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Resumo

Neste estudo, obteve-se um equivalente cutdneo composto por membrana de
poli(alcool vinifico) (PVA) contendo nanoparticulas de prata (AgNPs) e um arcabouco
de colageno-acido hialurénico (col-AH) cultivado com células-tronco mesenquimais
de tecido adiposo (ASC). O material foi caracterizado por microscopia eletronica de
varredura (MEV), microscopia eletronica de transmissdo (MET), micro-CT, ensaio
microbiolégico, citocompatibilidade com as ASC e liberacdo de Ag* no meio de cultivo
por espectrometria de emissdo oOptica com fonte de plasma (ICP-OES). Além disso,
também foi analisado o potencial imunomodulatério das ASC cultivadas no col-AH
sobre os macréfagos. A imunomodulacao foi analisada por citometria de fluxo. A
producdo de citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias foi analisada pelo
Imunoensaio Multiplex. Foi demonstrado que o material apresenta poros e que uma
pequena concentracdo de Ag* é liberada do PVA. A presenca das AgNPs nado
interferiu no crescimento das ASC. As ASC modularam a resposta dos macréfagos a
um fendtipo anti-inflamatério por aumentarem a expressdo de CD206, além de
reduzirem também a quantidade de macrofagos M1(CD86+CD206-). O arcabouco de
col-AH aumentou a modulacao pelas ASC. O dispositivo desenvolvido é apropriado
como substituto cutaneo, pois evita perda de agua e infeccdo por microrganismos,
além de modular a resposta dos macrofagos para M2. O sistema de co-cultura
tridimensional (3D) desenvolvido, permite maiores estudos a respeito da modulagéao
das mesenquimais sobre os macréfagos, em ambiente in vitro de forma mais

semelhante ao in vivo.

Palavras-Chave: Acido hialurdnico, Células mesenquimais, Colageno, Engenharia

tecidual da pele, macrofago, AgNPs, PVA.



Abstract

In this study, a cutaneous equivalent composed of poly (vinyl alcohol) (PVA)
membrane containing silver nanoparticles (AgNPs) and a collagen-hyaluronic acid
scaffold (col-HA) cultured with adipose derived mesenchymal stem cells (ASC). The
material was characterized by scanning electron microscopy (SEM), transmission
electron microscopy (TEM), micro-CT, microbiological assay, cytocompatibility with
ASCs and release of Ag* into the culture medium by optical emission spectrometry
with plasma source (ICP-OES). Additionally, it was analyzed the potential
immunomodulatory effects of ASCs cultured in col-HA in macrophages response. Flow
cytometry was performed to analyze immunomodulation. The production of
inflammatory and anti-inflammatory cytokines was analyzed by Multiplex Imunoassay.
It was shown by SEM and Confocal Microscopy that both PVA and collagen had porous
structure and PVA had a slight release of Ag*. Such release did not interfere in the
ASC growth. The ASC modulated the macrophages response into an anti-
inflammatory phenotype due to the increased CD206 expression, as well as reduced
type M1 macrophages (CD86" CD2067). The col-HA scaffold increased the ASC
modulation. The developed device is suitable as a cutaneous substitute, since it avoids
loss of water and microorganisms infection, and also modulates macrophages
response to type M2. The three-dimensional (3D) co-culture system here developed
open news insights for further studies directed to the in vitro modulation of
mesenchymal cells over macrophages response, mimicking a similar environment with

in vivo features.
Keywords: Hyaluronic Acid, Mesenchymal Cells, Collagen, Skin Tissue Engineering,

Macrophage, AgNPs, PVA.
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1. Introducao

A pele é o maior 6rgao do corpo e fornece protecdo contra agentes externos
fisicos, quimicos e bioldgicos. E constituida de trés camadas a epiderme, a derme e
a hipoderme (Gurtner et al. 2008a). Lesdes extensas de espessura total, que atingem
toda a derme, resultante de queimaduras, traumas, ulceracbes dentre outras,
necessitam de enxerto de pele (Papini 2004).

O autoexerto (pele proveniente do préprio paciente) é o padrédo-ouro utilizado,
porém lesbes extensas limitam a area doadora (Bottcher-Haberzeth, Biedermann,
and Reichmann 2010). Sendo assim, varios materiais tém sido desenvolvido como
curativo ou alternativa ao enxerto autogénico (Borda, Macquhae, and Kirsner 2016).

Um polimero sintético bastante utilizado como curativo cutdneo é o PVA
(Bhowmick and Koul 2016; Shankhwar et al. 2016; Morgado et al. 2014). No entanto,
por ser umido, esse material permite o crescimento de microrganismos. Muitos
trabalhos tém associado AgNPs a matrizes poliméricas devido a seu largo espectro
antimicrobiano, visando inibir o crescimento de microrganismos (Bhowmick and Koul
2016; Loo et al. 2014; Salih, Reicha, and EI-Sherbiny 2016). O PVA puro ou contendo
AgNPs néo pode ser utilizado individualmente como substituto cutaneo, uma vez que
devido a sua alta hidrofilicidade, ndo permite o crescimento celular (Nuttelman et al.
2001).

Buscando utilizar o PVA como substituto cutaneo, trabalhos tém associado
esse polimero a materiais que permitem o crescimento de células (Zarekhalili et al.
2017; Eghbalifam, Frounchi, and Dadbin 2015; Mahnama et al. 2017). Um material
citocompativel bastante utilizado em substitutos cutdneos é o colageno. Essa
proteina corresponde a cerca de 60 a 80% do peso seco da derme (Xu, Lu, and Seffen
2008). Visando mimetizar a matriz extracelular o colageno tem sido associado ao
acido hialurdnico, além disso esse glicosaminoglicano estimula a formacéo de vasos
(Park et al. 2002).

Outro problema de pacientes com queimaduras extensas de terceiro grau €
a formacédo de cicatriz hipertréfica (van den Broek et al. 2014). A principal célula
envolvida na formacéo de fibrose € o macréfago (Wynn and Barron 2010). Essas
células, dependendo do estimulo ao qual estdo expostas podem polarizar para

fendtipo inflamatério M1, ou anti-inflamatério M2 (Novak and Koh 2013). Tem-se
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mostrado que ASC possuem propriedades imunomodulatérias e anti-fibrética
(Navone et al. 2014; Chung and Son 2014).

As ASC, devido a seu potencial imunomodulatério, sédo capazes de modular
a o fendtipo dos macrofagos para M2 (Guillén et al. 2018). Ainda h& controvérsias a
respeito do qual subtipo de macréfago esta envolvido na formacao de fibrose (Wynn
and Barron 2010). Porém, tem-se mostrado que a presenca das ASC em lesdes
cutaneas reduzem a formacéao de fibrose e promovem a polarizacdo dos macréfagos
para M2 (Hu et al. 2018).

Sendo assim, nesse estudo obteve-se um dispositivo hibrido de PVA-
AgNPs/colageno-acido hialurdnico cultivado com células tronco mesenquimais
humanas como substituto dérmico. O material foi avaliado através de MEV, teste
biomecénico para flexibilidade e ensaio de citocompatibilidade. Também, foi
analisado o potencial imunomodulatério das ASCs cultivadas no arcabouco de

colageno/AH sobre os macrofagos.

2. Revisao de literatura

2.1. Pele
A pele € o maior 6rgao do corpo humano. Constitui-se de uma eficiente barreira

mecanica contra agentes externos tais como, radiacdo UV e microrganismos, além
disso, previne a perda de fluidos corpoéreos e € responsavel pela termorregulacéo
(Bottcher-Haberzeth, Biedermann, & Reichmann, 2010). E composta pela epiderme,
derme e hipoderme (Figura 1).

A camada mais externa, a epiderme, é constituida por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado. Essa camada possui espessura de 0,1 — 0,2 mm é
composta predominantemente pelos queratindcitos e melandécitos. (Gurtner et al.
2008b). Os queratindcitos, sao responsaveis pela producdo de queratina e
representam cerca de 80% das células da epiderme. Os melanécitos sao
responsaveis pela producédo do pigmento melanina (Junqueira, Carneiro 2017).

Outras células presentes na epiderme sao as células de Langherans e de

Merckel. As células de Langherans sdo um subtipo de células dendriticas, que
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participam da resposta imune da pele (Seneschal et al. 2012). As células de Merckel,
localizam-se proximas a terminacdes nervosas e apresentam funcédo sensorial
(Dangelo 2008).

A derme, é composta principalmente por fibroblastos, responsaveis pela
producdo da matriz extracelular. Os vasos sanguineos presentes na derme fornecem
nutrientes para todos os tipos celulares, inclusive para as células da epiderme que é
avascular. Os anexos como glandulas sebaceas, sudoriparas e foliculos pilosos estéo
situados entre a derme e a epiderme. Na derme, sdo encontradas terminacdes
nervosas. Essas terminacdes podem ser livres ou conjugadas a receptores em forma
de corpusculos, como os de Vater-Pacini, sensiveis a pressao e os de Krause,
sensiveis ao frio (Dangelo JG 2008).

A membrana basal separa fisicamente a derme da epiderme, porém
funcionalmente conecta ambas. A hipoderme € composta principalmente pelo tecido
adiposo, cuja funcéo é servir como isolante térmico e fonte de energia (Geoffrey C.

Gurtner, Werner, Barrandon, & Longaker, 2008).

] ]> Hipoderme

e

Glandula
sebacea

Terminagao
nervosa

Glandula
sudoripara

Figura 1. Esquema ilustrativo da anatomia da pele.
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2.2. Regeneracdao e Cicatrizacdo de Feridas
A pele possui capacidade de regeneracdo, porém apenas em casos de

ferimentos leves como cortes e escoriagdes. Em lesGes de terceiro grau acima de 1
cm de didmetro, ocorre a cicatrizagdo ao invés da regeneracao (Papini, 2004).

Na regeneragdo o tecido morto € substituido por outro morfofuncionalmente
idéntico, sem perda da sua atividade funcional, enquanto que na cicatrizacao ocorre
a substituicdo do tecido lesionado por tecido fibroso, com perda da atividade do
tecido.

O processo de cicatrizacdo estd dividido basicamente em trés fases:
inflamatoria, proliferativa e de remodelamento (Figura 2) (Geoffrey C. Gurtner et al.,
2008).

