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RESUMO

Células-tronco mesenquimais (CTMs) s3o definidas como células adultas
indiferenciadas que possuem a caracteristica de autorrenovagao, podendo ser isoladas de varios
tecidos humanos. A nanobiotecnologia pode auxiliar na eficacia da regeneragao tecidual, por
1sso a associagdo de CTM com nanocristais esta sendo proposto neste trabalho com o uso do
dioxido de titanio (TiO2), que possui trés estruturas cristalinas: anatase, rutilo e broquita. O
objetivo desse trabalho foi analisar in vitro a capacidade de migracao das células tronco
mesenquimais de tecido adiposo (CTM-TA) associadas a NCs de TiO2 em diferentes fases nas
concentragdes de 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL e 200 pg/mL apds sua preparagdo com
agente estabilizador. Realizou-se primeiramente o isolamento e a caracteriza¢do das CTMs, em
seguida foi sintetizado os NCs de TiO2 e realizado o teste de dispersao e por fim foi realizado
o ensaio de migracdo celular. A migracdo aumentou na concentracdo de 50 pg/mL na fase
rutilo/broquita fechando a ferida (in vitro) em 80%, enquanto na fase anatase ndo houve
alteracdo na migracdo celular. Portanto, a migra¢gdo de CTM-TA in vitro aumenta quando
tratada com NCs de TiO2 na fase rutilo/broquita, dispersos com agente estabilizador na
concentragdo de 50pg/mL.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, nanocristais, didoxido de titanio, migracao

celular.
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1. INTRODUCAO

1.1. Medicina Regenerativa

Medicina regenerativa ¢ o ramo mais recente da ciéncia médica, que trata da restauracdo
funcional de tecido especifico e/ou 6rgdo dos pacientes que sofrem de lesdes graves ou
doengas cronicas, no estado onde os corpos possuem respostas regenerativas que nao sao
suficientes (MAHLA, 2016). A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa sdo ciéncias
multidisciplinares que evoluiram paralelamente aos recentes avangos biotecnoldgicos

(GIMBLE et al, 2007).

A combinagao de biomateriais e fatores de crescimento podem permitir o uso de células-
tronco para reparar danos nos tecidos e, eventualmente, substituir 6érgdos (MIZUNO et al,
2012). Para que as células-tronco possam ser utilizadas na medicina regenerativa, elas devem

seguir alguns critérios (GIMBLE et al, 2007).

I.  Serem encontradas em quantidades abundantes (milhoes a bilhdes de células);
II.  Serem colhidas por um procedimento minimamente invasivo;
III.  Podem ser diferenciadas ao longo de varias vias de linhagem celular de maneira
regulavel e reproduzivel;
IV.  Podem ser transplantadas com seguranca e eficacia para um hospedeiro autélogo
ou halogénico;
V. Podem ser processadas de acordo com as normas atuais da Good Manufacturing

Practice guidelines.

Um total de 2.020 pesquisas de terapia celular em diferentes fases de ensaios clinicos
utilizando células-tronco estdo sendo realizadas no mundo. América do Norte e Europa

concentram a maior quantidade de pesquisas nessa area. Ao analisar as pesquisas com c¢lulas-



tronco na América do Sul, verificamos que o Brasil lidera com 29 diferentes ensaios clinicos

do total de 36 na América do Sul (figura 1).

Colors indicate the number of studies with locations in that region.

Least D o

Labels give the exact number of stndies.
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Figura 1: Numero de pesquisas em diferentes fases de ensaios clinicos realizadas no mundo e na América
do Sul utilizando células-tronco. As cores representam a quantidade de ensaios clinicos no local sendo o verde as
menores quantidades e o vermelho as maiores quantidades de pesquisas no local (NIH US National Library of

Medicine, 2019).



1.2. Células-tronco mesenquimais

Os estudos com células-tronco mesenquimais (CTMs) foram descritos pela primeira vez
na década de 60, quando cientistas encontraram uma populagdo de células aderentes isoladas
da medula 6ssea com morfologia semelhante ao fibroblasto e capacidade de autorrenovagao e
diferenciagdo em outras linhagens (BARRY et al, 2004).CTMs sao definidas como células-
tronco adultas indiferenciadas que possuem a caracteristica de autorrenovagdo, podendo ser
isoladas de varios tecidos humanos, como tecido adiposo, corddo umbilical e medula 6ssea

(CORNELIO, 2012).

