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Resumo

A regeneracao de tecidos lesionados do corpo humano tem levado ao desenvolvimento
de terapias inovadoras. Dentre elas, as células-tronco mesenquimais derivadas do tecido
adiposo (CTM-TAs) e os nanocristais (NCs) biocompativeis de TiO. tém sido
considerados estratégias terapéuticas promissoras para a engenharia de tecidos. Os
NCs do TiO2 apresentam varias formas cristalinas que podem afetar a viabilidade das
CTM-TAs, e essas combinagdes n&o foram anteriormente investigadas. Para demonstrar
os efeitos dos NCs de TiO2 em CTM-TAs in vitro, avaliamos diferentes concentracdes
das amostras de anatase-rutilo (RA), rutilo-anatase (RA) e rutilo-brookita (RB) dopadas
com Europium (Eu) em relag&o a viabilidade, migracao celular e localizagdo dos NCs em
CTM-TAs. Também foram realizados ensaios in vivo com a aplicacdo de CTM-TAs
associadas a TiO2 na regidao maxilar de ratos. Foram feitas analises da presenga de
metabdlitos no sobrenadante das CTM-TAs apods tratamento com NCs de TiO2 Os
resultados mostraram que os NCs nao foram citotoxicos e permaneceram no citoplasma,
sem entrar no nucleo, com aumento significativo da migragéo celular, apresentando
aproximadamente 80% de fechamento da lesdo em 24 horas apos tratamento das
celulas com 50ug/ml de NCs RB. A analise in vivo da intensidade de fluorescéncia gerada
pela presenca dos NCs foi estatisticamente maior na maxila quando comparada aos
grupos controle e tratamento contendo NCs com sobrenadante CTM-TAs. A maxila e o
pulm&o n&o apresentaram alteragdes histologicas com a aplicagéo de TiO. associados a
CTM-TAs. Na analise de quimiometria do sobrenadante da cultura de células-tronco
tratadas com NCs de TiO, foram encontrados em grande quantidade os metabdlitos
fosfoenfingolipidios subclasse ceramida fosfoetanolamida, que s&o lipidios estruturais da
membrana celular, importantes na sinalizagéo celular, nos processos de regulagao do
crescimento celular, sobrevivéncia das células, sistema imune, integridade vascular e
epitelial. Resumidamente, a associacdao de NCs de TiO2 com CTM-TAs foi aplicada como
estratégia de regeneracgao tecidual, evidenciada pelo aumento da migragao celular, sem
efeitos de citotoxicidade e devido aos NCs deTiO2 permaneceram no citoplasma sem

migrar para o nucleo, sugere-se que nao exista efeitos genotoxicos.



Palavras chaves: células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano, nanocristal de

diéxido de titénio, regeneragao tecidual, metabolémica.
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Abstract

The regeneration of injured human body tissues has led to the development of innovative
therapies. Among them, mesenchymal adipose-derived stem cells (MSC-ATs) and
biocompatible TiO2> nanocrystals (NCs) have been considered promising therapeutic
strategies for tissue engineering. TiO2 NCs have several crystalline forms that can affect
the viability of MSC-ATs, and these combinations have not been previously investigated.
To demonstrate the effects of TiO2 NCs on in vitro MSC-ATs, we evaluated different
concentrations of Europium-doped Anatase-rutile (RA), rutile-anatase (RA) and rutile-
brookite (RB) samples with respect to viability, cell migration and location of NCs in MSC-
ATs. In vivo assays were also performed with the application of TiO2 - associated MSC-
ATs in the rat maxillary region. Analyzes of the presence of metabolites in the MSC-ATs
supernatant were performed after treatment with TiO2 NCs. The results showed that the
NCs were not cytotoxic and remained in the cytoplasm without entering the nucleus, with
significant increase in cell migration, presenting approximately 80% of lesion closure
within 24 hours after treatment with 50ug / ml RB NCs. The in vivo analysis of
fluorescence intensity generated by the presence of NCs was statistically higher in the
maxilla when compared to control and treatment groups containing NCs with MSC-ATs
supernatant. The maxilla and lung showed no histological changes with the application of
TiO2 associated with MSC-ATs. In the chemometrics analysis of the supernatant of the
stem cell culture treated with TiO2 NCs, phosphoenphingolipids subclass ceramide
phosphoethanolamide metabolites, which are cell membrane structural lipids, important
in cell signaling, cell growth regulation processes, were found. cell survival, immune
system, vascular and epithelial integrity. Briefly, the association of TiO2 NCs with MSC-
ATs was applied as a tissue regeneration strategy, evidenced by the increase of cell
migration, without cytotoxicity effects and due to TiO2 NCs they remained in the cytoplasm
without migrating to the nucleus. there are genotoxic effects.

Keywords: adipose mesenchymal stem cells, titanium dioxide nanocrystals, tissue
regeneration, metabolomic.
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Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Lista de Figuras

Células unitarias das modificagées do TiO> rutilo, brookita e anatase (da
esquerda para a direita).

Caracterizacédo de TiO2 e de NCs de TiO2 dopado com Eu. Padrdes de
XRD de NCs de TiO2 nas diferentes temperaturas e tempos (100°C / 24h,
500°C / 1h, 650° C / 1h e 800° C / 1h).

(A) Padrdo de XRD da amostra de NCs de RB dopados com Eu.
(B)Espectro Raman dos NCs da amostra RB dopados com Eu. (C) NCs sob

luz ultravioleta e visivel.

A) Amostra A : (a) regido com NCs de anatase de distribuicdo de tamanho
homogéneo, (b) Regido com distribuicdo de tamanho heterogéneo, (c)
Padrao de difracao de elétrons da anatase pouco definido. B) Amostra AR:
(a) NCs da anatase de tamanho homogéneo, (b) Area com NCs em maior
magnificacdo, (c) padrao de difracdo de elétrons tipico da estrutura da
anatase. C) Amostra RA: (a) Pequeno aglomerado contendo NCs de
anatase e de rutilo, (b) Imagem com maior magnificagéo identificando as
particulas de anatase (particulas menores), A e as particulas de rutilo, R,
(particulas maiores), (c) padrao de difracdo de elétrons indica com anéis
correspondentes as estruturas de anatase (A) e rutilo (R). D) Amostra RB:
(a) pequeno aglomerado de NCs de tamanho homogéneo, (b) Imagem dos
NCs em maior magnificagdo, (c) Padrao de difracdo de elétrons contendo

anéis.