A fase inflamatéria ocorre logo ap6s o dano ao tecido, com o recrutamento de
componentes da cascata de coagulacdo, vias inflamatérias e sistema imune,
necessarios para evitar a perda de sangue e fluidos corpéreos, e remocao do tecido
morto o que previne infecgdes. A hemostase é obtida pela formagdo de um trombo
rico em plaquetas, que provisoriamente tampona a lesdo endotelial (Epstein,
Lefkovits, Plow, & Topol, 1995), é seguida pela deposicdo de uma matriz de fibrina,
gue se tornara um arcabouco para infiltracao celular. Os neutrdfilos séo, geralmente,
as primeiras células a surgirem no local da inflamag¢do aguda, seguidos pelos
macréfagos e linfécitos, apds 2-3 dias. Os neutréfilos permanecem apenas nos
estagios iniciais da lesdo, enquanto que os macréfagos persistem por todos os
estagios do processo de cicatrizacdo (Adamson, 2009). O numero de macréfagos
aumenta durante a fase inflamatoria, com pico durante a formacédo de tecido de
granulacéo e declinio no final da fase de remodelamento (Martin et al., 2005).

A fase proliferativa tem inicio aproximadamente de 3 a 10 dias apds a leséo.
Nessa etapa ocorre a formacéo do tecido de granulacao, reepitelizacdo, angiogénese
e deposicao de colageno (Bauer, Bauer, & Velazquez, 2005).

A Ultima fase € a de remodelamento ou cicatrizacdo, essa ocorre do 21° dia
até um ano apods a lesdo. O colageno tipo lll, produzido na fase proliferativa, é
substituido por colageno tipo |. Miofibroblastos promovem a contracdo da leséo e

reduzem sua area de superficie (G C Gurtner & Evans, 2000).
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2.3. Queimaduras
A perda de apenas 15% da area total da superficie da pele é o suficiente para

por em risco a vida do paciente. A destruicdo da barreira epitelial pode acarretar na
perda massiva de agua podendo acarretar rapidamente na morte por choque
hipovolémico (Blais, Parenteau-Bareil, Cadau, & Berthod, 2013). Além disso, essas
lesGes estdo sujeitas a invasao por microrganismos que podem levar a sepse, faléncia
de multiplos 6rgédos e morte (Bang, Sharma, Sanyal, & Al Najjadah, 2002).

A principal causa de perda substancial da pele sdo as queimaduras. Essas sao
responsaveis por mais de 300.000 mortes por ano em todo mundo (Peck, 2011). No
Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Queimaduras, estima-se que ocorram
anualmente um milhdo de casos de queimaduras, dos quais 200 mil sdo atendidos
em unidades de emergéncia e 40 mil requerem hospitalizacao.

As queimaduras podem ser divididas em epidérmica (1° grau), superficial de
espessura parcial (2° grau), profunda de espessura parcial (2° grau) e de espessura
total (3° grau) (Papini, 2004).

A queimadura epidérmica (1° grau), ndo requer tratamento cirdrgico, o
processo de regeneracdo € rapido sem formacdo de cicatriz, ja que ndo ocorre
deposicado de matriz extracelular.

A superficial de espessura parcial (2° grau) afeta a epiderme e superficialmente
a derme. A cicatrizacao dessa lesédo ocorre por meio da migracédo dos queratinécitos
basais da margem da leséo e células epiteliais das glandulas sudoriparas e sebaceas
presentes na derme remanescente que é preservada neste tipo de lesao.

Queimadura profunda de espessura parcial (2° grau) promove grande dano a
derme resultando em poucos apéndices remanescentes levando, portanto, ha um
tempo maior de cura e formacao de cicatriz.

Queimaduras de espessura total (3° grau) séo caracterizadas pela completa
destruicdo da epiderme e derme e, portanto, dos elementos epiteliais capazes de

promover a regeneracao da pele.

2.4. Pés-queimadura - Cicatrizes
Individuos com extensas lesdes de pele, como em caso de queimaduras de 3°

grau, sofrem de perda substancial da derme, a qual ndo se regenera

espontaneamente (Yannas & Burke, 1980). O reparo desse tipo de lesédo ocorre por
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meio da reepitelizacdo somente das bordas, estando associada a consideraveis
contracdes da pele (Papini, 2004) acarretando em problemas estéticos e funcionais

para o paciente (Yannas & Burke, 1980).

O processo de cicatrizacdo quando ndo acometido de inflamacé&o persistente
promove formacao de cicatriz normotrofica. Porém, quando h& o prolongamento e
exacerbacédo da fase inflamatoria, pode ocorrer a formacéo de cicatrizes hipertréficas

ou queloides (van den Broek, Limandjaja, Niessen, & Gibbs, 2014).

A cicatriz normotrofica ocorre quando a pele adquire caracteristicas similares

a pele saudavel em termos de espessura, cor e elasticidade (Verhaegen et al., 2009).

A cicatriz hipertrofica € uma leséo elevada, que nao ultrapassa os limites da
ferida inicial (Gauglitz, 2013). E caracterizada pela proliferacéo do tecido dérmico,
com excessiva producdo de componentes da matriz extracelular pelos fibroblastos,
principalmente colageno. Essa cicatriz ocorre geralmente apds 4 a 8 semanas da
leséo e tende a regredir ao longo do tempo. O principal coldgeno nesse tipo de leséo
é do tipo Ill e apresenta padrédo ondulado paralelo a epiderme (Berman, Maderal, and
Raphael 2017).

7

O queloide é uma cicatriz elevada que ultrapassa as margens da lesdo
(Gauglitz, 2013). Essa cicatriz pode aparecer muitos anos apos a lesdo. Nesse tipo
de cicatriz, os colagenos presentes sdo principalmente do tipo | e lll e estdo
organizados de forma aleatéria (Berman, Maderal, and Raphael 2017).

A principal célula do sistema imune a participar do processo de formacgéo de
fiborose € o macréfago. Os macrofagos sdo provenientes da diferenciacdo e
recrutamento dos monacitos. Essas células séo recrutadas na fase inflamatoria, onde
liberam citocinas inflamatoérias e sinais pro-fibroticos (Thomas Wynn & Barron,
2010a).

A principal citocina secretada pelos macréfagos e envolvida na formacgéao de
fibrose é o Fator de Crescimento Transformador Beta 1 (TGF-1), o qual promove a
expressao de alfa actina de musculo liso (a-SMA) em fibroblastos e sua converséo a
miofibroblastos, responsaveis pela contracdo da ferida (Greenhalgh, 2007). Além
disso, estimula a sintese exacerbada de colageno, levando a formacao de fibrose

(Beanes, Dang, Soo, & Ting, 2003). O processo de formacao de fibrose ocorre na
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fase de remodelamento ou de cicatrizacdo. Essa fase é caracterizada pela reducao
da proliferacdo celular, inflamacdo e neovascularizacdo. A matriz extracelular
provisoria, constituida de colageno tipo Ill, € substituida por colageno tipo | (Epstein,
Singer, & Clark, 1999).

2.5. Materiais utilizados em queimadura
A cobertura imediata de lesGes cutdneas provocadas nao apenas por

queimaduras, mas também por trauma ou diabetes, é geralmente dificultada pela falta
de pele doadora (H. Zhang et al., 2013). A engenharia tecidual tem fornecido novas

estratégias para o tratamento dessas lesdes (Mansbridge, 2009).

Varios materiais estdo disponiveis comercialmente como substitutos para pele,
como por exemplo: Epicel®, composto de camadas de queratinécitos cultivados a
partir de uma bidpsia do paciente (Wright et al., 1998) , Integra®, (Stern, McPherson,
& Longaker, 1990) composto de matriz 3-D porosa formada por colageno tipo | e
glicosaminoglicanos como equivalente dérmico, associado a uma camada de
silicone, para porcdo epidérmica, Permacol®, derme porcina acelular, Apligraf®
(Organogénese), combinacdo de queratinécitos e fibroblastos alogénicos com
colageno bovino que fornece uma pele substituta temporaria para o uso em feridas
crdnicas, mas ndo em areas com queimaduras extensas (Bello & Falabella, 2002).
Além dos produtos citados acima, que utilizam polimeros naturais, existe também o
Dermagraft® que emprega o polimero sintético denominado Poli (acido lactico — co-
glicdlico) - PLGA, esse produto é comercializado apoés cultivo de fibroblastos humanos
obtidos de prepucio de recém-nascido e utilizado como substituto dérmico. O material
biorreabsorvivel serve como suporte para a proliferacdo e secrecdo da matriz
extracelular (Seal, Otero, & Panitch, 2001).

Outro polimero sintético que estd sendo bastante estudado como curativo
cutaneo é o Poli(alcool vinilico) — PVA (Kamoun, Kenawy, Tamer, El-Meligy, & Mohy
Eldin, 2015; Morgado et al., 2014; Shahzad et al., 2015), uma vez que possui muitas
das propriedades requeridas a um curativo. Esses materiais sao resistentes
mecanicamente, capazes de manter o local hidratado, transparentes e ndo-adesivos
0 que permite o0 acompanhamento da lesdo (Jones & Vaughan, 2005a; Luo et al.,

2009). Porém, por se manter amido permite o crescimento de fungos e bactérias. Para
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atuar como agente antimicrobiano, varios trabalhos tém associado nanoparticulas de
prata (AgNPs) ao PVA (Eghbalifam, Frounchi, & Dadbin, 2015; Salih, Reicha, &
ElSherbiny, 2016; Z. Zhang et al., 2016). No entanto, esse material ndo é passivel de
ser utilizado como substituto dérmico, uma vez que nao degrada e nem permite a

proliferagcéo celular.

Desde o primeiro arcabou¢co composto de colageno e glicosaminoglicano
relatado por Yannas e Burke, o colageno tem sido amplamente utilizado na
engenharia tecidual para a pele (Gopinath et al., 2004). Isso se deve ao fato do
colageno ser o principal componente dérmico, com cerca de 60-80% do peso seco
da pele livre de gordura (Xu, Lu, & Seffen, 2008). O colageno apresenta inUmeras
propriedades vantajosas como, propriedades hemostéaticas e baixa antigenicidade
(O’Brien, Harley, Yannas, & Gibson, 2005) e também caracteristicas que podem ser
modificadas (Geutjes et al., 2006) como por exemplo, a formac¢édo de uma estrutura
tridimensional porosa, isto €, um arcabouco ou ainda filmes densos (Geutjes et al.,
2006).