Sabe-se que as CTMs podem se diferenciar em linhagens adipogénica, osteogénica,
condrogénica, entre outras, devido a origem mesodérmica das células. A diferencia¢ao
realizada in vitro ¢ induzida por meios seletivos, contendo fatores de inducao especificos para
cada linhagem. CTMs podem ser obtidas de diferentes areas do corpo humano exibindo
diferentes comportamentos, como por exemplo, as células-tronco de regides abdominais
superficiais sofrem menos apoptose comparadas com as células obtidas de tecidos mais

profundos (ZIZHEN et al., 2019).

Eventualmente essas células se diferenciam e adquirem caracteristicas fenotipicas
especificas, que contribuem para sua fungdo altamente especializada (CASTANHEIRA,
2009). Em 2006 a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) descreveu alguns
critérios minimos para que a célula seja considerada CTMs (DOMINICI et al., 2006):

e (Capacidade de aderéncia a superficie plastica ao serem cultivadas in vitro;

e Presenca de marcadores de superficie como: CD105, CD73 e CD90;

e Auséncia de marcadores de superficie celular como: CD45, CD34, CDI14, CDI11b,

CD79a, CD19 ou HLA classe Il ¢;

e Potencial de diferenciacdo em linhagens de adipdcitos, condrécitos e osteoblastos.



O tecido adiposo ¢ considerado uma fonte abundante e acessivel para se obter um grande
numero de CTMs, uma vez que podem ser isoladas do tecido residual do procedimento de
lipoaspiracdo. Estudos mostram que as células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTM-
TA) possuem um rendimento 500 vezes maior que as CTM obtidas de medula 6ssea(um
grama de gordura rende aproximadamente 5.000 CTM-TA), quando comparadas aos demais
isolamentos (GIMBLE et al, 2003; LIN et al, 2010). Além disso, a coleta nessa fonte ¢ menos

invasiva, quando comparada, por exemplo, a medula 6ssea, musculo, pele e liquido sinovial.

1.3. Nanomateriais associados as CTMs

O termo nanotecnologia foi definido pela primeira vez em 1974 por Richard Feynman,
com o estudo da manipulagao da matéria em escalas atdmicas ou moleculares, desenvolvendo
materiais, dispositivos e estruturas em escalas nanométricas (1 a 100nm) (BRAKMANE et al,
2012). Ha um grande interesse cientifico na aplica¢cdo de nanomateriais associados as células-
tronco, devido a facilidade dos métodos de preparacdo, biocompatibilidade, propriedades

fisicas e quimicas Unicas e sua eficiente interagdo com biomoléculas (DAYEM et al, 2018).

O tamanho reduzido proporciona aos nanomateriais caracteristicas especificas como
estruturas cristalinas, capacidade de adsorcdo, area de superficie de contato, agregagdo e
aglomeracdo (SIQUEIRA, 2016). Estudos sugerem que os nanomateriais podem agir
estimulando a diferenciagao das células-tronco, penetrando ou nao a membrana citoplasmatica
ou nucleo e podendo ativar vias de sinalizagdo para transcricio de genes relacionadas a

diferenciagao celular (DE LIMA, 2017).

O dioxido de titanio (TiO2) ¢ o oxido de titdnio que ocorre naturalmente. Possui trés
estruturas cristalinas diferentes. Rutilo ¢ a forma natural mais comum de TiO2, enquanto a
anatase e broquita sao dois polimorfos raros. Tem sido utilizado amplamente em pigmentos,

representando 70% da producao total do volume de pigmentos em todo o mundo. Também



pode ser encontrado em produtos farmacéuticos e produtos cosméticos, como protetor solar

(CHEN et al, 2014).

Uma nova perspectiva para a avaliacdo da biocompatibilidade de nanomateriais envolve a
aplicagdo em CTMs no estudo de regeneracao 6ssea. DE LIMA (2017) mostrou em seus
resultados, que a associa¢do de nanocristais de dioxido de titdnio com CTMs aumentaram a
mineralizagdo dssea em testes in vitro (DE LIMA, 2017). Diversos estudos também
mostraram que as CTMs tém capacidade de diferenciagdo osteogénica e sdo utilizadas para
tratamentos terapéuticos, com a finalidade de melhorar os processos de regeneragdo tecidual,
como por exemplo, o tecido 6sseo sem o auxilio de enxertos, usando apenas CTMs e

nanomateriais (TEXTOR et al, 2001; CORNELIO, 2012).

