso de materiais porosos, arcaboucgo de
integracdo e suporte para CTM, tem se destacado na regeneragdo de tecidos e no

desenvolvimento de sistemas in vitro de cultivo (Manoukian et al., 2018).
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Acredita-se que a adicdo de um scaffold com CTM podera proporcionar a difusdo de
secretomas para o meio de cultivo de forma rapida e sem o contato direto entre as células
(Raeisdasteh Hokmabad, Davaran, Ramazani & Salehi, 2017). Assim, esta pesquisa tem por
objetivo avaliar o desenvolvimento de foliculos ovarianos pré-antrais caprinos em um sistema
alternativo de cultivo com células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton (CTMGW)
incorporadas a scaffold de buriti (SB).

2. Material e Métodos

2.1 Sintese do scaffold de buriti e cultivo associado as CTMGW

O scaffold toi produzido no Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAYV)
da Universidade Federal do Piaui, a partir de polimero derivado do o6leo de buriti (Mauritia
flexuosa). O monoglicerideo foi agitado a temperatura constante, e adicionado o Polietilenoglicol
(PEG), com manutencdo da agitacdo at¢ a formagdo de uma mistura homogénea, sendo
adicionado o agente polimerizante, hexametileno diisocianato (HDI). A reag¢do foi observada a
fim de se verificar a formagao do scaffold. Este, foi cortado em 10x10x3 e autoclavado a 121°C
(1 atm; pressdo relativa) durante 15 minutos, para utilizagdo em experimentos.

Foram utilizadas células-tronco da geleia de Wharton de caprinos (CTMGW), previamente
caracterizadas e criopreservadas no Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-
Tronco (NUPCelt) da Universidade Federal do Piaui. As células apresentaram boa aderéncia ao
plastico, crescimento celular com fases bem definidas, capacidade de diferenciagdo celular em
linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica e, com relacdo aos marcadores de superficie
apresentaram expressao CD90 e CD105, e auséncia de expressao de CD14, (Silva, 2016).

As células foram descongeladas em banho-maria a 37°C, adicionando-se o dobro do
volume de meio de cultivo DMEM F12 (12500062 Gibco®). As CTMGW foram centrifugadas a

1000 G por 10 minutos, o sobrenadante desprezado, e o cultivo foi realizado utilizando meio


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/12500062
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DMEM F12 suplementado (20% de soro fetal bovino [10437028 Gibco™], 1% de penicilina e
estreptomicina [10.000pg/mL] [15140122 Gibco™], 1% de L-glutamina [2uM] [25030081
Gibco™] e 1% de aminoacidos ndo essenciais [11140050 Gibco™]. Foi verificada a viabilidade
celular por meio do método do azul de Trypan, contabilizada a concentragio, e semeadas 1x10°
de CTMGW em cada scaffold em placa de cultivo de 24 pogos, com meio de cultura
suplementado (DMEM F12 [12500062 Gibco®] suplementado, 20% de soro fetal bovino
[10437028 Gibco™], 1% de penicilina e estreptomicina [10.000pg/mL] [15140122 Gibco™],
1% de L-glutamina [2uM] [25030081 Gibco™] e 1% de aminoacidos ndo essenciais [11140050
Gibco™]). O cultivo do scaffold foi realizado por 24 horas, apds esse periodo o SB foi
transferido para uma placa de cultivo de 24 pocos contendo meio de foliculo ovariano a-MEM
(pH 7,2-7,4) (11900024 Gibco™) suplementado com insulina 6,25pug/mL, transferrina
6,25mg/Ml e selénio (6,25ng/mL) (ITS) (41400045 Gibco®), 0,23 mM de piruvato (11360039
Gibco®), 2 mM de glutamina (25030081 Gibco™), 2 mM de hipoxantina (11067030 Gibco™),
50 pg/mL acido ascorbico (PHR1008 Sigma-Aldrich) e 1,25 mg / mL de albumina sérica bovina

(BSA) (05470 Sigma), em seguida, adicionado o fragmento ovariano.
2.2 Coleta de ovarios caprinos