Tamanho dos aglomerados de NCs de TiO2 das 4 amostras quando

sonicadas em DI e em meio completo.

Diferenca estatistica do indice de polisdispersdo (Pdl) dos NCs em

diferentes meios.
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Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

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.

Analise dos marcadores positivos e negativos da populagdo de CTM-TA

por citometria de fluxo.

A) Diferenciagdo das CTM-TA na linhagem adipogénica observando
goticulas de lipidios coradas com Oil-Red; B) Linhagem osteogénica onde
observa depodsitos de calcio corado com vermelho de Alizarina; e C)
Presenca de matriz de glicosaminoglicanos coradas com Alcian Blue na
diferenciagao condrogénica.

Viabilidade das CTM-TAs apds tratamento com NCS de TiO2 da mesma
amostra e em diferentes concentragdes: A) Anatase, B) Anatase-Rutilo, C)
Rutilo-Anatase e D) Rutilo-Brookita.

Imagem das CTM-TA com o tratamento dos NCs de TiO2, quanto a
viabilidade celular: A) amostras A (anatase); B) AR (anatase/rutilo); C)
amostras RA (rutilo/anatase) e D) RB (rutilo/brookita). Linhas 1: campo

branco; 2: sobreposi¢ao de campo branco e fluorescéncia; 3: fluorescéncia.

A) Imagens feitas com microscopio Confocal apos 24 horas de tratamento
das CTM-TA com NCs de TiO2 da amostra RB, nas concentragdes 5, 50,
100 e 250pg (aumento de 40x); B) Quantificagdo dos NCs de TiO2 apos
tratamento de 24h em CTM-TAs (Programa ImageJ).

Andlise de migracdo das CTM-TAs apdés 24h de tratamento comas
amostras A (anatase), AR (anatase-rutilo), RA (rutilo-anatase) e RB (rutilo-
brookita), onde mostra que na amostra RB com concentragdo de 50ug/ml
houve maior fechamento da ferida. (ANOVA-Turkey: **p = 0,05; *p < 0,05).

Imagem feita em microscopio optico do ensaio de migragdo demonstrando
o fechamento da ferida no ensaio de migragao celular das CTMs tratadas
com NCs de TiO2 com as amostras A, AR, RA e RB nas concentragdes 50,
100, 150 e 200 pg.
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Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Analise de PC’s comparando no modo positivo das A, AR, RA e RB com o
Controle: A) Separagéo total da amostra A em relacdo ao controle; B)
Separagao da amostra AR em relagdo ao controle; C) Nao ocorreu a
separagao da amostra RA em relagdo ao controle; e D) N&o ocorreu a
separacdo da amostra RB em relagao ao controle.

Quimiometria nos modelos A3 e A4: Presenga em maior porcentagem dos
compostos 437, 706 e 202.

Modelo de PCA’s para modo negativo construidos usando a distancia
euclidiana, o mean center como pré-processamento e o Ward’s Method
como método de ligagédo. Separagao das amostras: A) amostra A x controle;
B) amostra AR x controle ;C) amostra RB x controle.

Anadlise Quimiométrica com a nao separacdo entre a amostra RA e

controle.

Anadlise Quimiométrica: demonstracdo da menor distancia entre as
amostras A (modelo A4) e AR (modelo A3).

Presenca do metabdlito com 339 para os modelos A3 (amostra AR) e A4 (
amostra A) de NCs de TiO2aplicados a CTM-TAs, com uma contribui¢do
de 35% e 22,5%, respectivamente.

Analise da intensidade de fluorescéncia nos diferentes 6rgdos dos ratos
ap6s aplicagdao de CTM-TAs e/ou NCs da amostra RB dopados com
Eurdpio na concentragdo de 50ug/ml. A) Intensidade de Fluorescéncia
obtida na Maxila de ratos; B) Intensidade de Fluorescéncia obtida no
Figado; C) Intensidade de Fluorescéncia obtida no Pulm&o; D) Intensidade

de Fluorescéncia obtida no rim.

Imagens da intensidade de fluorescéncia nos diferentes 6rgéos dos ratos
ap6s aplicagdao de CTM-TAs e/ou NCs da amostra RB dopados com
Eurdpio na concentragdo de 50ug/ml. A) Maxila; B) Figado; C) Pulmao; D)

rim.

Cortes histolégicos proximo das fossas nasais dos ratos nos diferentes
tratamentos onde nao foi verificada alteragdo entre os grupos. Grupo I:
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Figura 24

controle; Grupo lI: células-tronco mesenquimais associadas a 50ug/mL de
NCs da amostra RB; Grupo IlI: 50ug/ml de NCs da amostra RB diluida em
PBS; Grupo IV: sobrenadante das células-tronco mesenquimais
associadas a 50ug/mL de NCs da amostra RB. Grupo V: sem tratamento.

Avaliagdo histolégica de alvéolo, artéria pulmonar e bronquiolos dos
grupos: Grupo |[|: controle; Grupo Il: células-tronco mesenquimais
associadas a 50ug/mL de NCs da amostra RB; Grupo Ill: 50ug/ml de NCs
da amostra RB diluida em PBS; Grupo IV: sobrenadante das células-tronco
mesenquimais associadas a 50ug/mL de NCs da amostra RB. Grupo V:

sem tratamento.

15



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3
Tabela 4
Tabela 5

Tabela 6

Lista de tabelas
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1.INTRODUGAO

A regeneracdo tecidual € um tratamento cujo principal objetivo é reconstituir
tecidos na area traumatizada, e a engenharia tecidual permite recriar, 0 mais proximo da
realidade possivel, 6rgaos, tecidos ou sistemas, assim compde uma area de pesquisa
com uma grande importancia, que consiste na utilizagdo de biomateriais, como matrizes

para dar suporte a culturas de células de maneira a desenvolver tecidos vivos [1].