1.4. Migracao Celular

Migragdo celular ¢ um processo bioldégico complexo que é regulado por uma rede
integrada de eventos bioquimicos e biomecanicos (TAY et al, 2013). As CTMs possuem
capacidade de migrar para diversos tecidos, desde os primeiros estagios da embriogénese,
quando elas migram para longas distancias, estabelecem em novos locais e se especializam.
Quando passam a ser células-tronco adultas, elas possuem propriedades de manter a

homeostase do tecido e mediar o reparo e a regeneracao tecidual (DE LUCAS, 2018)

O processo de migragdo ocorre quando o citoesqueleto de actina puxa as células a frente,
enquanto a rede de microtibulos ¢ responsavel pela retracdo traseira celular em uma
sequéncia coordenada. Do ponto de vista biomecanico, as células exercem uma forca de

tracdo na matriz extracelular subjacente (ECM) impulsionando seu movimento (TAY et al,

2013).

O mecanismo que controla a migracdo de CTM-TA onde ha lesdo tecidual ndo ¢

totalmente compreendido, no entanto, estudos mostram que essas células em ensaios com



animais reduzem a inflamagdo e promovem um processo de cicatrizagdo aprimorado, que
geralmente ¢ bloqueado em feridas cronicas. Sabe-se que as CTM-TA possuem (KOKAI et

al, 2014; MCCARTHY et al, 2018):

I.  Receptores de superficie celular para fatores de crescimento, como o fator de
crescimento epidérmico, que ¢ liberado apos dano tecidual e pode atuar como
quimioatraente e;

II.  Liberam citocinas e quimiocinas que levam a regeneracgao tecidual aprimorada.

O grande numero de pessoas no mundo que podem ser beneficiadas com diferentes
terapias celulares, justifica-se o uso das células-tronco associada a nanomateriais, como os
nanocristais de didoxido de titdnio, podem alterar a capacidade de migra¢do das CTM-TAs,
potencializando e auxiliando na eficacia do processo de regeneragdo tecidual, pois podem

facilitar e agilizar a chegada das CTM-TAs no tecido alvo de terapia.

2. OBJETIVO
2.1. Analisar in vitro a capacidade de migragao das células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo associadas a nanocristais de Dioxido de Titanio em diferentes fases nas

concentragdes de S0ug/mL, 100pg/mL, 150pg/mL e 200pg/mL.

3. METODOLOGIA

3.1. Isolamento das CTM-TAs humano pelo método nao-enzimatico

As CTM-TAs foram adquiridas de cirurgia de lipoaspiracdo de paciente mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), de acordo com a

aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica (n° 1.776.680).



O material coletado foi levado ao Laboratdrio de Nanobiotecnologia da UFU, deixado em
repouso por 1 hora para que o material decantasse, separando na parte inferior o sangue e na
parte superior o 6leo. Em seguida foram retirados 15 ml de tecido adiposo (parte do meio),
acrescentando 15 ml de soro fetal bovino (SFB), e centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos por
3 vezes. Apds a terceira centrifugagdo, foram coletados fragmentos do tecido adiposo,
colocado nos cantos das garrafas pequenas de cultura (25cm?) e cobertos com uma gota de
SFB em cada fragmento. Depois de 24h, foi adicionado meio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) baixa glicose com 20% de SFB. As células foram mantidas em uma
incubadora umidificada a 37°C com 5% de CO». O meio foi trocado a cada dois dias até que
as células atingissem 80-90% de confluéncia.

3.2. Caracterizacio das CTM-TAs

3.2.1. Analise de marcadores especificos de membrana

A caracterizagdo foi realizada seguindo os critérios da International Society for Cellular
Therapy (ISCT): aderéncia ao plastico, capacidade de diferenciacio em 3 linhagens
(osteogénica, adipogénica e condrogénica) e presenca e auséncia de marcadores especificos.
Apo6s confirmacgdo da aderéncia das CTM-TAs ao plastico por microscopia, os marcadores
negativos CD31 e CD45 e os marcadores positivos CD13, CD73, CD29, CD90 e CD44 foram
analisados por imunofenotipagem utilizando a técnica de Citometria de fluxo (DOMINICI et

al., 2006).