O arcabouco construido por coldgeno fornece espaco estrutural para a
acomodacao, proliferacdo e migracdo de fibroblastos e células endoteliais, além de
permitir troca de nutrientes entre o material e 0 meio (Kim & Kim, 2007). O &cido
hialurénico (AH) tem sido incorporado a arcaboucos de colageno uma vez que
estimula a migracéo celular e angiogénese (Pardue, Ibrahim, & Ramamurthi, 2008).
O AH é também um dos principais componentes da pele que est4 associado com o
reparo tecidual. A sintese do &acido hialurénico € induzida durante a reparacao de
feridas. No processo de cicatrizacao fetal sdo observadas altas concentracdes de
acido hialurénico que se acredita estar associado ao reparo sem formacao de cicatriz

(Prosdocimi & Bevilacqua, 2012).

2.6 Papel dos macrofagos na regeneracéo tecidual e fibrose

Quando o tecido é lesionado uma resposta inflamatéria é induzida, sendo
caracterizada pelo recrutamento e ativacdo de células hematopoiéticas e nado -
hematopoiéticas incluindo neutréfilos, macrofagos, natural killer, células B, células T,
fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais e células tronco, que orquestram a

reparacao tecidual (TA Wynn, 2008). Quando a resposta inflamatoria € bem

organizada e controlada, essa € rapidamente resolvida e a arquitetura do tecido é
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restaurada. Entretanto, se essa reposta € crbnica ou desregulada pode levar ao
desenvolvimento de fibrose (T. A. Wynn & Ramalingam, 2012). Embora varios tipos
celulares estejam envolvidos na reparacao tecidual, os macrofagos sdo essenciais
em todos os estagios de reparacdo (Thomas Wynn & Barron, 2010a). Além da
fagocitose e apresentacdo de antigenos, macrofagos produzem muitas citocinas e
guimiocinas que estimulam o crescimento de novos capilares, sintese de colageno e
fibrose (Mirza, DiPietro, & Koh, 2009).

Apos lesao tecidual, os mondcitos (células precursoras dos macrofagos) sao
recrutados da medula 6ssea via gradiente de quimiocinas (quimiotaxia), como as
CX3CL1 e moléculas de adesdo como as molécula de adesao intercelular do tipo 1
(ICAM-1) e molécula de adeséo vascular 1 (VCAM-1) (Behm et al. 2012). Essas
células recrutadas juntamente com os macréfagos residentes no tecido irdo se
diferenciar em macréfagos M1 (inflamatérios) ou M2 (anti-inflamatérios), dependendo
dos fatores de crescimento e citocinas presentes no local da lesdo (Martin et al.,
2005). Os macrofagos séo células cuja a plasticidade permite a repolarizacdo do
fenotipo M1 para M2 e vice-versa dependendo do estimulo. Macréfagos M1 séo
associados a destruicdo do tecido, enquanto que macrofagos M2 estao associados
ao remodelamento tecidual.

Componentes de membrana de bactéria como lipopélissacarideo (LPS) e
citocina como interferon gama (INFy) polarizam os macrofagos para fenétipo M1
(Mosser et al., 2008). Esses macréfagos sintetizam citocinas inflamatoérias como IL-1,
IL-6 e IL-12 e expressam receptor de superficie CD86 (Barrientos et al., 2008).
Enquanto que citocinas como IL-4, IL-10 e IL-13 polarizam os macrofagos para M2,
0S quais expressam CD206, que exibe propriedades anti-inflamatorias e de reparo
tecidual (Gordon, 2003). Os macréfagos M1 sdo geralmente encontrados nos
estagios iniciais do processo de cicatrizacdo, enquanto que M2 sdo encontrados nos
estagios mais tardios, orquestrando o reparo tecidual (Crane et al., 2014).

Os macroéfagos séo conhecidos por regularem o processo de fibrose, pois
atuam ativando diretamente os fibroblastos e interferem na dindmica da matriz
extracelular por regularem o balangco entre metaloproteinases e seus fatores
inibitérios como TGF-B1 (Thomas Wynn & Barron, 2010). Ha trés isoformas do TGF-
B presente em mamiferos, que sdo TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3. Entre essas isoformas

ha homologia de 64 a 85% na sequéncia de aminoacidos (Graycar et al. 1989).
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A presenca de TGF-B1 aumenta a deposigao de colageno pelos fibroblastos e
reduz sua degradacao por diminuir a expressdo de metaloproteinases, além disso,
promove a transicdo de fibroblasto para miofibroblasto. Os miofibroblastos s&o
caracterizados pela expressdo de a-actina de musculo liso (a-SMA) que esti
envolvido na contragédo das feridas (Gabbiani, 2003). Devido a expresséo tardia de
TGFB-3 nos processos de cura, supfe-se que essa isoforma limite a formacéo de
fibrose (Frank, Madlener, & Werner, 1996).

Ainda ndo é consenso qual subtipo de macréfago, M1 ou M2, estéa associado
a formacdo de fibrose. Macréfagos M1, contribuem para proliferacdo de
miofibroblastos e fibrocitos (Thomas Wynn & Barron, 2010b). Porém, essas células
também produzem metaloproteinases, que sao importantes no controle da fibrose.

Macréfagos M2, sédo considerados pro-fibroticos por estimularem a sintese de
colageno (Endo et al., 2003), porém produzem IL-10, a qual tem demonstrado efeitos
direto na reducédo de TGF-B1(Moore, de Waal Malefyt, Coffman, & O’Garra, 2001).
Tem se demonstrado que lesdes em fetos de camundongos nocaute para IL-10,
perdem a capacidade de regeneracdo, ocorrendo a formacdo de cicatriz nessa
situacao (Liechty, Kim, Adzick, & Crombleholme, 2000).

2.7 Célula-tronco mesenquimal derivada de tecido adiposo humano (ASC) e seu
papel nareducdao de fibrose

Células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo células-tronco adultas
multipotentes. Em 2006, a Sociedade Internacional para Terapia Celular, definiu os
critérios minimos para caracterizacdo das MSCs, 0s gquais incluem a capacidade
dessas células em diferenciarem em adipdcito, osteoblasto e condrocito;
apresentarem em sua superficie a expressao de CD73, CD90 e CD105 e nédo
expressarem CD14, CD34, CD45, 79 e HLA-DR e serem aderentes a placa de
poliestireno. Essas células podem ser obtidas de varios 6rgdos como medula 6ssea
(BM-MSC), placenta (PMSC), tecido adiposo (ASCs) entre outros (Hass, Kasper,
Bohm, & Jacobs, 2011). O tecido adiposo tem emergido como um forte candidato
para o isolamento dessas células, por ser de facil obtencdo e abundante no corpo
(Zimmerlin et al., 2009).

Células-tronco de tecido adiposo (ASC), participam de diferentes fases da

cicatrizacdo (Maxson, Lopez, Yoo, Danilkovitch-Miagkova, & Leroux, 2012),
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promoverem neovascularizacao e regularem o fenoétipo de fibroblasto e deposicéo de
matriz extracelular (Navone et al., 2014). Essas células possuem propriedades
imunossupressoras e anti-inflamatérias, o que poderia suprimir a expressado de TGF-
B1 e diminuir a formagao de fibrose e contragdo da lesdo (Ren et al., 2008).

E conhecido que células-tronco mesenquimais podem polarizar os macrofagos
para o fendtipo M2. Acredita-se que essa polarizacdo seja devido a secrecdo de
PGE2, IL-4, IL-6, e IL-10 pelas MSCs (Chung & Son, 2014a). Macréfagos co-
cultivados com MSCs apresentam reduzida expressao de TNFa e aumento na
expressao de IL-10 (Navone et al., 2014). Tem-se demonstrado que a expressao de
IL-10, diminui a resposta inflamatoria e previne a formacgéo de fibrose (S. Liu et al.,
2014).

Estudo realizado por Paul Martin et al. (2003) em camundongos nocaute para
PU. 1 (fator de transcricao envolvido na regulacdo e maturacado dos macrofagos) que
nao possuem células mieléides maturas, demonstra a cura das lesées sem formacéo
de cicatriz. A deplecdo de macrofagos somente nos estagios iniciais da lesdo (1 a 5
dias) promove reducdao de cicatriz, e, portanto, evidencia sua relacdo com a formacao
de cicatrizes (Lucas et al., 2010).

Sabe-se que a cicatrizacdo de feridas em fetos ocorre sem formacéo de
cicatriz. Nesse processo, como o sistema imune é pouco desenvolvido, ocorre minima
inflamacdo e deposicdo normal de colageno. Durante a cicatrizacdo fetal s&o
observados altos niveis de TGF-B3 e baixos niveis de TGF-B1 e fator de crescimento

derivado de plaquetas (PDGF) (Leung, Crombleholme, & Keswani, 2012).

Acredita-se que a secrecdo de VEGF e HGF pelas MSCs também possua
efeito anti-fibrotico e mantenha o balanco apropriado entre os TGF-B1 e TGF-3
durante a fase de remodelamento das feridas (Maxson et al., 2012). Além disso, a
adicao de TGF-B3 em lesdes de espessura-total em murinos, resultou na reducgéo do
influxo de mondcitos e macrofagos, e deposicéo de fibronectina, colagenos tipo | e Il
(Shah, Foreman, & Ferguson, 1995).
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3. Objetivo

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um dispositivo hibrido constituido de PVA-AgNPs/col-AH
cultivado com ASC, visando a utilizagcdo em queimaduras graves para reducao de

cicatriz hipertréfica e infec¢cdo por microrganismos.

3.2 Objetivos especificos

Obter um dispositivo bilaminar composto por membrana de PVA contendo AgNPs e
arcabouco de colageno-acido hialurénico;

Analisar a morfologia do material por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);
Analisar a resisténcia mecéanica do material através do Ensaio de Tracao;

Analisar o potencial bactericida e fungicida do material,

Isolar, cultivar e caracterizar as ASC através das seguintes técnicas:

Citometria de fluxo;

Potencial de diferenciacdo em células do tecido mesodérmico.

Analisar a citocompatibilidade do dispositivo frente as ASC;

Isolar monécitos humanos do sangue periférico;

Analisar se as ASC serdo capazes de imunomodular o macréfago para um fenétipo

anti-inflamatério (M2) apds cultivo no arcabouco de colageno-AH.
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4. Material e Métodos

4.1 Preparacao do dispositivo hibrido de PVA-AgNPs/col-AH
Para obtencao do PVA-AgNPs uma solucéao de 8% m/v de PVA (Sigma Aldrich,

ref. 363146) em agua destilada foi aquecida a 80°C e colocada sob agitacdo. Apds
completa homogeneizacao, a solugcdo de AgNPs contendo 20ug/mL foi adicionada a
solucéo de PVA nas concentracdes de 1 pg/mL e 2 ug/mL. Entéo, o hidrogel foi vertido
em placas e colocadas em temperatura de -18°C por 16 horas, seguido por ciclos de
resfriamento/descongelamento, para a reticulagdo do hidrogel, em temperatura

ambiente por 8 horas. Esses ciclos foram repetidos por 2 vezes.