Os ovérios (n = 10) de cinco cabras ciclicas adultas sem padrdo de raga definido com
escores de condigdo corporal entre 3 e 4, foram coletados em um abatedouro local (Teresina,
Piaui, Brasil). Imediatamente apds a remocdo, os 6rgdos foram lavados em dlcool a 70%,
seguido de lavagens em Meio Essencial (MEM) (41500018 Gibco™) suplementado com HEPES
(H4034 Sigma-Aldrich), penicilina 100 pg/mL e estreptomicina 100 pg / mL (15140122
Gibco™). Os ovarios foram transportados para o laboratorio a 4 ° C no mesmo meio, no periodo

de até 1 h. Os procedimentos com a utilizacdo dos animais desta pesquisa, foram aprovados pela


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15140122
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/11140050
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Comissio de FEtica no Uso de Animais, Universidade Federal do Piaui (CEUA-UFPI
00117/2015).

2.3 Protocolo experimental

O cortex de cada par ovariano foi dividido em 12 fragmentos de 4 x 4 mm x 1 mm em
condigdes estéreis. Dos fragmentos ovarianos, uma amostra foi retirada aleatoriamente, e
imediatamente fixada, para avaliacao histologica (controle fresco). Os demais fragmentos foram
cultivados em placas de 24 com o SB-CTMGW, cada poco continha 1 mL de meio. Foi utilizado
meio de cultura para foliculos ovarianos, em cultivo durante 7 dias, e avaliado o desenvolvimento
folicular, nos dias 1 e 7. O meio de cultura foi substituido por meio fresco a cada 2 dias. O
tratamento foi repetido cinco vezes utilizando os ovarios de cinco animais diferentes.

2.4 Analise morfologica e avaliacdo do crescimento folicular

Para a analise morfologica, os fragmentos de tecido ovariano foram fixados em solugao de
Carnoy por 4 h, apos 1 e 7 dias, desidratados em concentragdes crescentes de etanol. Apos a
inclusdo em parafina (Synth, Sao Paulo, Brasil), foram cortados em se¢des de 5 mm, montadas
em laminas de vidro e coradas por eosina e hematoxilina. Os foliculos foram classificados em
normais e atrésicos. Normais, quando havia um odcito intacto circundado por células granulosas
organizadas em uma ou mais camadas, ¢ ndo possuiam nucleo picnético. Foliculos atrésicos,
aqueles com um odcito retraido, nucleo picndtico e/ou células granulosas desorganizadas,
destacadas da membrana basal.

A avaliacdo do estdgio e sobrevida dos foliculos ovarianos foi realizada por meio de
microscopia de luz, em se¢des seriadas com laminas randomizadas codificadas. Foram
considerados os estagios de foliculos primordiais, 0os que apresentavam uma Unica camada de

células granulosas achatadas ao redor do odcito; foliculos em desenvolvimento, os que continham
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uma camada de células granulosas achatadas e cuboidais, 0s que apresentavam uma ou mais
camada de células da granulosa cuboidais, em torno do odcito.

Em cada tratamento foram avaliados 30 foliculos. Para analise da ativacdo folicular, as
porcentagens de foliculos saudaveis primordiais e em crescimento, foram calculadas antes
(controle fresco) e apds a cultura em cada meio. Foi mensurado o eixo principal ¢ médio de cada
foliculo, com o auxilio do programa Image J.

2.5 Analise estatistica

Foram aplicados os testes de Smirnov-Kolmogorov e Barllet a fim de confirmar a
distribuicdo normal e homogeneidade, respectivamente. Analise de variancia (ANOVA) foi
realizada utilizando-se o teste de Tukey para a comparacao de cada tratamento testado com os
grupos controle (ovarios cultivados dia 1 e dia 7). O teste de Student Newman Keuls (SNK), para
avaliar os efeitos dos tratamentos sobre os diametros dos foliculos, sendo, os resultados expressos
como média + desvio padrao (SD). Diferengas entre os grupos foram considerados significativos
quando p <0,05.

3. Resultados e discussio

As porcentagens de foliculos pré-antrais morfologicamente normais no controle fresco
(tecido fresco) e apos 1 e 7 dias de cultura nos diferentes tratamentos, sao evidenciadas no grafico
1. Apo6s 1 dia de cultura ndo houve redugdo significativa do nimero de FOPA tanto no grupo
controle cultivado, quanto no grupo cultivado com SB-CTMGW. Resultados, semelhantes aos de
Neves (2017) realizando co-cultivo in situ com células-tronco mesenquimais de medula dssea
caprina.