Para a Citometria de fluxo utilizou-se o protocolo com os CompBeads. As células aderentes
foram destacadas com tripsina a 0,25% / EDTA, centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e
ressuspendidas em PBS. Aliquotas contendo 1 x 10° de células foram incubadas com
anticorpos monoclonais primarios e incubados. Foi adicionado PBSI1x/BSA1%
/AZIDASODICAO,1% em cada tubo. Em seguida adicionou-se 1 gota cheia do BD ™

CompBeads Controle Negativo e 1 gota da BD ™ CompBeads Anti-Mouse IgG, « para cada



tubo. Adicionou cada anticorpo pré-diluido e incubado os tubos testes e CompBeads por 30
minutos, sendo os tubos testes mantidos a 4°C e protegido da luz e as CompBeads a
temperatura ambiente, também protegidas da luz. Em seguida centrifugou-se os tubos testes
a 200x g por 5Smin, descartou-se o sobrenadante e foi adicionado 1 ml de PBS1x/ BSA1%/
AZIDASODICAO,1% nos tubos testes e nos tubos com CompBeads, foi lavado e
centrifugado 200x g por Smin. Adicionou-se novamente o PBS1x/ BSA1%/
AZIDASODICAO,1% nos tubos testes e centrifugou 200x g por 5min. O sobrenadante foi
descartado ¢ em seguida ressuspendido os tubos testes ¢ CompBeads em 200ul de
PBS1x/BSA1%/AZIDASODICA 0,1% e foi feita leitura. Foram analisados os seguintes

marcadores (tabela 1):

Nome Isotipo
CD29 (Alexa Fluor ® 488) Mouse IgGl, k Isotype Ctrl (FC) Antibody (Alexa Fluor ® 488)
CD13 (APC) Mouse IgGl, k Isotype Ctrl Antibody (APC)
CD44 (PE/CyT7) Mouse IgGl, k Isotype Ctrl Antibody (PE/Cy7)
CD90 (Thy1) (PE/Cy7) Mouse IgGl, k Isotype Ctrl Antibody (PE/Cy7)

CD73 (Ecto-5’-nucleotidase) (APC)

Mouse IgGl, k Isotype Ctrl Antibody (APC)

Tabela 1: Marcadores positivos (CD13, CD73, CD29, CD90 ¢ CD44) de CTM-TA, fluoroforos utilizados e seus

respectivos isotipos.

As amostras foram analisadas usando um FACScan (BD Immunocytometry Systems,

EUA) e os resultados foram analisados utilizando o software FlowJo.

3.2.2. Diferenciacao celular

O plaqueamento das CTM-TAs para a diferenciagdo adipogénica foi realizado em 4 pogos

de tratamento e 4 pogos de controle em uma placa de 24 pogos, utilizando de 5x10* células
em cada poco. A diferenciagdo foi induzida utilizando o meio de cultura especifico da marca

Gibco. O meio de cultura foi trocado 2x por semana durante 21 dias. As placas foram lavadas



com PBSIx, e fixadas com formol, e em seguida as células foram submetidas a colorag¢ao por

Vermelho Nilo e Hoechst.

Ja para a diferenciagio osteogénica utilizou-se uma placa de 96 pogos com 2x10* células
por poco, sendo trés pogos de tratamento e trés pogos para o controle. O meio osteogénico foi
preparado com acido ascorbico, B-glicefosfato e dexametasona, e para as células do controle
foi utilizado DMEM baixa glicose, 10% SFB.A troca dos meios foi realizada duas vezes por
semana, por 21 dias. Apds os 21 dias foi realizada a coloracao utilizando alizarina red, que foi

adicionada as células fixadas com formol ap6s lavagem com PBS 1x.

Apos a coloracdo, as placas foram analisadas no microscépio EVOS com fluorescéncia

para determinar a capacidade de diferencia¢do osteogénica ou adipogénica.

3.3. Sintese e caracterizacio dos NCs de TiO2
Todos os NCs de TiO: foram sintetizados e caracterizados no Laboratorio de Novos
Materiais e Semicondutores (LNMIS), Instituto de Fisica, Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia, MG, Brasil.

Os NCs de TiO2 foram sintetizados utilizando uma solucdo aquosa a temperatura
ambiente. Inicialmente, foi preparada uma solucao contendo 300 ml de 4gua ultrapura e 60 ml
de acido nitrico (HNOs3, 70%, Sigma Aldrich), sob agitagdo magnética durante 20 minutos.
Em seguida, foi adicionado 60 ml de isopropoxido de titanio (Ti (OCH (CHz3) 2) 4, 97%,
Sigma-Aldrich). O pH da solugdo foi ajustado para 5,6 utilizando uma solucdo 4 M de
hidréxido de so6dio (NaOH 98%, Sigma-Aldrich) e adicionou-se a 400 ml de agua ultrapura,
mantendo sob agitacdo magnética durante 30 minutos. A solugdo resultante foi mantida em
repouso para ocorrer o processo de precipitagdo dos NCs de TiO,. O precipitado foi

monodisperso em agua ultrapura sob agitagdo magnética e centrifugado a 6000 rpm/10
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minutos. Finalmente, o precipitado foi purificado e submetido ao seguinte recozimento

sucessivo térmico na atmosfera ambiente, resultado nas amostras como mostra a tabela abaixo