Materiais que induzem regeneragdo necessitam de alguns requisitos basicos,
como por exemplo: boa bioatividade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e uma
baixa imunogenicidade [2, 3]. Entender o comportamento dos nancocristais de dioxido

de titanio é fundamental para sua aplicagdo na engenharia tecidual.

As células-tronco mesenquimais possuem caracteristicas que as tornam atraentes
para terapia celular. Isto porque sao facilmente obtidas, apresentam baixa expressao de
antigenos de histocompatibilidade, secretam fatores de crescimento e outras citocinas

importantes no papel da proliferagao celular e indugédo da angiogénese [4].

1.1 Células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTM-TA)

O conceito de célula-tronco surgiu a partir de experimentos pioneiros realizados
no inicio dos anos 1960 por Ernest A. Mc Culloch e James E. Till que observaram a
presenca de colénias hematopoiéticas no bago de camundongos irradiados e que haviam
recebido transplante de medula. Essas colénias eram derivadas de uma unica célula, a
célula-tronco [5]. Alexander Friedenstein demonstrou a capacidade das célula-tronco de
autorrenovagao e diferenciagcdo [6] e inicialmente foram denominadas unidades
formadoras de colonias fibroblastica, pois sua morfologia era semelhante ao de
fibroblastos [7].

As células-tronco sao capazes de autorrenovacao através de sucessivas divisdes

mitoticas do tipo assimétrica, passiveis de originar pelo menos um tipo celular em estagio
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mais avangado de diferenciacao [8]. Dependendo do seu local de origem elas podem ser
divididas em dois grupos: embrionarias, quando sdo derivadas da massa celular interna
do blastocisto de embrides; e adultas, que sdo aquelas localizadas em estado mais
diferenciado na maioria dos tecidos do organismo adulto[9].

As células-tronco embrionarias (CTE) correspondem as células da massa celular
interna do embrido na fase de blastocisto (amplo potencial de diferenciagdo), e células
germinativas embrionarias (CGE), obtidas do tecido fetal em um estagio mais avangado
de desenvolvimento (da espinha gonadal). As CTE tem a capacidade de formar as
células dos trés folhetos embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma) [10]. Ja as
CGEs sao capazes de formar as trés camadas germinativas que compdem todos os
orgaos do corpo humano, embora seu potencial seja mais limitado se comparado com
as CTEs, pois se encontram em um estagio mais avangado de desenvolvimento [11]. As
células-tronco adultas (CTA) sdo populagdes celulares indiferenciadas mantidas no
organismo adulto e podem ser encontradas em varios 6rgaos e tecidos [12]. As primeiras
CTA estudadas eas mais bem caracterizadas s&o as células-tronco hematopoiéticas
provenientes da medula 6ssea. Estudos demonstraram que essas células possuem a
capacidade de se diferenciar em linhagens celulares mesodérmicas, incluindo
condrdcitos, osteoblastos, adipdcitos e mioblastos [13], sendo o ponto chave da
formacéo e reparacdo 6ssea e restabelecem a fungao esquelética produzindo efeitos
paracrinos e autocrinos[14].

Devido ao grau de plasticidade da célula-tronco, ou seja, o seu potencial de
diferenciagdo em tecidos variados, elas se classificam em quatro tipos principais:
totipotentes, pluripotentes, multipotentes e onipotentes [12, 15]. As células-tronco
totipotentes podem originar tanto um organismo totalmente funcional, como qualquer tipo
celular do corpo, inclusive todo o sistema nervoso central e periférico, que correspondem
as células do blastocisto [16].As multipotentes estdo presentes no individuo adulto, com
capacidade de originar apenas um limitado numero de tipos teciduais. Estas células s&o
designadas de acordo com o orgdao do qual derivam. Numerosas pesquisas
estabeleceram que essa célula-tronco especifica pode se diferenciar em diferentes
tecidos, como osso, musculo, cartilagem, gordura e outros tecidos relacionados. As
CTMs atuam como uma importante chave no processo de desenvolvimento, cicatrizagao

de tecidos e defesa. Recentemente, a aplicagado de células-tronco para o tratamento de
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numerosos transtornos, como disturbios neurais e cardiacos, tornou-se um assunto
familiar com enorme garantia no futuro das ciéncias médicas [15]. As pluripotentes sao
capazes de originar qualquer tipo de tecido sem originar um organismo completo [16,
17], e as células-tronco unipotentes, sdo definidas como células que tém a competéncia
de diferenciar em apenas uma linhagem [18].

O tecido adiposo representa uma fonte abundante de células-tronco
mesenquimais para transplantes autdlogos. Comparando as células-tronco da medula
o0ssea, do cordao umbilical e do tecido adiposo verificou-se que nao apresentam
diferengas quanto a morfologia e ao fendtipo imunologico [19]. Assim como a medula
0ssea, o tecido adiposo € derivado do mesoderma embrionario e contém um estroma
que é facilmente isolado, contendo uma populagao heterogénea de células-tronco. Além
da possibilidade de obtencdo de grande quantidade de material, a concentragcéo de
células-tronco no tecido adiposo pode ser, proporcionalmente, até 500 vezes maior do
que a encontrada na medula 6ssea segundo alguns autores [20]. As células-tronco
mesenquimais extraidas do tecido adiposo podem ser denominadas células estromais
derivadas do tecido adiposo, nomenclatura definida como a mais adequada na “Second

Annual International Fat Applied Technology Society Meeting” [21].

Em um estudo comparativo foi demonstrado que as fun¢des imunomoduladoras
da CTM de tecido adiposo sdo semelhantes as da medula éssea e apresentaram maior
capacidade angiogénica [22]{Robey, 2000 #32}. Além disso, verificou-se que as CTM-
TA possuem parametros melhores que a CTM de medula éssea, como disponibilidade
do tecido, area da célula e uniformidade da morfologia celular, conforme tabela abaixo
[23].