Durante o periodo de cultura de 7 dias, foi constatado redu¢do significativa de 25% no
grupo controle tratado (p <0,01), e 33% no grupo SB-CTMGW (p <0,001), no percentual de

foliculos normais, o que demostrou a redugdo a viabilidade em todos os tratamentos,
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corroborando com os resultados de Almeida et al., (2015) e Da Silva et al., (2017) utilizando
fatores de crescimentos fibroblastéide e hormonio foliculo estimulante.

Para Katsuda et al., (2013) os secretomas produzidos por CTM tem potente agdo sobre o
crescimento celular e antioxidante, entretanto, para sobrevivéncia folicular é necessario niveis
controlados de espécies reativas de oxigénio (Lima-Verde, 2011). Acredita-se que a reducao
desses radicais pode ser fator desencadeador da morte celular precoce. Contudo, segundo Zhao et
al., (2000) a baixa taxa de sobrevivéncia de foliculos cultivados, pode estar associada, também,
ao crescimento excessivo das células da teca em foliculos pré-antrais, em reposta aos fatores de

crescimento liberados pelas CTMGW.
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Grafico 1. Porcentagem (média + erro padrdo) de foliculos ovarianos pré-antrais
morfologicamente normais no controle fresco e ap6s cultivo in vitro por 1 ou 7 dias sem ou com
scaffold de buriti com células-tronco. Foi realizado ANOVA one-way e Teste de Tukey, sendo
**p<0,01 e ***p<0,001.

Na figura 1A e 1B observam-se foliculos primarios no controle fresco. Nas figuras 1C e

1D, foliculos ovarianos degenerados apos o cultivo por sete dias no grupo controle, e nas figuras
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1E e 1F evidencia-se a presenca de foliculos degenerados e foliculos vidveis apods sete dias de

cultivo com scaffolds de buriti com CTM.

Figura 1. Fotomicrografia de fragmentos de ovario cultivados com scaffold de buriti incorporado
com células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton. Em A e B observam-se foliculos
priméarios no controle fresco. Em C e D, foliculos ovarianos degenerados apds o cultivo por sete
dias no grupo controle. Em E e F demonstra-se presenga de foliculos degenerados e foliculos

viaveis apos sete dias de cultivo com SB-CTMGW
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Neste estudo, foi verificado que a redugdo da viabilidade celular, estd associada aos
foliculos em estagio de desenvolvimento. Martins et al., (2014) explicitam que a estimulacido da
proliferagdo celular do estroma, pode atuar como uma barreira, impedindo que os nutrientes
cheguem as células da granulosa e oocitos, ou que o aumento do consumo de nutrientes pelas
células da teca, leve a insuficiéncia metabdlica do meio de cultura.

A eficiéncia do cultivo de foliculos ovarianos pode ser afetada por outros fatores, como o
tipo de sistema de cultivo, composi¢cdo do meio-base, concentracdo e associagdo de fatores
adicionados ao meio de cultivo (Rossetto et al., 2011). Estudos em pequenos ruminantes relatam
redu¢do na viabilidade folicular pré-antral, apds o cultivo in vitro (Matos et al., 2007; Rabelo et
al., 2005; Saraiva et al., 2008).

A ativagdo dos FOPA primordiais e porcentagens de foliculos em desenvolvimento,
durante o cultivo, sdo demonstradas nos graficos 2A e 2B, respectivamente. Apos 1 e 7 dias de
cultura, houve reducdao na porcentagem de foliculos primordiais do grupo SB-CTMGW,
significativa (p <0,05), apenas no dia 7, concomitante ao aumento na porcentagem de foliculos
em desenvolvimento, principalmente, quanto ao controle fresco e ao cultivado (p<0,05). Estes
resultados se assemelham aos obtidos por Saraiva et al., (2008). Ainda, com os estudos realizados
por Almeida et al., (2015) e Jimenez et al., (2016), utilizando FSH, fatores de crescimento
fibroblastoide, € hormdnio do crescimento, que demonstraram efeitos semelhantes. Ja para Neves
(2017) os tratamentos realizados com células-tronco da medula 6ssea, ndo influenciaram a

ativacao de foliculos caprinos.