(tabela 2).
Amostra Temperatura Tamanho Composicao
Anatase 100°C 4.4 nm 100% anatase
Anatase/Rutilo 500°C 8,5 nm 91,6% anatase e
(AR) 8,94% rutilo
Rutilo/Anatase 650°C 32 nm 35,44% anatase e
(RA) 64,56% rutilo
Rutilo/Broquita 800°C 44,1 nm 84,07% rutilo e
(RB) 15,93% broquita

Tabela 2: Caracteristicas de cada amostra dos NCs, quanto a temperatura de sintese, tamanho/didmetro e
composigao.

3.4. Dispersao dos NCs de TiO:

A dispersao dos NCs foi preparada utilizando uma solugdo estoque de NCs das fases
anatase e anatase/rutilo em 4agua ultrapura a uma concentragdo de 2 mg/mL (pH 4). Apds este
procedimento, um desintegrador ultrassonico (Q-Soénica 700 W, EUA) equipado com uma
ponta de 19 mm de Ti foi usado para dispersar os NCs. Para reduzir um aumento de
temperatura das amostras, um banho de gelo foi utilizado durante o processo de sonicagao
direta. A sonicagdo foi entdo realizada a 32 W de poténcia acustica durante 15 minutos, com
um pulso de 8 segundos de duragdo ON e um OFF de 2 segundos em banho de gelo, com
50% de amplitude. O preparo dos NCs das amostras A e AR em meio de cultura de células foi
realizado por diluicio da solugdo estoque de 2 mg/mL em DMEM (Gibco™, Life
Technologies, Carls bad, CA, Estados Unidos) suplementado com SFB (soro fetal bovino) a
10% (v/v), pH 7 para concentragdes de 50ug/mL, 100pg/mL, 150pug/mL e 200pug/mL. Devido

ao aumento da agregagdo dos NCs em meio de cultura, o soro albumina bovina (BSA) foi
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utilizado como agente estabilizador. Para isso, adicionou-se 100ug/ml de BSA ao meio

DMEM com SFB a 10% (RIBEIRO et al, 2016).

Inicialmente o preparo dos NCs das amostras RA e RB foram em agua ultrapura em uma
concentragdo de 10mg/mL. A sonicacdo foi realizada por 10 minutos, com um pulso de 8
segundos de duragdo ON e um OFF de 2 segundos em banho de gelo e com amplitude de
30%. E para os testes em meio de cultura foi realizado o mesmo preparo que as amostra A e

AR, ou seja, nas concentracdes 50, 100, 150 e 200pg/mL.

3.5. Ensaio de DLS (Dynamic Light Scattering)

DLS ¢ amplamente utilizado para a determinacao in situ do tamanho médio de particula
ou DTP (distribuicdo de tamanho de particula) dos NCs em suspensdo preparados em

diferentes tipos de meios (TAUROZZI et al, 2013).

As medidas DLS foram realizadas usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments
Inc., MA, EUA), operando em modo de retrocesso com um angulo de dispersao de 173 #. As
amostras sonicadas em agua deionizada (DI) foram analisadas em cubetas de poliestireno com
1 mL de volume total, para atingir um nivel de dispersdo de luz apropriado. Para cada
amostra, as medidas foram realizadas em triplicata, com a mesma duragdo de tempo para cada

andlise, que foi determinada automaticamente pelo software Zetasizer.

Também foram medidos os aglomerados dos NCs em meio de cultura completo (DMEM
+ SFB 10%) com BSA. Foram colocadas em cubetas 1 mL de cada amostra, também em

triplicata.
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3.6. Migracao Celular

Para o ensaio de migracdo celular, foram utilizadas 5x10* das células-tronco de 4
passagens em cada poco, com meio de cultura DMEM baixa glicose contendo 10% SFB,
totalizando 4placas com 15pocos em cada placa de 24 pogos (triplicata do controle e dos
quatro tratamentos contendo diferentes concentracdes das 4 fases do NCs): 50, 100, 150 e

200pug/mL). As células foram mantidas na estufa de CO; a 37°C até atingirem a confluéncia

de 90%.