Tabela 1- Comparagado de células-tronco mesenquimais (CTMs) de diferentes fontes com referéncia a
diferentes parametros: CTM derivadas de medula éssea (CTM-MO), CTM derivadas de tecido adiposo
(CTM-TA), CTM derivadas de corddo umbilical (CTM-UC), células-tronco de polpa dentaria(CTM-DP) e
CTM endometriais (eCTM) [42].
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CTM-MO CTM- CTM-UC CTM-DP ECTM

DISPONIBILIDADE DE TECIDO YY YTYAY' YYY Y YYY
RENDIMENTO CELULAR Y Y YY YY Y
UNIFORMIDADE DA FORMA DA CELULA Y Y YYY YY YYY
PROLIFERAGAO YY YY YYY YYY YYY
SENESCENCIA IN VITRO YYY Y Y YY Y
CAPACIDADE DE DIFERENCIAGAO YYY YYY YY YY YY
FUNGCAO DO ESTROMA YYY YYY Y Y YY
Uso AuTOLOGO YYY YYY Y Y YY
Uso ALOGENICO YYY YYY YYY YYY YYY

Y baixo, YY médio,YYY alto

Com o aumento na utilizagdo das células-tronco mesenquimais (CTM) de tecido
adiposo e a auséncia na uniformidade para sua caracterizacdo, o Comité de Células-
Tronco Mesenquimais e Teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC)
propds critérios minimos para caracterizar as CTM humanas, que devem [24]:

1) serem “aderentes ao plastico” (aderentes ao substrato), quando mantidas em

condigbespadrao de cultivo in vitro;

2) expressar os marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90, e ndo expressar
os marcadores hematopoiéticos CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19, e HLA-
DR g;

3) diferenciar in vitro em linhagens osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas
[25].

O interesse pelas células-tronco mesenquimais de tecido adiposo tem aumentado
muito na medicina, principalmente em funcao da facilidade de obter grandes quantidades
destas células pelo processo de lipoaspiracao. O tecido adiposo humano esta presente
em muitas regides do corpo, podendo realizar a sua coleta sob anestesia local, causando
pouco desconforto para o paciente. Assim, o tecido adiposo se configura como fonte

alternativa de CTM para a regeneracéo de tecidos e para a engenharia de tecidos [26].
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A utilizagdo de células-tronco apresenta uma série de vantagens, como a sua
capacidade de autorreplicacdo ou de produgdo de novas células desempenhando um
papel significativo na regeneracéo tecidual apos leséo.

Na cultura de células-tronco, as interagdes micro/nanoescala com componentes
da matriz extracelular (MEC) constituem outra fonte de forgas mecénicas passivas que
podem influenciar os comportamentos das células-tronco. Para melhor imitar a
nanoestrutura da MEC natural, na ultima década, os scaffolds fabricados a partir de
nanofibras, nanotubos, nanoparticulas e hidrogel surgiram como candidatos promissores
para produgcao de suportes que se assemelham a MEC e substituem eficientemente
tecidos defeituosos. As caracteristicas biomiméticas e as excelentes propriedades fisico-
quimicas dos nanomateriais desempenham um papel fundamental na estimulacdo do

crescimento celular, bem como da regeneracéo tecidual[27].

1.2 Nanocristais de didxido de titanio

As aplicagbes da nanotecnologia nas areas biomédicas € uma realidade. As
propriedades de nanomateriais e nanotecnologia para a sua implementagao e difusao
nas areas de biomedicina, eletrbnica e mecanica nos permitem vislumbrar uma realidade
promissora em areas interdisciplinares da quimica, fisica, biologia e medicina [28].

Desde que os estudos em bioengenharia tecidual iniciaram, varios foram os

trabalhos que surgiram com o uso de biomaterias e células na indugéo da diferenciagao
osteogénica. A fim de melhorar consideravelmente a regeneragao e reparo 0sseo, ha
uma alta procura por nanoparticulas osteogénicas mais eficazes [29]. Como exemplo de
nanoparticula, o 6xido de titanio (TiO2) aumenta a ades&o de células precursoras ésseas
e, portanto, pode acelerar a neoformacao de osso [30].
O TiO2 possui trés estruturas cristalinas de equilibrio: rutilo, anatase e brookita. A célula
unitaria do rutilo e da anatase é tetragonal e a estrutura ndo é de empacotamento
compacto. No rutilo cada atomo de titanio esta coordenado por seis atomos de oxigénio
nos vertices de um octaedro (ligeiramente distorcido) e cada atomo de oxigénio esta
rodeado por trés atomos de titanio, dispostos em forma planar, situados nos vértices de
um tridngulo (quase) equilatero. As fases anatase e rutilo sdo de estrutura tetragonal e a
brookita, ortorrdmbica [31]. (Figura 1)
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Figura 1 - Estrutura cristalina do TiO2, (a) Anatase, (b) Rutilo e (c) Brookita[32]

Descobriu-se que a morfologia do TiO2 formada é drasticamente alterada
mediante as varias condi¢gdes eletroquimicas. Essas diferentes morfologias podem
resultar ainda em uma reagao competitiva entre os ions que compde o eletrélito e que
fornece os diferentes niveis de incorporacdes de anions no oxido de titanio, formando,
por exemplo: eletrdlito contendo ion F- (fluoreto) e PO4- (fosfato).OTiO2 contendo ions F-
, estimula a adesao celular, enquanto a alta proliferagao dos niveis celulares é observada
em TiO2 onde € incorporado o fosfato [33].

A utilizagado de nanocristais de TiO2 associadas as CTM-TA pode auxiliar nos
estudos relacionados a medicina regenerativa, pois de acordo com Textor et al (2001),
ha uma nova perspectiva para a avaliagcdo da biocompatibilidade de nanomateriais
envolvendo a aplicacdo de CTMs, especialmente por sua utilizacao terapéutica para
melhorar os processos de regeneracgao de tecidos[34].