58

A)
E pia1
100 - Ed piav
S 80 -T-
o [
© J—
L *
o _I_
€
=
o
407
°
=}
L
S 201
0
“ontrole fresco Controle Cultivado SB-CTMGW
B)
Tratamentos
E] pia1
100 -
S B3 piav
w
et
= 80-
[<5)
£
=
60
2 #
c
[«5)
w
S 404
o
-I-
E _I_
[<5) I
3 20
=}
L2
©
L 0-
Controle Fresco Controle Cultivado SB-CTMGW

Tratamentos

Grafico 2 Porcentagem (média + erro padrdo) de foliculos ovarianos primordiais (A) e em
desenvolvimento (B) no controle fresco e apds cultivo in vitro por 1 e 7 dias sem ou com scaffold
de buriti e células. Utilizou-se ANOVA one-way e Teste de Tukey, sendo *p<0,05 versus

controle e # p<0,05 versus controle tratado dia 7.



59

Os diametros dos foliculos no controle (tecido ndo cultivado), apds 1 e 7 dias de cultura em
diferentes tratamentos, estdo expostos na tabela 1. Com rela¢do ao diametro folicular, apos 1 dia
de cultura, foram observados didmetros maiores no grupo controle cultivado, enquanto que no
SB-CTMGW os foliculos apresentam com dimensdes semelhantes aos do controle fresco. Apds 7
dias os maiores diametros foliculares (p <0,05) foram observados no grupo SB-CTMGW quando
comparados ao controle fresco e ao cultivado (p <0,05). Esses achados corroboram com os dados
encontrados por Martins et al., (2014) e contrapdem-se aos verificados por Neves (2017).

Tabela 1. Diametros foliculares em controle fresco (ndo cultivado) e apos cultura por 1 e 7

dias sem ou com scaffold de buriti com células-tronco

Diametro folicular (um)

Controle Fresco 25.75 £ 4.34

Cultivados Dial Dia 7
Controle 30+£4.08 26 +£4.54
SB-CTMGW 26,25 +4.78 36 +£2.78*F

*Diferenca significativa com o controle fresco. "Diferenga significativa com o controle cultivado
no dia 7. Teste de Student Newman Keuls (SNK), resultados expressos como média + desvio
padrdo (SD). *'Diferengas significativas entre os grupos p <0,05.

As CTMGW participam de forma ativa no crescimento e manutengdo dos foliculos vidveis,
ademais, o SB-CTMGW promove um ambiente propicio para que as c€lulas se multipliquem e
produzam fatores de crescimentos, citocinas e substancias citoprotetoras.

4. CONCLUSAO
O co-cultivo de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano com células-tronco da

geleia de Wharton sob o scaffold de buriti mantém a estrutura e promove a ativagdo € o
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crescimento in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais caprinos, apesar de reduzir a viabilidade
folicular apds 7 dias de cultivo.
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CONCLUSOES GERAIS

A matriz tridimensional, scaffold, formado pela poliuretana do 6leo de buriti com
polietilenoglicol apresenta arranjo estrutural amorfo, com micro e macroporos, possivel de auto-
clavagem, com resisténcia térmica e flexibilidade, ndo demonstrando efeitos toxicos as células-
tronco mesenquimais da geleia de Wharton e eritrocitos Do mesmo modo, ndo apresenta
alteracdes sobre células do sistema imune, evidenciando-se, assim, suas propriedades
biocompativeis e elevada capacidade de adesdo celular.

O scaffold de buriti indica grande potencial para aplicacdo na area clinica, visto que, atesta
ser um material seguro para o cultivo direto e também para fabricagdo de compostos utilizados
para aplicagdes in vivo e in vitro.

A aplicacdo deste polimero em um sistema de co-cultivo com CTMGW e FOPA
demonstra sucesso, pois promove a ativagcdo e o crescimento in vitro de foliculos ovarianos pré-
antrais caprinos, apesar de reduzir a viabilidade folicular, o sistema de cultivo promove o
recrutamento de foliculos primordiais, para o pool de foliculos em crescimento.

Este estudo ¢ pioneiro na aplicagao in vitro da poliuretana, com resultados promissores
para o fomento de outras investigacdes, com vistas ao desenvolvimento de outras aplicagdes para

este biomaterial.
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