Apds atingirem a confluéncia, foi retirado o meio de cultura dos pocos da placa, e
adicionado o tratamento com os NCs de TiO,, nas fases A, AR, RA e RB nas 4 diferentes
concentragdes: 50pg/mL, 100ug/mL, 150pug/mL e 200pug/mL. Nos pocos de controle foi
adicionado somente meio DMEM baixa glicose e 10% SFB.O tratamento ficou por 24h e em
seguida foi feito uma lesdo com uma ponteira de 200ul na posi¢ao vertical em todos os pogos,
para que as células pudessem ser separadas em dois lados (direita e esquerda). Foi utilizado o
microscopio EVOS para obter as imagens de 0 e 24h no aumento de 10x e as imagens foram
analisadas com o programa Image] (Tscratchshortcut). A anélise estatistica ANOVA - Tukey

foi feita utilizando o software Prism 7.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento e caracterizacio das CTM-TAs

Ap6s 3 a 4 semanas do isolamento mecanico e do cultivo celular, as células apresentaram
formato fibroblastdide e aderéncia ao plastico conforme os requisitos de caracterizac¢ao, sendo
possivel realizar o repique e expandi-las. A figura abaixo mostra a morfologia das células na

segunda passagem utilizando a microscopia 6ptica Evos® no aumento de 4 e 10x.
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Figura 2: Morfologia das CTM-TA em segunda passagem: aderente e morfologia fibroblastoide. Fotografia

obtida através de microscopia eletronica nos aumentos de 10x (A) e 4x (B), respectivamente.

Apo6s o isolamento e expansdo, foi realizada a caracterizacao por imunofenotipagem,
analisando os marcadores positivos e negativos. A figura 3 mostra a selegdo de CTM-TAs
viaveis analisadas por SSC (SideScatter): angulo de dispersdo lateral que detecta a
composicao celular e FSC (ForwardScatter): angulo de dispersao frontal que detecta o
tamanho das células. A populagdo de células analisadas na figura 4 apresentou 76,2% de
CD29 e CD13 ¢ 99,8% de CD44. Na figura 5 as CTM-TAS apresentaram 76,2% de CD73

e CD90, confirmando as caracteristicas especificas de CTM-TA.
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Figura 3 - Analise da viabilidade das células analisadas pela Citometria de Fluxo.
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Figura 5 - Analise dos marcadores positivos CD79 e 90 da populagdo de CTM-TA por citometria de fluxo.

Foi observado apos 21 dias que as CTM-TA confirmam os critérios de caracterizacdo ao

apresentarem capacidade de diferenciacdo celular quando estimuladas com meios especificos

para as diferenciagdes adipogénica e osteogénica, como mostram as figuras abaixo. As CTM-

TAs foram analisadas com microscopia de fluorescéncia Evos® nos aumentos de 20x (figuras

6e7).
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B

Figura 6: Diferenciacdo adipogénica apoés 21 dias mostrando o controle (A) e as CTM-TAs
diferenciadas (B), apos coloragdo com o vermelho nilo marcando as células e hoechst marcando o nucleo, no

aumento de 20x.
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5

Figura 7: Diferenciacdo osteogénica apos 21 dias mostrando o controle (A) e as CTM-TAs diferenciadas

(B), apds coloragdo com a alizarina red no aumento de 10x.

4.2. Sintese e caracterizacdo dos Nanocristais de dioxido de titanio

A Figura 8 mostra os padroes XRD das amostras que foram submetidas as temperaturas e
tempos de 100° /24h, 500° C/1h, 650° C/1h e 800° C/1h. Os padrdes das caracteristicas da
difragdao TiO, em anatase (JCPDS: 1: 21-1272), rutilo (JCPDS: 1: 21-1276) e fase de broquita
(JCPDS: 29-1360) foram representados pelos simbolos (*), (**) e (***), respectivamente. A
temperatura de 100° C observou-se somente nanocristais na fase cristalina anatase. O

aumento da temperatura de 100° C para 500° C ¢ um fator crucial para transformacao da fase
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de anatase para rutilo, como mostrado na tabela 2, mas a temperatura de 650° C essa
transformagdo ¢ mais evidente. A presenca de fase de broquita ¢ frequentemente observada
como subproduto quando a precipitagdo ¢ realizada em um meio acido (POTTIER et al.,
2001; ABBAS et al., 2011). Com o aumento da temperatura para 800°C / 1h, observou-se que

16% da fracdo dos nanocristais eram de broquita.
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Figura 8- Padrdoes XRD das amostras sujeitas a técnicas de recozimento al00°C / 24h, 500°C/ 1h, 650°C/ lhe
800°C / 1h.