As nanoparticulas de TiO2 sdo conhecidas como um material biocompativel,
bioativo, osteogénico e fotoestavel [35, 36]. Porém, ha a preocupac¢ao com a potencial
de toxicidade das NPs (nanoparticulas) em geral e, particularmente de TiO2, apos
estudos que demonstraram que a inflamacao pulmonar aumenta quando ha retencao de

particulas ultrafinas de TiO2 (que equivalem as NPs devido ao tamanho) [37].
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As caracteristicas da migracdo s&o influenciadas pela estimulagdo externa e
interna [38], por isso 0 meio em que as células sdo cultivadas podem determinar um
aumento da migragao acelerando, por exemplo, um reparo tecidual. Foi verificado que
NPs de oxido nitrico acelera a cicatrizagdo de feridas pois aumantava a migragéao de
fibroblastos e a deposi¢cao de colageno no tecido da ferida [39].

Além disso, pouco se conhece a respeito da internalizagdo celular dos NCs
anatase, rutilo e brookita e suas diferentes combinagdes, bem como seu efeito em
processos biolégicos como a migracdo das CTM-TA in vitro e in vivo. O avango no
conhecimento sobre os aspectos fisico-quimicos das nanoparticulas, em especial os
nanocristais de dioxido de titanio, bem como na interacdo e no comportamento com as
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo poderéao resultar em aplicagdes praticas
que auxiliem nos processos de regeneracgao tecidual.

1.3 Metabolomica — Quimiometria

Em estudos metabolémicos, é frequente o uso de material amostral de alta
complexidade quimica, a exemplo do observado em extratos de tecidos vegetais e
animais, de micro-organismos e biofluidos. Os métodos de analise multivariada
normalmente utilizados na quimiometria incluem a analise dos componentes principais

(PCA) e a analise de agrupamentos hierarquicos (AH) [40].

O objetivo da PCA é descrever a varidncia de um conjunto de dados
multivariados em termos de um conjunto de variaveis ortogonais subjacentes,
denominadas CPs . Uma PCA faz com que seja possivel fornecer um resumo de todas

as observagdes ou amostras obtidas em uma tabela de dados [41].

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos gerais

Avaliar in vitro o comportamento e metaboldmica das células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo quando tratadas com NCs de TiO2 e in vivo a sua

localizagdo em diferentes 6rgaos.

2.2 Objetivos especificos

1) Avaliar a citotoxicidade de nanocristais de didxido de titanio em CTM-TA
com as diferentes fases cristalinas: Anatase-A (100%), Anatase/Rutila-
AR (91,6%/8,4%), Rutila/Anatase-RA  (64,56%/35,44%) e
Rutila/Brookita-RB (84,07%/15,93%) nas concentrac¢des de 5, 50, 100 e
200 pg;

2) Avaliar a localizagdo dos Nanocristais de TiO2 nas CTM-TAapos 24
horas de tratamento;

3) Avaliar o tamanho e o indice de polidispersao dos NCs de TiO>;

4) Avaliar a migragao celular no tratamento das CTM-TA com as diferentes
amostras (A, AR, RA e RB) e concentragdes (5, 50, 100 e 200 ng)
utilizando ensaios de ferida na monocamada celular;

5) Analisar a metabolédmica do sobrenadante das CTM-TA apds tratamento
com os Nanocristais de TiO;

6) Analisar a localizacdo de CTM-TA associadas aos NCs de TiO2 na

maxila, pulmao, rim e figado de ratos.

3. METODOLOGIA
3.1 Ensaios in vitro

3.1.1 Sintese e caracterizagao dos NCs de TiO:

Todos os NCs de TiO2 dopados com Eurdpio 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 TiO, foram sintetizados por solugdo aquosa em diferentes
temperaturas. Inicialmente, foi preparada uma solugdo contendo 300 ml de agua

24



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
(CH3) 2) 4, 97%, Sigma-Aldrich). O pH da solugéo foi ajustado para 5,6 utilizando uma
solugédo 4 M de hidréxido de sédio (NaOH 98%, Sigma-Aldrich) e adicionou-se a 400 ml
de agua ultrapura, mantendo sob agitagdo magnética durante 30 minutos. A solug&o
resultante foi mantida em repouso para ocorrer o processo de precipitacdo dos NCs de
TiO2. O precipitado foi monodisperso em agua ultrapura sob agitacdo magnética e
centrifugado a 6000 rpm/10 minutos. Finalmente, o precipitado foi purificado e submetido
ao seguinte recozimento sucessivo térmico na atmosfera ambiente: (i) 100 ° C /
24h(amostra A — anatase), 500 ° C / 1h (amostra AR — anatase e rutilo), 650 ° C / 1h
(amostra RA — rutilo e anatase e 800 ° C / 1h (amostra RB - rutilo e brookita), como
mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas de cada amostra quanto a temperatura, tamanho/didmetro e composigéo.

TEMPERATURA TAMANHOS/DIAMETRO COMPOSIGAO
Amostra A 100°C 4,4 nm 100% anatase
Amostra AR 500°C 8,5 nm 91,6% anatase e
8,4% rutilo
Amostra RA 650°C 32 nm 64,56% rutilo e
35,44% anatase
Amostra RB 800°C 44,1 nm 84,07% rutilo e