Apbs o desenvolvimento do hidrogel, uma solugéo de colageno de pele bovina
(6mg/mL) contendo 10% de acido hialurénico foi colocada sobre o hidrogel,
congelados por 24 horas e liofilizados. Para o processo de reticulacédo, o arcabouco
foi colocado em uma solucéo de 95% de etanol (pH 7,0) suplementada com 50mM
de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), por 7 horas a temperatura
ambiente. O dispositivo foi lavado duas vezes por 1 h com fosfato dissédico a 0,1M,
duas vezes por 2 h com cloreto de sédio a 1 M, 6 vezes por 24 h com cloreto de sddio
a 2M e 10 vezes com agua bidestilada para remover o EDC residual. Em seguida, foi

novamente congelado a -20°C por 24 horas e liofilizado.

4.2 Caracterizacao fisica do material

4.2.1 Morfologia do dispositivo — Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e
Microtomografia Computadorizada de Raios X (Micro CT)

Para analise morfologica do dispositivo por meio da microscopia eletronica de
varredura, a membrana de PVA foi desidratada por uma série crescente de etanol,
80, 95 e 100%, 15 minutos cada. Apds, foi seca em ponto critico. O arcabouco de col-
AH né&o recebeu nenhum tratamento adicional. Para a obtencdo das imagens, as
amostras foram levadas em um suporte adequado e metalizadas (Balzers 050) pela
deposicdo de uma fina camada de ouro em suas superficies e observadas em

microscopio eletrénico de varredura (JEOL JXA-840A).

A analise por Micro-CT foi realizada por tomégrafo de transmissao de raio X
de terceira geracao (Oliveira et al., 2009). As amostras foram colocadas em camara

e analisadas com voltagem de 29 kV e corrente elétrica de 415 pA. As imagens foram
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obtidas apds reconstrucéo 3D e processadas pelo software NReconTM from Bruker
microCT (version 1.6.9.4).

4.2.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)
A morfologia e diametro das AgNPs foram caracterizados por MET. Para isso,

uma gota da solucdo contendo AgNPs foi colocada sobre uma grade de cobre e

examinadas em microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM-902 (80 kV).

4.2.3 Ensaio Mecanico
A propriedade mecanica da membrana de PVA foi determinada usando uma

maquina de teste de materiais uniaxial para tracdo (MTS 810-FlexTest 40) equipada
com uma célula de carga de 1500 N. Para isso, as membranas em formato retangular
(55mm x 10 mm x 2,5 mm) foram tracionadas a uma velocidade constante de 50
mm/minuto. Foram testadas 5 amostras de cada. O comportamento da carga de
alongamento dos dispositivos e modo de falhas foi registrado. A propriedade dos
dispositivos foi representada pelo médulo de Young (MPa) e deformacéo na ruptura
(%).

4.3 Ensaio microbiolégico
O ensaio microbiologico foi realizado apos desinfeccdo das membranas de

PVA puro e contendo diferentes concentragcbes de AgNPs com etanol por 30 min.
Apds, as membranas foram lavadas em tampao fosfato-salino (PBS) estéril e seu
potencial antimicrobiano analisado pela técnica de difusdo em disco (método de Kirby
Bauer), frente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC25923), Pseudomonas
(ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC25922) e ao fungo Candida albicans (ATCC
1023). As bactérias foram incubadas em agar de Mueller — Hinton a 37°C por 24
horas. Para andlise dos fungos, esses foram cultivados nas membranas na
concentracdo de 5 X 10%mL por 24 horas a 37°C, e mantidos em placas de cultura
de 24 pocgos. Apoés 24 horas, as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS e fixadas
por 30 minutos em PFA 4%. O material foi analisado por microscopia confocal, apos

marcagao do DNA com DAPI.
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4.4 Obtencdo, isolamento, caracterizacao e cultura das ASC
Para obtencédo das ASC foi utilizado gordura de lipoaspiracdo do abdome,

descartada de paciente do sexo feminino. A cirurgia foi realizada no Hospital Santa
Lucinda localizado no municipio de Sorocaba-SP. Os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp - Campus Campinas

(n°1.650.961). O tecido foi coletado em seringa e enviado ao laboratorio.

O tecido foi digerido com solucédo de Tripsina/EDTA a 37°C por 30 min. Apés,
foi centrifugado a 1500 rpm. O pellet foi ressuspendido em DMEM contendo 10% de
soro fetal bovino. As células foram semeadas em garrafas de cultivo celular T 75 e
mantidas em estufa contendo 5% COza 37°C.

A caracterizagdo das ASC foi realizada por meio da sua capacidade de
diferenciacdo em adipdcito e osteoblasto. Para isso, as células foram mantidas em
meios indutores StemPro™ Adipogenesis Differentiation Kit (ThermoFisher,
A1007001) e StemPro™ Osteogenesis Differentiation Kit (ThermoFisher, A1007201)
para cada tipo celular por 14 dias. ApGs as células foram coradas com Oil red, que
evidenciam o acumulo intracelular de lipideos, e Alizarin Red, que cora calcio

presente na matriz mineralizada.

As células também foram avaliadas por marcadores de superficie comumente
definidos, uma vez que essas ndo possuem marcadores especificos. Para isso, as
células foram marcadas com anticorpos pré-conjugados com fluoresceina
isotiocianato (FITC), ficoeritrina (PE), azul pacifico (PB) ou aloficocianina (APC). Os
marcadores selecionados para caracterizagcdo das células-tronco mesenquimais
foram: auséncia de marcadores CD45 e HLA-DR e marcadores de MSCs comumente
citados (CD105, CD73, CD90 e CD29). Utilizou-se o citbmetro de fluxo FACSAria (BD
Biosciences, San Jose, CA) para as medicdes, foram adquiridos 30.000 eventos. As

analises foram realizadas com o software FlowJo (Tree Star, OR).

4.5 Citocompatibilidade
O ensaio de citocompatibilidade foi inicialmente realizado apenas para o

arcabouco de col-AH desenvolvido, para que se pudesse observar o efeito desse
material sobre as ASC. Para isso, os arcaboucos foram desinfetados por 1 hora em

etanol 70%, em seguida, lavados com DMEM sem soro e mantidos por 24 horas em
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estufa a 37°C contendo 5% CO2. As ASC foram cultivadas na concentragéo de 5 X
10* células/poco, na placa de 24. As analises foram realizadas ap6s 1, 7 e 14 dias de
cultivo por microscopia confocal de varredura a laser (Leica TCS SP5). Transcorridos
0s tempos, as células foram fixadas com PFA 4%, permeabilizadas com Triton-X 100
e incubadas com DAPI. Para que se pudesse obter a quantificacdo de todas as
células contidas no arcabouco, realizou-se a reconstrucdo 3D do material. O limite
estabelecido para a reconstrucao foi a amostra de 14 dias, cuja a infiltracdo maxima
foi de 150pm.

4.6 Morfologia das ASC na presenca de PVA-AgNPs/col-AH
A morfologia das células foi analisada por MCVL. Para isso, as células foram

fixadas com PFA 4%, permeabilizadas com Triton-X 100 e incubadas com DAPI e
Faloidina conjugada com Alexa Fluor® 594. As imagens de alta resolucdo foram
obtidas por meio de cortes épticos, agrupados a fim de realizar a reconstrucéao

tridimensional da topografia do arcabouco.

4.7 Quantificacdo de Ag* no meio de cultivo celular
A quantificagédo da Ag* liberada pela membrana de PVA-AgNPss, foi analisada

apos 1, 7 e 14 dias no sobrenadante proveniente do cultivo das ASCs no dispositivo
bilaminar. Para isso, as amostras foram digeridas com acido nitrico e quantificadas
por ICP-OES (Optima 8000 ICP-OES spectrometer Perkin Elme).

4.8 Determinacdo da capacidade imunorregulatéria das células-tronco
mesenquimais

4.8.1 Amostras de Sangue Periférico Humano
Amostra de sangue periférico de 5 pacientes foi coletada. Os pacientes foram

submetidos a puncéo venosa de 80 mL de sangue periférico, realizada por pessoa
devidamente habilitadas em tubo contendo heparina sddica. A coleta foi realizada na
Pontificia Universidade Catdlica de S&o Paulo — Campus Sorocaba. Os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp -
Campus Campinas (n°1.650.961).
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4.8.2 Obtencédo de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) e
células CD14+

As CMSP obtidas do sangue foram centrifugadas sobre uma solucao de Ficoll-
Hypaque (densidade 1,077) a 1500 rpm por 30 minutos, sendo as células
mononucleares (anel sobre a solucdo de Ficoll-Hypaque) transferidas para outros
tubos tipo Falcon de 15 mL. As CMSP foram submetidas a duas lavagens com meio
RPMI (300 g por 10 minutos a 4°C). Os mondcitos CD14+ (Mo) foram separados
através de kit comercial CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Ref. 130.090.329),
seguindo as instru¢des do kit. Os mondcitos foram cultivados por 5 dias em frasco de
cultura celular com superficie de baixa adeséo (Corning ® Ultra Low attachment cell
culture flasks), na presenca de 50 ng/mL de fator estimulante de colbnias de
macrofagos (M-CSF) (Sigma Aldrich, M6518) para conversdao dos mondcitos em

macrofagos.

4.8.3 Co-cultura dos macréfagos com as ASC na placa e arcabouco de col-AH
A andlise fenotipica dos macréfagos foi realizada apés 14 dias de co-cultivo. Para

isso, as ASC foram cultivadas na placa e no arcabouco de col-AH por 4 dias na
concentracdo de 2 X 10* cel/poco, na placa de 12 pocos. Apés os macréfagos,
tratados com M-CSF, foram cultivados na concentracéo de 1 X 10° cel/poco, na placa
e no arcabouco de col-AH, contendo ou ndo as ASC previamente cultivadas. Foram
analisados dois grupos: com e sem inducédo para fenétipo M1. A inducao foi realizada
por meio da adi¢do de 50ng/mL de lipopolissacarideo (LPS) (Sigma Aldrich, L5668) e
10ng/mL de interferon gama (INFy) (Sigma Aldrich, 13265) ao meio de cultivo RPMI +

10% SFB + antibidtico, conforme esquema a seguir.
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+ FENOTIPO M1/PLACA: células cultivadas na placa de poliestireno induzidas para

fendtipo M1 (inflamatoério) com LPS e INFy.
1 2

A

C

@)
Col ==
OCC

+  SEM INDUCAO/PLACA: células cultivadas na placa de poliestireno sem induc&o.