A Figura 9 mostra os espectros de micro-Raman de NCs de TiO2 sujeitos a
aquecimento térmico de 100°C / 24h, 500°C / 1h, 650°C / 1h e 800°C / 1h. Todos os espectros
foram normalizados até o pico de maior intensidade, de modo a facilitar a visualizacdo dos
modos ativos micro-Raman. Ha bandas de Raman com vibragdes caracteristicas de
nanocristais de TiO> de fase anatase para a amostra sob a temperatura de 100°C / 24h. O

espectro Raman de um unico cristal de anatase possui seis modos permitidos a 144 cm-1 (Eg),
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197 cm-1 (Eg), 399 cm -1(Blg), 513 cm- 1 (Alg), 519 cm -1 (Blg) e 639 cm-1 (Temperature

Dependence of the Raman Spectrum in Anatase TiO2, 1980; ZHANG et al., 2000).
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Figura 9- Espectro Micro Raman de NCO de TiO2 sujeitos a 100°C / 24h, 500°C / 1h, 650°C / 1h e 800°C / 1h.

A banda Raman em torno de 144 cm-1 ndo foi visualizada porque o detector do
sistema Raman usado para detectar foi da faixa de 150-1000 cm-1. Nos espectros de micro-
Raman das amostras com aquecimento térmico a 500°C/1h, ha também os modos vibracionais
da fase anatase. No entanto, havia uma pequena banda em cerca de 450 cm-1 associada a um
modo vibracional de fase rutilo. Com o aumento da temperatura térmica para 650°C / lh
ocorreu a transformacao da fase de anatase em rutila e ha algumas modificagdes no espectro
de NC de TiO,. Essas mudancas estao relacionadas a transformagao de anatase em fase de
broquita, em excelente concordancia com os resultados XRD (Figura 6). Nos espectros de
NCT de TiO; sob a temperatura de 800 °© C / 1h existem modos de vibracdo da fase de

broquita. Esses resultados confirmam a presenga de fase de broquita, uma vez que a presenca
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desta fase nos padrdes XRD ndo esta muito bem exibida. Portanto, baseados nos resultados de
XRD e micro-Raman, pode-se concluir que os NCs de TiO2 sdao de alta pureza e exibem

diferentes fases em funcao do tratamento térmico.

4.3 Analise do DLS

Apos a dispersdao dos NCs de TiO» utilizando desintegrador ultrassonico, a técnica de
DLS foi utilizada para medir o tamanho do aglomerado dos NCs de TiO> quando dispersos
em meio de cultura e em dgua ultrapura, sendo consideradas a distribui¢do dos NCs em

fungdo da intensidade, area, volume, quantidade e o indice de polidispersao.

De acordo com os resultados, quando dispersos em meio completo os NCs

apresentaram tamanhos similares independentemente da amostra (Tabela 3).

TiO; NCs Tamanho Tamanho

Amostra .igua Ultrapura DMEM+SFB+ BSA
A 269.8 nm 231,46 nm
(anatase)

AR 399.7 nm 216,6 nm

(anatase-+rutilo)
RA 184,16 nm 239,96 nm
(rutilotanatase)

RB 3049 nm 255,6 nm

(rutilo +

brookita)

Tabela 3 — Valores médios do tamanho do aglomerado dos NCs de TiO; analisados por DLS, ap6s

sonica¢do em agua ultrapura e em DMEM+SFB 10%+ BSA nas amostras A AR, RA ¢ RB.

Com as medicdes de cada andlise (4gua ultrapura e meio completo), observou-se a
maior instabilidade dos NCs quando sonicados em agua ultrapura, devido a sua variacdo no

tamanho dos aglomerados. Quando sonicadas em meio completo verificou-se uma maior
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estabilidade independentemente do tipo de NCs e uma diminui¢do do tamanho dos
aglomerados formados em relagdo ao NCs dispersos em DI, com exce¢do da amostra RA,

onde o aglomerado de NCs aumentou de tamanho quando disperso em meio completo (Fig.

10).

tamanho doa aglomerados
|

Figura 10 — Tamanho dos aglomerados (nm) de NCs de TiO2 das 4 amostras quando sonicadas em
agua ultrapura e em meio completo. (ANOVA-Turkey: ***p > 0,05) Solucao estoque: NCs sonicados em agua

deionizada.