15,93% brookita

A: anatase, AR: anatase e rutilo, RA: rutilo e anatase e RB: rutilo e brookita

3.1.2 Dopagem com Eurépio (Eu) dos NCs de TiO2

Para realizagao de analises de localizagao in vitro e in vivo, os NCs forma dopados
com Europio (Eu), que € uma molécula luminescente e de facil visualizagdo. Eu € um
elemento quimico de numero atémico 63, tem recebido bastante atengéo devido as suas
propriedades luminescentes. Os NCs de TiO2 dopados com Eu foram sintetizados em
solugédo aquosa a temperatura ambiente, como se segue: uma solugéo contendo 300 mL
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de agua ultrapura, solugbes aquosas de 30 mL de acido nitrico (HNO3, 70%, Sigma
Aldrich) e cloreto de eurdpio (Eu *3) (EuCI3, 99,999%, Sigma Aldrich) de 5% em peso de
Ti (titdnio) . Em seguida, foi submetido a agitacdo magnética durante 20 minutos e depois
foi adicionado a 60 mL de isopropoxido de titanio (Ti (OCH (CH3) 2) 4, 97%, Sigma
Aldrich). A solugéo resultante foi deixada em repouso para precipitar os NCs de TiO2. O
precipitado foi monodisperso em agua ultrapura sob agitagdo magnética e centrifugado
a 6.000 rpm, durante 1 minuto. Finalmente, o precipitado resultante foi submetido aos
seguintes tratamentos térmicos sucessivos na atmosfera ambiente: (i) 100°C/24h
(amostra A — anatase), 500°C/1h (amostra AR — anatase e rutilo), 650°C/1h (amostra RA
— rutilo e anatase e 800°C/1h(amostra RB — rutilo e brookita). A difrag&o de raios-X (XRD)
foi registrada com um DRX-6000 (Shimadzu) usando radiagdo monocromatica Cu-K[ 11
(A = 1.54056 A) para confirmar a formagdo de NCs de TiO,, bem como a estrutura de
cristal, tamanho e média da fragdo em massa da fase rutilo. O tamanho dos NCs foi
estimado com base na equagao de Debye-Scherrer[42]. Os padrées XRD das amostras
tratadas a 100 ° C /24 h, 500°C / 1 hea 650 ° C / 1 h usaram o pico de difracdo (101) de
Bragg da fase anatase localizada em aproximadamente 26 = 25,40, e as amostras
tratadas a 800 ° C / 1hfoi usado o pico (110) da fase de rutilo localizada em
aproximadamente 20 = 27,80. A porcentagem de fases anatase, brookita e rutilo foi
calculada com base na literatura[43]. O espectro Raman foi gravado com um
espectrometro LabRAM HR Evolution (HORIBA) usando um laser de 633 nm a

temperatura ambiente.

3.1.3 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As amostras dos NCs foram diluidas em DI (agua deionizada). Apds a sonicagéo
elas foram deixadas em repouso por 3 horas e depois retirado o sobrenadante mais
superficial, pois sao considerados os NCs mais estaveis e com menos peso. As
suspensdes de cada amostra foram aplicadas em grades de cobre com filme de carbono
(Laceycarbon Cu 300 mesh).

Para observar a morfologia, o tamanho dos NCs e dos aglomerados de TiO> foi
realizada microscopia eletrénica de transmissdo (microscopio modelo Tecnai G2
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SpiritTwin da FEI com filamento de LaB6 hexaboreto de Lantanio). As imagens foram
obtidas a 120 kV e foram usados os modos campo claro, campo escuro e multifeixe.
Obteve-se imagens do padréo de difracao de elétrons para estudo das diferentes fases
presentes nas amostras. Para a indexacdo e a analise dos padrbes de difracdo de
elétrons foi utilizado o software MacTempas.

3.1.4 Dispersao dos NCs de diéxido de titanio (TiOz2)

A dispersao dos NCs foi preparada utilizando uma solucéo estoque de NCs das
fases 1 e 2 em agua ultrapura a uma concentragdo de 2 mg/mL (pH 4). Apds este
procedimento, um desintegrador ultra-sénico (Q-Sonica 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
sonicacgao direta. A sonicacéao foi entédo 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 diluicdo da solugdo estoque de 2 mg/mL em
DMEM (Gibco™, Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) suplementado com
SFB (soro fetal bovino) a 10% (v/v), pH 7 nas concentragdes de 5ug/mL, 50ug/mL, 100
ug/mL e 250ug/mL. Devido ao aumento da agregagdo dosNCs em meio de cultura, o
soro albumina bovina (BSA) foi utilizado como agente estabilizador. Para isso, adicionou-
se 100 pg/ml de BSA ao meio DMEM com SFB a 10%[12].

Inicialmente o preparo dos NCs das amostras RA e RB foram em agua ultrapura
em uma concentragdo de 10mg/mL. A sonicacgao 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 concentragdes 5, 50, 100 e 250pg/mL.
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3.1.5 Analise do DLS (Dynamic Light Scattering)

DLS é amplamente utilizado para a determinagao in situ do tamanho médio de
particula ou DTP (distribuicdo de tamanho de particula) dos NCs em suspensao

preparados em diferentes tipos de meios[44].

As medidas DLS foram realizadas usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Inc., MA, EUA), operando em modo de retrocesso com um &angulo de
dispersdo 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 disperséo
de luz apropriado. Para cada amostra, as medidas foram realizadas em triplicata, com a
mesma duragao de tempo para cada analise, 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.

3.1.6 Isolamento e caracterizagcao das CTM-TAs humano pelo método nao-

enzimatico

As CTM-TAs foram isoladas de lipoaspirado de pacientes que assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), de acordo com a aprovagao do projeto
pelo Comité de Etica (n° 1.776.680).

O material coletado foi levado ao Laboratorio de Nanobiotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia, deixado em repouso por 1 hora para que o material
decantasse, separando na parte inferior o sangue e na parte superior a gordura
resultante da ruptura das células adiposas. Em seguida foram retirados 15 ml de tecido
adiposo (parte do meio), acrescentado 15ml de soro fetal bovino (Cultilab), e centrifugado
a 1500 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacdo foi feita a mesma separagéo,
descartando a parte inferior da parte superior, e recolhendo somente o tecido adiposo.
Ap0s a terceira centrifugacéo, foram coletados fragmentos do tecido adiposo e o mesmo
colocado nos cantos das garrafas pequenas de cultura (25cm?) e cobertos com cerca de
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2,5ml de soro fetal bovino em cada fragmento. Depois de 24hs, foi adicionado Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM - Cultilab) baixa glicose com 20% de SFB. As células
foram mantidas numa 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.