J8e
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+  FENOTIPO M1/col-AH: células cultivadas no arcabouco de col-AH induzidas para

fendtipo M1 (inflamatoério) com LPS e INFy.

1 2

M + ASC + LPS +
INFy

M + LPS + INFy
Col-AH

B M + LPS + INFy
Col-AH

+  SEM INDUCAO/col-AH: células cultivadas no arcabouco de col-AH sem inducéo.
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4.8.4 Fenotipo dos macrofagos apés cultivo e co-cultivo na placa e
arcabouco de col-AH

Ap6sl14 dias de cultivo nas placas e nos arcaboucos, os macréfagos foram
analisados por citometria de fluxo para deteccao do fenétipo inflamatério (M1 — CD86)
ou anti-inflamatério (M2 — CD206). Os anticorpos utilizados foram: CD14Pey7
(Abcam, cod. Ab195192), CD45 Pacif Blue (Abcam, céd. ab123626), CD 86 PE
(Abcam, ¢6d.305406), CD 206 FITC (Biolegend, céd. Ab321104). Para isso,
transcorridos os tempos de cultivo, as células cultivadas na placa de poliestireno,
foram soltas apos incubagdo com PBS - 10mM EDTA no gelo, enquanto que, as
células cultivadas no arcabouco de col-AH, foram soltas por meio da incubacédo do
arcabouco com colagenase. Os anticorpos foram adicionados as células por 20

minutos a temperatura ambiente e transferidos para tubos de leitura de FACS.

4.8.5 Citocinas
As amostras do sobrenadante de cultura foram utilizadas para determinar as

concentragdes de 1L12p40, TNFa e IL-10 por meio do ensaio Multiplex (Milipore,
ID.HCYTOMAGOK-08.Human Cytokine MAGNETIC Kit). O preparo das amostras foi
realizado de acordo com as instru¢bes do kit, as andlises foram realizadas em

duplicata.

4.9 Andlise estatistica
Os resultados foram expressos em média com desvio padréo e analisados pelo

teste de andlise de variancia ANOVA um critério para comparagdo nos mesmos
tempos e dois critérios para comparacdo em tempos diferentes. A diferenca entre os
grupos foi analisada pelo teste de Tukey, valores de p<0,05 indicam diferenca

estatistica.
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5. Resultados
5.1 Obtencéao do dispositivo

O dispositivo bilaminar consistiu em membrana de PVA-AgNPs contendo
aproximadamente 4 mm de espessura e arcabouco de col-AH com aproximadamente

2 mm de espessura como mostrado abaixo (Figura 3).

Figura 3. Dispositivo bilaminar de PVA-AgNPs/col-AH. A membrana de PVA (material
transparente e quadrado) encontra-se abaixo do arcabouco de col-AH (material

opaco em formato circular).
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5.2 Morfologia do dispositivo por MEV
Na membrana de PVA caracterizada por MVCL, foi possivel observar poros

com diametros variados entre 0,94 um a 11,3 um. A analise por MEV demonstrou que
a presenca das AgNPs nao interferiu na porosidade das membranas. Na analise por
micro-CT observou-se que 50% do volume total das membranas de PVA era

constituido por poros. O arcabouco de col/AH também apresentou poros com

didmetros de 60,6 pm a 104 pm (Figura 4).
RPN

PVA PVA-lug/mL  PVA-2ug/mlL

Poros abertos
(%) 50,01543 49,70576 49,8833

Poros fechados
(%) 0,14728 0,16036 0,13276

Porosidade
total (%) 50,08904 49,78641 49,94984

Figura 4. Eletromicrografias das fraturas dos materiais que compde o dispositivo
bilaminar. (A) PVA; (B) PVA-1ug/mL AgNPs; (C) PVA-2ug/mL AgNPs. (E) Imagem 3D da
membrana de PVA intumescida e arcabouc¢o de col-AH analisado por MVCL. Imagem 3D
da membrana de PVA intumescida por Micro-CT. Escala para membranas de PVA de 5
pm e para o col-AH 100 pm.
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5.3 Morfologia das AgNPs
As AgNPs foram caracterizadas por MET e apresentaram diametro entre 5 a
20 nm (Figura 5).

= - S

Figura 5. Eletromicrografia das AQNPs em solucdao.
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5.4 Ensaio de tracao
O ensaio de tragdo mostrou que a presenca de 2 pg/mL de AgNPs na membrana

de PVA, promoveu reducdo do médulo de Young, mas ndo interferiu na deformacéo

da membrana de PVA (Figura 6).

0.20- v 1 200+

g

1004

Deformacao (%)
g

Modulo de Young (Mpa)

Figura 6. Propriedade mecanica da membrana de PVA com diferentes
concentragfes de AgNPs. (A) Mddulo de Young; (B) Deformacgéo.
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5.5 Atividade antimicrobiana
A atividade antimicrobiana das amostras de PVA contendo diferentes

concentracbes de AgNPs foram testadas pelo método de difusdo de disco. Foi
observado que nenhuma das concentracdes apresentou formacao significativa de
halo, apenas na amostra contendo 2ug/mL foi observado uma pequena formacéao de

halo (Figura 7).

2

- PVA 2 L
PVA 1pg/mL pg/m

S,
T

PVA 2pg/mL

(52
PVA 1ug/mL

Figura 7. Atividade antimicrobiana das membranas de PVA puro e contendo
diferentes concentragcbes de AgNPs. (A) Escherichia coli; (B) Pseudomonas
aeruginosa e (C) Staphylococcus aureus. Ab - antibiético utilizado como controle,

demonstrando presenca de halo.
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A analise macro e microscopica para constatacdo do crescimento fangico, nas
membranas de PVA, evidenciou que houve formacdo de colbnias apenas nas
membranas sem AgNPs (Fig. 13). A andlise por confocal, demonstra o crescimento
de col6nias de Candida albicans apenas na membrana sem AgNPss (Figura 8).

Figura 8. Andlise do crescimento fangico nas membranas de PVA com e sem
AgNPs. (A) Andlise macroscopica do crescimento de colbénias fungicas na membrana de
PVA sem AgNps expostas a condicbes ambientais por 7 dias, o tipo de fungo presente
nessa situagdo nao foi identificado. Analise por MVCL apos marcagcdo com DAPI do
crescimento de colonias de Candida albicans sobre as membranas de PVA sem AgNPs.
(B) Colbnias observadas em menor aumento, escala de 100 um; (C) Coldnia observada
em maior aumento, escala de 250 pum. Houve crescimento de colbnias apenas nas

membranas sem AgNPs, como mostrado em A, B e C.
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5.6 Obtencao das ASC
As células isoladas do tecido adiposo foram capazes de aderir a placa de

cultivo. Essas células apresentam morfologia fibroblastéide com aproximadamente

200 pm de tamanho (Figura 9).

Figura 9. Morfologia das ASC em confluéncia 7 dias apds isolamento. Microscopia de
contraste de fase, aumento 200X.



5.7 Caracterizacao das ASC
Imunofendtipo
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O estudo imunofenotipico das ASC foi realizado na quarta passagem. Para

Isso, utilizou-se um painel de marcadores bem estabelecidos para identificacdo das

mesmas, as quais foram analisadas por citometria de fluxo. Incialmente as células

foram separadas por granulosidade, apos realizou-se um gate para proceder com as

marcacOes especificas. As ASCs apresentaram-se 98% positivas para CD105

(endoglina), 100% positivas para CD90 (Thy-1), CD73 (5 nucleotidase) e CD29

(integrina beta-1), e negativas para HLA-DR (ndo expresso em células-tronco

mesenquimais) e CD45 (expresso em linfocito). As marcacdes estao representadas

na Figura 10.

oo
100%

Paoso Busd - (DU

Normaloed To Mode

A Q07

HLA-DR
0,0%

D29
100%

Figura 10. Andlise da citometria de fluxo demonstrando as caracteristicas fenotipicas

das ASC.
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5.8 Potencial de diferenciacéo
Na quarta passagem analisou-se o potencial de diferenciacdo das células

isoladas do tecido adiposo. Apds 14 dias de diferenciacdo essas células foram
coradas com Alizarin red (depdsito de célcio) e Oil red (depositio de lipideo). As ASC
isoladas e cultivadas em meios indutores foram capazes de se diferenciar em
osteoblasto e adipdcitos, demonstrando a capacidade de diferenciacdo dessas

células (Figura 11).

Controle - DMEM Meio indutor

Alizarin red

Oil red

A,

Figura 11. Andlise do potencial de diferenciagdo das células isoladas do tecido adiposo,

apos 14 dias em meio indutor. As células diferenciadas em osteoblastos foram coradas
com Alizarin Red e em adipdcitos foram coradas com Oil Red. Microscopia de contraste

de fase. Escala de 100pum.
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5.9 Citocompatibilidade
O ensaio de citocompatibilidade foi realizado apos 1, 7 e 14 dias cultivo no

arcabouco de col-AH. E possivel observar que houve crescimento celular ao longo do
tempo e invasdo das células para o interior do arcabouco (Figura 12). Essa analise
foi realizada apos a reconstrucdo 3D do material. O tempo de 14 dias foi utilizado
como controle para que se pudesse determinar a espessura a ser analisada, nesse

tempo, foi observado que a profundidade méaxima onde havia células era de 150pm.

Figura 12. Andlise do crescimento das ASC no arcabouco de col/AH ap6s 1, 7 e 14
dias de cultivo (A, B e C respectivamente). Nucleo das ASC marcado com DAPI (azul)
e observados por MCVL. Representacdao grafica do crescimento das ASC no
arcabouco. Resultado expresso em média com desvio padrdo, n=3. Significancia

estatistica p<0.01 (* 1 vs. 7 dias; # 1 vs. 14 dias; ns 7 vs. 14 dias). Escala de 100 pm.
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O ensaio de citocompatibilidade no dispositivo bilaminar contendo AgNPs
também foi realizado apos 1, 7 e 14 dias. Como se trata de um material espesso e
poroso, a quantificacéo celular foi feita apds a reconstrucéo 3D do material. E possivel
observar que houve crescimento celular ao longo do tempo e que a presenca de
AgNPs nas membranas de PVA nao interferiram no crescimento das ASC (Figura 13).