O indice de polidispersao (Pdl) ¢ uma medida de homogeneidade do tamanho das
particulas analisadas e um parametro usado para indicar a distribuicdo do tamanho dos NCs,
variando-se entre 0 a 1. Valores abaixo de 0,3 indicam que os NCs se apresentam
monodispersos, ou seja, com alta homogeneidade (ZHANG et al, 2007). Analisando o Pdl
observou-se algumas diferencas entre as amostras de NCs e diferentes meios, conforme a

Tabela 4 e o grafico da figura 11.
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Indice de

polidispersio Agua DMEM-+SFB+
(Pdl) Ultrapura BSA

A 0,41 0,27

AR 0,42 0,47

RA 0,13 0,33

RB 0,42 0,20

Tabela 4: Valores do Pdl (nm) nas 4 amostras de NCs em agua ultrapura e meio completo

(DMEM+SFB+BSA).
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Figura 11: indice de polidispersio (PdI) dos NCs em diferentes meios. (ANOVA-Turkey: ***p > 0,05).
Nestes resultados verificou-se que as amostras RA e RB apresentaram o menor Pdl em
meio de cultura completo, significando que possuem maior homogeneidade, assim tendo

maior estabilidade fisica destes NCs podendo na2o causar danos nas células.

O ensaio do DLS (Dynamic Light Scattering) foi importante para determinar a
estabilidade dos aglomerados dos NCs quando dispersos em diferentes solugdes. As suas

propriedades fisico-quimicas podem tornar-se muito diferentes das propriedades dos mesmos
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materiais com diferentes dimensdes. Assim, pode-se dizer que as propriedades dos
nanomateriais de uma determinada substincia dependem também do tamanho, pois
determinam seu comportamento, podendo ser totalmente diferente, como se tratasse de uma
nova substancia (STUCCHI et al., 2018), principalmente quando na presenca ou auséncia de
soro, pois ele modula a eficiéncia de internalizacdo e os efeitos adversos desses NCs
(SHARMA et al, 2019).0s resultados referentes a amostra RB se destacaram porque os seus
aglomerados dispersos em meio completo apresentaram uma maior estabilidade, o que ¢

extremamente importante na sua associacdo as CTM-TAs com finalidades terapéuticas.

4.4 Migracao Celular

No ensaio de migra¢do celular foi observado o comportamento das CTM-TAs com os
tratamentos dos NCs de TiO2 apds 24 horas. Foi verificado que as amostras RB, contendo
maior quantidade de rutilo, na concentracdo de 50ug/ml aumentaram significativamente a
migracao celular, fechando em torno de 80% a lesdo, enquanto os tratamentos com os NCs A,
AR e RA, o fechamento ficou entre 20 a 40% apdés 24 h. Os NCs RA aumentaram
significativamente a migracdo das CTM-TAs na concentragdo de 50upg/ml quando
comparados a acdo do NCs na concentragdao de 150ug/ml. No entanto, os NCs contendo

anatase nao alteraram a migragdo celular (Figura 13).
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(A)

(B)

Figura 12 — Exemplo da lesdo das células-tronco com Oh (A) e 24h (B) nos controles. Ambas figuras no

aumento de 4x.
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Figura 13: Analise de migracao das CTM-TAs apos 24h de tratamento comas amostras A (anatase),
AR (anatase/rutilo), RA (rutilo/anatase) e RB (rutilo/broquita) (ANOVA — Tukey: **p < 0,005; *p: < 0,05).

Os resultados obtidos mostram que a fase anatase ndo afetou a migragdo celular
negativamente como se esperava, pois, estudos com fibroblastos de murino tratados com os
NCs de TiO; realizados por Jin (2008) mostraram que a anatase apresenta alta toxicidade
(JIN, 2008). Acredita-se que isso ocorreu devido ao modo de preparo dos NCs de TiO;
utilizando a metodologia de Carvalho (2016), mostrando que a agregacao e dispersao desses

NCs quando utilizado o BSA, nao afetaram diretamente as células.
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Estudos mostram que menores concentragdes dos NCs sdo melhores, visto que altas
concentragdes de NCs podem interferir diminuindo a migracao celular (MIHAI 2019), como
observado nos resultados desta pesquisa nos tratamentos utilizando RA numa concentracao de
150pg/mL e RB em uma concentracdo de 200ug/mL. LI, 2019 mostra que estudos com CTM
e nanoparticulas de 6xido de ferro na concentragdo de 50ug/mL apresentam um aumento da
migragdo celular, promovendo também uma migragao mais rapida em locais de lesdes. Esses
resultados estdo de acordos com a deste trabalho, visto que RB a 50ug/mL teve 80% no

fechamento da ferida.

5. CONCLUSAO

A migragdo de CTM-TA in vitro aumenta quando tratada com NCs de TiO; na fase

rutilo/broquita na concentra¢ao de 50pg/mL.

Esse trabalho abre perspectivas futuras para que se possa testar o modo de preparo com

BSA e fazer novos testes utilizando a fase rutilo/broquita.
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