O Comité de Células-Tronco Tecidual e Mesenquimal da Sociedade
Internacional para Terapia Celular (ISTC) prop6s marcadores fenotipicos para
caracterizar CTM-TA humano[24].

As células aderentes foram destacadas com tripsina a 0,25% / EDTA,
centrifugadas por 5 min a 1.200 x g e ressuspensas em PBS. Aliquotas contendo 1 x 10°
de células foram incubadas com anticorpos monoclonais primarios, sendo eles: positivos:
CD 73 (APC), CD 105 (AF 488), CD 90 (PE/CY7), CD 29 (AF488), CD 13 (APC), CD 44
(PE/CYT) e negativos: CD 31 (AF 488) E CD 45 (APC). E também com BD ™
CompBeads Controle Negativo e 1 gota BD™ Comp Beads Anti-Mouse IgG, de acordo
com o Comité de Células-Tronco Tecidual e Mesenquimal da Sociedade Internacional
para Terapia Celular (ISTC) [24].

As amostras foram analisadas usando um FACScan (BD Immunocytometry
Systems, EUA) e os resultados foram adquiridos utilizando o software FlowJo.

Para haver a confirmagédo que as células cultivadas pertenciam a linhagem de
células-tronco mesenquimais, ao final da terceira passagem foi induzida a diferenciagéo
de uma por¢ao celular para a linhagem osteogénica, condrogénica e adipogénica. As
células foram depositas em placas de seis pogos e cultivadas em estufa umidificada a
37 °C e 5 % CO2. O meio de cultivo era trocado a cada trés dias e apds 21 dias de cultivo.
Para a diferenciacdo osteogénica as células foram coradas com Alizarin Red S (Alfa
Aesar, Reino Unido) o qual cora a matriz mineralizada em vermelho, para
adipogénica,foram coradas com Oil-red O (Sigma- Aldrich, Reino Unido) o qual cora as
goticulas de gordura em vermelho. Ja para a diferenciagdo condrogénica as células

coradas com Alcian Blue o qual cora os proteoglicanos em azul.

3.1.7 Ensaio de viabilidade celular utilizando Hoechst 33342 e IP (lodedo de
Propidio)
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Apos a confluéncia de 80-90%, as CTM-TA foram tripsinizadas (Tryple® Gibco®,
New York, USA), semeadas em microplacas de 96 pogos (1x10* células por pogo) e
incubadas em meio DMEM contendo 10% de SFB, durante 24 horas a 37°C e 5% de
CO2. Em seguida as células foram submetidas ao tratamento das diferentes amostras
dos NCs(A, AR, RA e RB) e diferentes concentracdes (5, 50, 100 e 250ug/mL). Apos 24
horas de tratamento, o meio de cultura foi retirado dos pocos, lavado com PBS
(phosphate buffer solution), e colocada a solugéo de marcagao das células para a analise
da viabilidade celular. Utilizou-se 2,5uL de IP (Sigma-Aldrich, excitagdo/emissao de
535/617nm) e 10 uL de Hoechst 33342 (Thermo Scientific, Fisher, IL, EUA, excitagéo /
emissdo de 350 nm/461 nm). Foram adicionados 30 uL em cada pogo desta solugéo e
incubada por 10 minutos. O IP cora o nucleo de células mortas, enquanto o Hoechst
33342 cora o nucleo de todas as células vivas. As imagens fluorescentes foram
adquiridas por um sistema de alto conteudo do Operetta High Content System (Perkin
Elmer, Waltham, MA, EUA). O numero de nucleos corados foi contado automaticamente
e a viabilidade foi calculada como uma proporgao de numero de nucleos corados com IP
e numero de nucleos corados com Hoechst (% de citotoxicidade = # de nucleos corados
com IP / # de nucleos corados com Hoechst x 100)" pelo Software Harmony® [45].

3.1.8 Ensaio de localizagao dos NCs de TiO2 dopados com Eu

As CTM-TAs foram semeadas em duas microplacas de 24 pogos (0,5 x 10*células
por pogo) por cima de laminulas circulares de 13mm e incubadas em DMEM+10% de
SFB, durante 24 horas a 37°C e 5% de CO.. As células foram tratadas com os NCs da
amostra RB em diferentes concentragdes (5, 50, 100 e 250ug/mL), e incubadas por 24
horas. Em seguida, foi realizada a fixagdo das laminulas com paraformaldeido 4% e
montadas em laminas com o corante Dapi (ProLong™ Gold Antifade Mountant with
DAPI). A visualizagdo foi realizada utilizando o microscépio Confocal A1+Nikon. A
quantificacao foi realizada pelo programa ImageJ, quanto a intensidade de fluorescéncia,
adotando como padrao o valor de 60, para eliminar os debris.

! Razdo entre as células inviaveis (positivas para IP) e células viaveis (marcadas somente com
Hoeschst).
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3.1.9 Ensaio de wound healing

As CTM-TAs (5 x 10* células por pogo) foram semeadas em microplacas de 24
pocos e incubadas em DMEM+10% de SFB, durante 24 horas a 37 °C e 5% de COg,
sendo adicionado os tratamentos com NCs de TiO2 da amostra RB nas concentracdes
de 5, 50, 100 e 200ug/ml. Apds 24 horas de tratamento com os NCs foi realizado o ensaio
de wound healing, confeccionando a ferida, ou seja, com a ponta da pipeta de 200ul fez-
se um risco em linha reta na regido mediana de cada pogo e, para posterior avaliagdo da
migragéo. Para a remogao dos debris resultante da lesdo, os pogos foram lavados com
solugdo salina tamponado com fosfato (PBS). Utilizou-se o tempo de migragdo em horas
que foram de 0 e 24 horas através de fotografia(microscopio EVOS FL Cell Imaging
System). O ensaio foi realizado em triplicata. A analise da taxa de migragao foi avaliada
pelo software Image J.