2000 -
1800 -
1600 - I
1400 -
1200 -
1000 - m PVA/Col-AH

cel/mm?3

800 - PVA-AgNPs 1pg/Col-AH
600 -

400 A
200 -

I W PVA-AgNPs 2ug/Col-AH

1d 7d 14d
Tempo (dias)

Figura 13. Crescimento das ASC no dispositivo bilaminar PVA/col-AH e PVA
contendo 1 ou 2 pg/mL de AgNPs/col-AH apés 1, 7 e 14 dias de cultivo. Resultado

expresso em média com desvio padréo, n=3.
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5.9.1 Fenotipo das ASC apds cultivo no arcabouco de col-AH e dispositivo
bilaminar

O fenotipo das ASC foi analisado ap6s 1, 7 e 14 dias de cultivo nos arcaboucos.
Apés 1 dia de cultivo as células encontram-se espraiadas e agrupadas, com 7 e 14

dias o citoesqueleto esta organizado em fibras de estresse e as células estdo mais

espraiadas (Figura 14).

Figura 14. Morfologia das ASC no arcabouco de colageno/AH apoés 1 dia de cultivo
(A), 7 dias (B) e 14 dias de cultivo, analisadas por MVCL apdés reconstrucdo 3D (C).
Nlcleo marcado com DAPI (azul), citoesqueleto marcado com Alexa-Fluor® 647

(vermelho). Escala de 50 pm.
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A morfologia das ASC foi analisada apos 1, 7 e 14 dias de cultivo nos
dispositivos bilaminar composto por PVA/col-AH, PVA 1lug/mL/col-AH e PVA
2pg/mL/col-AH. As células encontram-se aderidas e espraiadas em todos os
materiais analisados, demonstrando que a presenca das AgNPs nao interferiu na

adesao e morfologia das ASC (Figura 15).

PVA/col-HA

PVA-NpAgs |
1ug/col-HA e

PVA-NpAgs :
2ug/col-HA P58

‘.
K L2

Figura 15. Morfologia das ASC apo6s 1, 7 e 14 dias de cultivo nos dispositivos
bilaminar PVA/col-AH e PVA-AgNPs/col-AH analisadas por MVCL ap0s reconstrucao
3D. Citoesqueleto marcado com Faloidina-Alexa FLuor 594 (vermelho) e DAPI para

nacleo (azul).
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5.9.2 Liberacdo de Ag* no meio de cultura
O sobrenadante proveniente do cultivo das ASC sobre os dispositivos

bilaminar, foi coletado apds 1, 7 e 14 dias do cultivo. E possivel observar que ocorreu
uma pequena liberacéo de Ag*, cerca de 3X102 ppm para PVA-AgNPs 1ug/col-AH e
35X102 ppm para PVA-AgNPs 2ug/col-AH apenas no primeiro dia de cultivo. Apés 7

e 14 dias ndo houve mais liberacdo das AgNPs para o meio (Figura 16).
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Figura 16. Liberacéo de Ag+ no sobrenadante da cultura das ASC sobre os dispositivos

bilaminar analisada por ICP-OES.
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5.9.3 Obtencéo dos macrofagos
Os mondcitos separados com o kit comercial CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec)

e cultivados em frasco de cultura celular com superficies que evitam a adeséo, na M-
CSF para conversao dos monécitos em macrofagos por 5 dias, apresentarem-se

aderidos a placa formando col6nias (Figura 17).

Figura 17. Macrofagos cultivados em frascos de cultivo celular de baixa ades&o na
presenca de M-CSF apés 5 dias. Microscopia de contraste de fase. Escala de 250 um.
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5.9.4 Morfologia dos macréfagos e ASC apds cultivo e co-cultivo na placa de
poliestireno e col-AH

Com 14 dias de cultivo, os macréfagos apresentaram-se arredondados em
todos os tratamentos. As ASC na presencga dos macréfagos tratados com LPS+INFy,
cultivadas na placa, apresentaram-se organizadas paralelamente uma as outras e
afiladas, ja as ASC co-cultivadas com macréfagos sem tratamento estdo dispostas
em vérias dire¢cdes. As ASC no arcabouco de col-AH cultivadas com macréfagos
tratados com LPS+INFy, apresentam-se afiladas e aderidas as paredes dos poros.
Enquanto que as ASC na presenca dos macrofagos sem tratamento, crescem no
arcabouco e uma sobre as outras. Aparentemente, houve reducédo na quantidade das
mesenquimais na presenca dos macrofagos tratados com LPS+INFy quando

comparadas as ASC com macréfagos sem tratamento (Figura 18).

M + LPS + INFy M + LPS + INFy + ASC M s/ tratamento

M s/ tratamento + ASC

pl Y

Placa &

Col-AH }

Figura 18. Macro6fagos cultivados na placa de poliestireno e arcabouco de col-AH, na
presenca ou auséncia de LPS +INFy e ASC, apds 14 dias de cultivo. Em A, B,EeF
células tratadas com LPS + INFy. Em C, D, G e H células sem tratamento. Células
analisadas por MVCL ap0s reconstrugcdo 3D. Citoesqueleto marcado com Faloidina-

Alexa FLuor 594 (vermelho) e DAPI para nucleo (azul).
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5.9.5 Fenotipo dos macrofagos apoOs cultura e co-cultura na placa de
poliestireno e col-AH por citometria de fluxo

A presenca de M1 e M2 foi analisada por meio da citometria de fluxo, a

estratégia de analise utilizada esta demonstrada na figura 19.

Macroéfagos

SSC

FSC-A

Single-cells

FSCH

FSC-A

CD45

CD14+CD45+

CD206-

CD206+

- —_

Contagem

CD206-CD86+

CD206+CD86+

CD206

CD86

CD86

Figura 19. Estratégia de analise utilizada para identificagcdo do fenétipo M1 ou M2

nas culturas. A andlise inicial foi feita por um primeiro gate de tamanho e

granulosidade, seguido de outro gate de “singlets”, que prioriza células Unicas.

Posteriormente, as analises fenotipicas dos macréfagos foram feitas por meio de um

gate duplo positivo para CD14 e CD45, a fim de excluir as ASC. Dessa populacgéo,

CD14+CDA45+, analisou-se as ceélulas positivas e negativas para CD206. Apos, dentro

das positivas e negativas para CD206, foi verificado também a expressao de CD86.

A andlise da presenca de macréfagos M1, foi realizada dentro da populacdo CD206

negativa.
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A presenca das ASC modulou a resposta dos macréfagos para um fenétipo M2 (anti-
inflamatorio) por aumentar a quantidade de células expressando CD206, cultivados
na placa sem tratamento ou no arcabougo de col-AH. Exceto na amostra tratada com
LPS+INFy, ndo foi notado o aumento na quantidade de macrofago expressando
CD206 (Figura 20).
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Figura 20. Expressao de CD206 pelos macrofagos cultivados na placa de poliestireno
e arcabouco de col-AH, na presenga ou auséncia de LPS+INFy e ASC, apos 14 dias

de cultivo. Resultados expressos em média com desvio padrao. *p<0,05, #P<0,01.

Nos macrofagos positivos para CD206 foi observado reducéo na expresséo de
CD86, marcador para M1, apds co-cultura dos macrofagos com as ASC no grupo

ColAH. Nas amostras col-AH tratada com LPS+INFy, houve aumento na expressao
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de CD86 na presenca das ASC, provavelmente devido a supressdo do CD86 no
grupo Col-AH M LPS+INFy sem ASC, o qual pode ter sido acarretado pelo excesso
de estimulo inflamatério promovido pelo arcabougo e LPS+INFy. Na placa néao foi

observado diferenca com relacéo a expressao de CD86 (Figura 21).

MACROFAGOS CD14+CD45+CD206+C D86+
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10 M+ASC LPS/NFy M+ASC M+ASC LPS/INFy M+ASC
LPS/INFy LPS/INFy

Figura 21. Expressdo de CD86 pelos macréfagos cultivados na placa de
poliestireno e arcabouco de col-AH, na presenga ou auséncia de LPS+INFy e ASC,
apos 14 dias de cultivo. Resultados expressos em média com desvio padrao. *p<0,05,
#P<0,01.
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Foi observado reducdo na populacdo de células M1 na presenca das ASC
(Figura 22).

MACROFAGOS CD14+CD45+CD206-CD86+
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Figura 22. Macrofagos CD86+CD206- cultivados na placa de poliestireno e arcabouco
de col-AH, na presenca ou auséncia de LPS+INFy e ASC, apods 14 dias de cultivo.

Resultados expressos em média com desvio padréo. *p<0,05, #P<0,01.



58

5.9.6 Producdo de citocinas proé e anti-inflamatoria
Analisou-se a producdo de citocinas pro-inflamatérias IL12p40 e TNFa e

antiinflamatdéria IL10, provenientes do sobrenadante da cultura celular. A presenca

das ASC promoveu reducao das trés citocinas (Figura 23).
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Figura 23. Citocinas anti e pro-inflamatorias provenientes do cultivo celular das ASC

com macrofagos. Resultados expressos em média com desvio padrao. **P<0,01.
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6. Discussao

Neste estudo, desenvolveu-se um dispositivo bilaminar composto por PVA-
AgNPs/col-HA cultivado com ASC, como substituto cutaneo. Essa estrutura bilaminar
visa mimetizar a pele, a qual € basicamente composta por uma camada mais externa
avascular, a epiderme, sobre uma camada vascularizada, a derme (Nyame, Chiang,
& Orgill, 2014).

A membrana de PVA contendo AgNPs seria utilizada temporariamente a fim
de exercer algumas funcdes da epiderme, como manter a leséo hidratada e evitar
infec¢des por microrganismos (Jones & Vaughan, 2005b). O arcabouc¢o de colageno
acido hialurénico seria utilizado como equivalente dérmico, por mimetizar a matriz
extracelular da derme, enquanto que, é esperado que as ASC cultivadas no
arcabouco de col-AH associado a membrana de PVA-AgNPs produzam moléculas

gue auxiliardo no reparo da derme com reducéo na formacéo de fibrose.

Trabalhos tém proposto que a polarizacdo dos macréfagos para o fenétipo M2,
esta relacionado a melhor aceitacdo dos biomateriais implantados e melhora da
regeneracao do tecido ao invés de cicatrizacdo (Guo, Merkel, Sterling, Davidson, &
Guelcher, 2015; S. Hanson, D’Souza, & Hematti, 2014). ASC séo conhecidas por
serem imunomodulatérias, promovendo a polarizacdo dos macréfagos para fenétipo
M2, e anti-fibroticas (Chung & Son, 2014; Zonari et al., 2015). Sendo assim, também
se analisou a retencdo da imunomodulacdo das ASC sobre os macrofagos apos

cultivo no arcabouco de col-AH desenvolvido.

Devido ao importante papel dos macréfagos no processo de cicatrizacéo,
intervir nas suas funcdes pode resultar em menor ulceracdes, ferimentos cronicos,
reducdo de cicatriz hipertréfica e queloides (Delavary, van der Veer, van Egmond,
Niessen, & Beelen, 2011). Porém, para intervir € necessario maior conhecimento
sobre o papel dos diferentes fenotipos assumidos pelos macréfagos na cicatrizacao.
O sistema de co-cultura desenvolvido nesse trabalho, possibilita maior conhecimento
da resposta dos macrofagos a biomateriais e da imunomodulagdo promovida pelas

ASC.
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A andlise morfologica mostrou que a presenca de AgNPs na membrana de
PVA néo interferiu na porosidade desse material, a qual apresentava poros com
diametro entre 0,94 a 11,3 um. A presenca de poros nessa membrana é importante,
pois permite aumento na concentracdo de oxigénio na lesdo, que € necessario em
varios processos celulares como fagocitose, mitose e expressdo de fatores de
crescimento, imprescindiveis para o reparo da lesdo (Vowden, 2014). O arcabouco
de colageno/HA também se mostrou extremamente poroso, possuindo poros
interconectados, 0 que proporciona a interacdo entre as ceélulas, pois permite a
passagem de citocinas e fatores de crescimento (Hunt, Shelton, & Grover, 2009). Os
poros presentes no arcabouco possuem diametro entre 60,6 a 100um, tamanho esse

considerado ideal para infiltracéo celular e angiogénese (O’Brien et al., 2005).

Outra caracteristica importante para um curativo cutdneo sdo suas
propriedades mecanicas, esses materiais precisam ser resistentes a deformacéo,
macios e flexiveis, permitindo seu uso em qualquer parte do corpo (Khan, Peh, &
Ch’ng, 2000). O médulo de Young da membrana de PVA variou entre 0,16 a 0,17
Mpa. A presenca de 2ug/mL de AgNPs promoveu reducédo do médulo de Young. Baek
et al. (2015), tém demostrado que a presenca das AgNPs reduz a densidade de
reticulacédo do hidrogel o que interfere nas propriedades mecanicas desse material. A
deformacdo maxima das membranas variou de 160 a 170%, maior que a da pele
humana que apresenta elasticidade de 75% para recém-nascido e 60% para adultos

idoso (Pawlaczyk, Lelonkiewicz, & Wieczorowski, 2013).

Pacientes com queimaduras estdo expostos a invasao da lesdo por
microrganismos que podem levar a morte por septicemia (Bang et al., 2002). Para
reduzir o risco de infecgao das lesdes adicionou-se AgNPs na membrana de PVA. As
nanoparticulas apresentaram diametro entre 5 a 20 nm. Segundo Xiu, et al., 2012
guanto menor a particula maior € a liberacéo de Ag* e, portanto, maior seu potencial
bactericida. Acredita-se que a oxidacdo da AgNPs a Ag*, possa interagir com
moléculas presentes nas membranas das bactérias promovendo a despolarizacéo da
membrana, levando a morte da bactéria (Mahmoudi & Serpooshan, 2012). Além

disso, foi demonstrado que o mecanismo inibitério dos ions de prata (Ag+) em
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microrganismos, promovem a perda da capacidade de replicacdo do DNA, inativacéo
de genes (Feng et al., 2000).

O ensaio microbiolégico por difusdo de disco, demonstrou a presenca de um
pequeno halo apenas na amostra de PVA-AgNPs 2ug/mL. Esse resultado pode ser
explicado pela pequena quantidade de Ag* liberada da membrana de PVA
demonstrada pelo ensaio de ICP-OES. A presenca das AgNPs, em ambas
concentracdes, inibiu o crescimento fungico na superficie das membranas. Dessa
forma, podemos propor que houve retencdo da Ag* pela membrana de PVA e que
essas ndo atuam liberando as AgNPs, mas sim inibindo o crescimento microbiolégico

por contato.

As ASC foram cultivadas nos arcaboucos de colageno-HA associado a
membrana de PVA-AgNPs para estimular a vascularizacéo e reduzir a formacao de
fibrose. Segundo Dominici et al. (2006), os critérios minimos para caracterizacéo das
células-tronco mesenquimais seriam a capacidade dessas células em aderir a placa
de poliestireno, expressar CD73, CD90 e CD105 e ndo expressar CD11b, CD19,
CD34 e HLA-DR e capacidade de diferenciacdo em osteoblasto, adipdcito e
condrécito. Nesse trabalho demonstrou-se que foi possivel o isolamento das ASC de
tecido adiposo humano e essas foram confirmadas com células-tronco
mesenquimais, por meio dos ensaios de citometria de fluxo e capacidade de

diferenciacdo em células do tecido mesodérmico.

7

O ensaio de citocompatibilidade € necessario em qualquer biomaterial
desenvolvido, para que se possam analisar possiveis efeitos danosos do material as
células. Dessa forma, para que se pudesse determinar o crescimento celular no
arcabouco, marcamos o0 nuacleo das células com DAPI e apOs obtencdo da
reconstrucdo 3D das imagens, realizou-se a contagem dos nucleos. Nesse ensaio,
foi possivel observar que o arcaboucgo permitiu o crescimento das ASC ao longo do
tempo, além de sua infiltracdo. Além disso, por meio da analise morfologica das
células foi possivel notar que com 1 dia de cultivo as ASC se encontravam espraiadas
no arcabouco, com 7 e 14 dias o citoesqueleto esta organizado em fibras de estresse,

o que indica forte adesédo das células ao biomaterial (Zigmond, 1996). O dispositivo
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bilaminar desenvolvido nesse trabalho, demostra potencial uso como substituo

cutaneo, uma vez que apresenta caracteristicas necessarias a esses biomateriais.

Atualmente, a resposta dos macrofagos aos biomateriais tem recebido
grande atencdo da comunidade cientifica (Fearing & Van Dyke, 2014; S. E. Hanson
et al., 2011; Witherel, Graney, Freytes, Weingarten, & Spiller, 2016). Essas células,
dependendo do estimulo a qual sdo expostas, podem se diferenciar em macréfagos
pro-inflamatérios (M1) e promover a destruicdo do tecido, ou em macréfagos
antiinflamatérios (M2) responséveis pelo remodelamento tecidual. Macréfagos M2,
sdo células imunomodulatérias responsaveis pela remocdo de restos apoptaticos e
celulares, e estimulam o reparo tecidual e a angiogénese por meio da producéo de

citocinas e quimiocinas (Mosser & Edwards, 2008).

As ASC, cultivadas no arcabouco de col-AH, foram utilizadas para analisar a
manutencdo do seu potencial de modular os macrofagos para fendétipo M2 e a
influéncia dessa modulacéo sobre a expressao génica dos fibroblastos. A co-cultura
dos macréfagos com as ASC, demonstrou que as células permanecem vivas, tanto
na placa quanto no arcabouco de col-AH, apés 14 dias. Além disso, a presenca dos
macrofagos sem tratamento permitiu maior proliferacdo das ASC, quando comparado
com macroéfagos tratados com LPS+INFy. Witherel et al., 2016, também reportaram
aumento na sobrevivéncia das células tronco mesenquimais quando expostas a
macrofago M2 comparada com M1. Esses resultados demonstram que é possivel o
estudo da co-cultura dessas células no arcabouco de col-AH desenvolvido nesse

estudo.

O estudo fenotipico dos macréfagos demonstrou que, apds 14 dias de cultivo,
a presenca das ASC promoveu aumento na expresséao de CD206, marcador para M2.
Além disso, houve reducdo na quantidade de M1 na presenca das mesenquimais.
Também foi possivel observar que o arcabouco de col-AH sem tratamento, aumentou
a imunomodulcéo das ASC sobre os macrofagos, pois além do aumento de CD206,
também houve reducdo de CD86. Outros trabalhos também tém demonstrado
aumento no potencial imunomodulatério paracrino das células tronco mesenquimais

em sistema de cultivo tridimensional (3D) quando comparado com sistema
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bidimensional (2D) (Bartosh et al., 2010; Ylostalo, Bartosh, Coble, & Prockop, 2012).
Acredita-se que esse resultado possa ser devido a alguns fatores divergentes entre o
sistema de cultivo bi e tridimensional, como polarizacdo das células em resposta a
forga e rigidez do substrato, troca gasosa e gradiente de concentragao de citocinas
(Follin et al., 2016).

A polarizacao das células em sistema 2D, como na placa de poliestireno, difere
de um sistema 3D. No sistema 2D a for¢a no aparato de mecanosensacao promovida
pela interagdo célula-matriz ocorre somente na superficie basal das células, enquanto

gue no sistema 3D é espalhada por toda superficie celular (Sart, Tsai, Li, & Ma, 2014).

Diferengca no gradiente de oxigénio e citocinas promovidos em sistema de
cultura 3D, estdo relacionados com mudancas no comportamento das células. A
hipdéxia que ocorre no interior de biomateriais porosos em condi¢des estaticas, pode
levar a aumento na producédo de VEGF, proliferacéo e diferenciacdo celular (Cheema,
Brown, Alp, & MacRobert, 2008; Grayson, Zhao, Bunnell, & Ma, 2007).

No sistema de cultura 3D, é observado aumento na secrecdo de componentes
da matriz extracelular pelas células tronco mesenquimais, o qual é atribuido a

retencdo de fatores de crescimento (Duggal et al., 2009).

Notamos que o arcabouco de col-AH sem as ASC e sem estimulo para M1,
promove um fenotipo intermediario dos macréfagos, com alta expressdo de CD86 e
CD206. Esse mesmo resultado foi observado no grupo contendo as ASC e
macrofagos tratado com LPS+INFy no arcabougo de col-AH, isso indica que essas
células estao recebendo ambos estimulos, proé é anti-inflamatorio. Os macrofagos sao
células o qual devido sua plasticidade podem polarizar para o fenétipo M1 ou M2,
essa polarizacéo néo é fixa, podendo um fenaotipo ser convertido a outro dependendo
das citocinas e quimiocinas as quais estdo expostas (Stout, Watkins, & Suttles, 2009).
Devido a essa plasticidade é possivel haver macrofagos em situagdes intermediarias
(Mosser & Edwards, 2008).
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Era esperado aumento na expressao de CD86 no grupo col-AH M LPS+INFy,
guando comparado ao grupo col-AH M, acredita-se que esse resultado seja devido a
supresséo do receptor devido sua superestimulagédo, a qual pode ter sido causada
pelo colageno bovino tipo | e pela presenga de LPS+INFy. O aumento na expressao
do CD86, no grupo col-AH M+ASC LPS+INFy, pode ter ocorrido por causa da
presenca das ASC, a qual conseguiu atenuar a superestimulacao desse receptor. A
supresséao da resposta inflamatoria, devido ao excesso de estimulo, com reducéo na
expressdo de genes como CD86, € um mecanismo de tolerancia essencial a
homeostase da resposta imunoldgica (Carmody, O ’carroll, Fagan, & Shanahan,
2018).

Nesse estudo, foi observado conversdo do macréfago para o fenotipo M2, no
arcabouco de col-AH, por meio do cultivo das ASC. Acredita-se que a inducao do
fenétipo M2, logo apds implante do biomaterial, seja desejavel por evitarem a reacao
de corpo estranho (RCE) desencadeada pela presenca do biomaterial. Nesse tipo
de resposta imune, células inflamatorias séo recrutadas no local tecidual do implante
e 0s macrofagos por ndo conseguirem fagocitar o material, estimulam um processo
inflamatoério crbénico. Esse processo inflamatério crénico, com presenca de
macrofagos M1, pode levar a perda do biomaterial implantado, além de trauma
adicional ao tecido. Dessa forma, tem se proposto que a inducdo da resposta
antiinflamatdria possa contribuir para o sucesso do implante e permitir o reparo
tecidual (S. Hanson et al., 2014).

Tanto na placa quanto no arcaboucgo, a presenca das ASC reduziu a
guantidade de M1. Dessa forma podemos pressupor que as ASC podem reduzir a
RCE gerada pelo arcabougo, a qual tem-se demonstrado estar relacionada a

presenca de M1 no local do implante (S. Hanson et al., 2014).

A presenca das ASC, promoveu reducédo das citocinas pro-inflamatérias,
IL12p40 e TNFa, e anti-inflamatéria, IL10, em todos os casos analisados. Esses
resultados corroboraram com os encontrados na andlise fenotipica dos macrofagos,
onde observou-se aumento na expressao de CD206 nos grupos contendo ASC.

Houve aumento dessas citocinas nos grupos tratados com LPS+INFy. O aumento da
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IL10 seguido do aumento de citocinas inflamatorias € devido ao papel autorregulatério

da IL10, a fim de solucionar a inflamacéo (Moore et al., 2001).

Foi observado no arcabouco de col-AH aumento na expressdo de CD86,
CD206 e na quantidade de macréfago M1 quando comparado a placa. O fendtipo
misto observado com alta expressao de CD86 e CD206, pode ser devido a presenca
de estimulos anti e pré-inflamatério promovidos pelo arcabougo. No entanto, deve ser
testado in vivo o potencial desse material em provocar uma RCE, uma vez que é
conhecido que esse processo € desencadeado por macrofagos M1 (S. Hanson et al.,
2014). O estudo in vivo do arcabouco de col-AH com e sem ASC, com estimulo para

M1 e M2, seria um modelo interessante para analisar a RCE e formacao de fibrose.

A manipulacao do fendtipo inflamatdrio dos macrofagos pode contribuir para
regeneracao tecidual por alterar os mecanismos de formacdo de fibrose. Tem-se
demonstrado que o0 aumento na regeneracdo versus fibrose, em implantes
subcutaneos 3D, esta relacionada com aumento na polarizagdo de macrofagos para
fendtipo M2 (Guo et al., 2015).

O sistema desenvolvido nesse estudo possibilita aprofundar o conhecimento
da resposta dos macrofagos aos biomateriais e entender o mecanismo da
imunomodulag&o promovida pelas ASC, de forma a melhorar os resultados obtidos
com o implante dos biomateriais, visando reduzir rejeicdo imune, contribuir com a

regeneracao do tecido e estudar o mecanismo com células humanas.
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. Conclusodes

A membrana de PVA-AgNPs apresenta caracteristicas apropriadas como curativo,
com potencial em permitir troca gasosa, ser flexivel e reduzir infeccdo por
microrganismos;

O arcabouco de col-AH demonstrou-se com poros interconectados e compativel com
o crescimento das ASC;

A associagédo da membrana de PVA-AgNPs com o arcabouco de col-AH néo interferiu
no crescimento das ASC;

A presenca das ASC, no arcabouco de col-AH, modulou a reposta dos macrofagos
para M2 com reducéo das citocinas inflamatorias e anti-inflamatérias;

O arcabouco de col-AH promoveu fenétipo intermediario dos macréfagos nao

induzidos e aumento na quantidade de M1.
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mesenquimais para regeneracdo démica

Pesquisador: Juliana Almeida Domingues

Area Temitica:

Versao: 3

CAAE: 54922116.8.0000.5404

Instituigao Proponente: Instituto de Biologia - Unicamp
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.650.961

Apresentagao do Projeto:

Atualmente existem varios substitutos dérmicos, porém esses ainda estdo associados com uma gama de
problemas tais como reduzida vascularizagdo, excessiva formacgdo de fibrose, falta de flexibilidade,
incapacidade de manter a hidratacdo da lesdo, dentre outros. Nesse estudo pretende-se desenvolver um
equivalente cutdneo que supra algumas das necessidades acima. O dispositivo bilaminar desenvolvido sera
composto por membrana de poli (alcool vinilico) - PVA, como analogo epidérmico, visando a hidratagdo da
lesdo e absor¢ao de exsudato, e como analogo dérmico sera utilizado um arcabougo de colageno/acido
hialurénico, mimetizando a matriz extracelular. O arcabougo de colageno/HA sera cultivado com
célulastronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano (ASCs). As ASCs serdo utilizadas devido
seu potencial anti-fibrotico e angiogénico. Acredita-se que esse potencial anti-fibrotico seja devido a
capacidade imunomodulatéria das ASCs, uma vez que a formagdo de fibrose esta relacionada com
processos inflamatorio persistente no local da lesd@o. Uma das principais células do sistema imune
envolvidas no processo de cicatrizagdo de feridas € o macrofago. Varios trabalhos tém demonstrado a
polarizacdo dos macrofagos induzidos pelas ASCs para um fendtipo antiinflamatorio. Portanto nesse estudo
além do desenvolvimento do dispositivo bilaminar e suas caracterizag&es, sera também analisado a
manutencdo do potencial imunomodulatério das ASCs sobre os macréfagos
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apoés cultivo no arcabougo de colageno/HA. Para que possamos relacionar a capacidade imunomodulatdria
das ASCs com seu potencial anti-fibrotico sera realizado o cultivo dessas células e de macrofagos no
arcabougo de colageno/HA e co-cultivadas com fibroblastos em sistema Transwell®. Essa co-cultura com
fibroblastos ird permitir analisar os efeitos pardacrinos da imunomodulagdo das ASCs.

Objetivo da Pesquisa:

Obter o arcabougo de colageno/acido hialurdnico e membrana de PVA. Caracterizar o2 materiais. Isolar,
cultivar e caracterizar as ASCs e os macrofagos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador:

Riscos: Néo ha riscos previsiveis da obten¢do e uso das células-tronco do tecido adiposo. O dnico
desconforto, previsto, sera a punl;ao venosa, que pode acarretar em hematoma local, tontura, queda da
pressdo arterial e infecgao.

Beneficios: Nao havera benéficos direto a participante, mas beneficios a nivel de conhecimento cientifico
que podera futuramente ser utilizado em individuos com queimaduras de terceiro grau.

Comentirios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de pesquisa que realizara cultivo celular a partir de dois tipos de tecidos diferentes,
sangue venoso e tecido adiposo. Ambos ser@o provenientes de voluntarios, sendo o segundo tecido obtido
de descarte de cirurgias de lipoaspira¢fo. Para cada grupo estio previstos 5 voluntarios. Este estudo sera
desenvolvido como projeto de doutorado do Programa de Péds-graduac@o em Biologia Celular e Estrutural do
Instituto de Biologia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentag@o obrigatoria:

Todos os termos de apresentagéo obrigatoria foram anexados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
As corregoes das pendéncias anteriores foram atendidas e a realizagdo do projeto foi aprovada pelo CEP.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido, na integra,
por ele assinado (quando aplicavel).

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem pennlizal_;ﬁn alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando
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aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagao do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagdo, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, iniciaimente seis meses apos a data deste
parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI1.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 19/07/2016 Aceito
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Basicas do Projeto |ETO_676392 pdf 10:51:06 Aceito
Outros Biomrepositorio.pdf 19/07/2016 |Juliana Almeida Aceito
10:46:46 | Domingues
Qutros CartaResposta.pdf 19/07/2016 |Juliana Almeida Aceito
10:41:12 |Domingues
TCLE / Termos de | TCLE2.pdf 01/07/2016 |Juliana Almeida Aceito
Assentimento / 14:23:31 | Domingues
Justificativa de
|Auséncia _
TCLE / Tetmos de | TCLE.pdf 01/07/2016 |Juliana Almeida Aceito
Assentimento / 14:23:14 | Domingues
Justificativa de
| Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto1.pdf 23/05/2016 |Juliana Almeida Aceito
Brochura 16:14:38 |Domingues
|investigador
Outros AtestadoMatricula.pdf 04/04/2016 |Juliana Almeida Aceito
12:24:24 |Domingues
Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 15/03/2016 |Juliana Almeida Aceito
10:19:26 | Domingues
Qutros Cartadeautorizacao.pdf 15/03/2016 |Juliana Almeida Aceito
10:15:53 | Domingques

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

CAMPINAS, 27 de Julho de 2016

Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini
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(Coordenador)

CEP: 13.083-887
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Declaracao referente a direitos autorais

Declaragao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
Dispositivo hibrido de PVA/colageno-acido hialurénico cultivado com células-
tronco mesenquimais para regeneragao dérmica, nao infringem os dispositivos da Lei
n.° 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 10 de julho de 2018
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