3.1.10 Metabolomica

A analise metabolémica foi realizada a partir da coleta de 100 pl do sobrenadante
da cultura das CTM-TAs tratadas com os NCs de TiO2das 4 amostras (A, AR, RA e RB)
na concentracdo de 200upg/ml. Foi escolhida a maior concentracdo para ter maior
possibilidade de liberacédo de diferentes compostos.

Preparo das amostras para metabolémica

ApOs a coleta do sobrenadante foi adicionado 1 mL de metanol grau
espectroscopico e a mistura incubada por 4 h a -80°C, e em sequéncia, centrifugada por
15 min a 13.000 x g. Os sobrenadantes foram transferidos para outros microtubos para
que fosse feita a concentragdo da amostra em concentrador a vacuo, por 30 min e,
subsequentemente, as amostras foram liofilizadas. Para as analises de espectrometria
de massa as amostras foram ressuspensas em 500 pL de metanol grau espectroscépico
e filtradas em filtro de 0,22 pm.

Analise de Espectrometria de Massas com ionizagao de eletrospray(IES/EM) por

infusaoem fluxo

As analises de espectrometria de massas foram realizadas com um cromatografo

liquido (marca Agilent modelo Infinity 1260) para injecdo das amostras, acoplado a um
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espectrometro de massas de alta resolugao tipo Q-TOF da marca Agilent modelo 6520
B com fonte de ionizag&o por electrospray (IES). Os parametros cromatograficos foram:
0,2 mL.min~" de fluxo constante da fase mével com a composigao de 90 % metanol e 10
% de agua acidificada com &cido férmico (0,1 % (v.v™")), o volume de inje¢do das
amostras foi de 2 pyL. Os parédmetros de ionizag&o foram: pressédo do nebulizador de 20
psi, gas secante a 8 L.min~' a uma temperatura de 220°C e no capilar foi aplicado uma
energia de 4,5 KVa. Os dados foram adquiridos nos modos positivos e negativos.

Analise Quimiométrica

Os dados da analise de espectrometria de massas foram transportados para o
ambiente MATLAB, versdo R2015a, passaram por normalizacdo, onde entende-se que
para cada um dos valores de m/z de todos os espectros, foi achado o maior valor de
abundéancia relativa e, esse, igualado a 100%. Entdo, para os outros valores de
abundancia relativa daquela m/z em questéo, foram atribuidos valores proporcionais em

porcentagem.

Os picos (valores de m/z) com abundancia menor ou igual a 8% da abundancia
maxima foram retirados. Esse limite de corte € definido comparando o desempenho da
analise dos componentes principais (PCA) para varios limites testados.

A matriz para analise foi feita de acordo com a tabela abaixo.

Tabela 3 — Matriz da analise metabolémica (quimiometria) realizada para as amostras (A,AR,RA e RB) e
controle (Meio de cultura — DMEM) de NCs com duas repetigdes.
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GRUPOS TRATAMENTOS

1 NCs Anatase (A) 200ug

2 NCs Anatase/Rutilo (AR) 200ug

3 NCs Rutilo/Anatase (RA) 200ug

4 NCs Rutilo/Brookita (RB) 200ug

5 Controle (meio de cultura DMEM)

Os modelos de PCA foram construidos usando o PLS Toolbox, versdo 8.62,
seguindo as combinagdes apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 — Comparagdes realizadas entre os grupos de NCs por meio das analises dos componentes
principais (PCA) considerando todos os metabdlitos gerados para a analise quimiométrica.

AMOSTRA ANALISADA GRUPO DESCRIGAO DA AMOSTRA
A1 ‘51 RB x CONTROLE
A2 ?_) RA x CONTROLE
A3 g AR x CONTROLE
A4 2_) A x CONTROLE
A5 ; AxAR xRA xRB
3
4
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3.2 Ensaios in vivo

3.2.1 Populagao amostral

O protocolo de pesquisa foi submetido a apreciacdo e aprovado pela Comissao
de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, sob o
protocolo 097/15.

Foram utilizados 39 (trinta e nove) ratos machos (Rattus norvegicus albibus
Wistar), provenientes da Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de
Uberlandia (REBIR-UFU), com 45 dias, e peso médio de 90g.0 monitoramento do peso
foi feito diariamente para avaliagdo da saude, com o auxilio de balanga, até atingirem o
peso médio de 280g na idade de 90 dias.

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais apropriadas com recipientes
garantindo alimento e agua suficientes para a sobrevivéncia, além do controle de
ambiente de 12 horas claro e 12 horas escuro (LD 12:12), com temperatura constante
de 231+1°C e umidade relativa do ar em 50+5%, a fim de garantir o correto ciclo do
metabolismo dos animais [46].

3.2.2 Grupos Experimentais

Os animais foram submetidos a instalagdo dos dispositivos para a expansao
maxilar. Apos 7 (sete) dias da instalagdo dos dispositivos para expansdo maxilar, os
animais foram divididos nos seguintes grupos:

Grupo | — Controle, com aplicagao local de soro fisioldgico;

Grupo Il — Aplicacdo local de células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo com nanocristais de TiO2 (RB na concentragdo de 50ug/ml) dopados com
Eurdpio;

Grupo lll — Aplicacgéo local de nanocristais de TiO2 (RB na concentragao de
50ug/ml) dopados com Europio;

Grupo IV — Aplicagéo local do sobrenadante da cultura de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo com NCs TiO2 (RB na concentragdo de 50ug/ml)
dopados com Europio;

Grupo V- sem nenhum tratamento.
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3.2.3 Procedimento de aplicagao dos tratamentos

Antes dos procedimentos de montagem do aparelho disjuntor, os animais foram
anestesiados com uma associagdo de 0,12ml/100g de cloridrato de cetamina10%
(Syntec)e 0,06ml/100g de xilazina 2%(Syntec) por via intraperitoneal. A aplicagdo dos

tratamentos foi realizada na regido da pré-maxila.

3.2.4 Tratamentos e coleta de material

Os tratamentos utilizando CTM-TA e NCs foram realizados aplicando na papila
incisiva200ul de solugdo contendo 2 x 10° de células-tronco mesenquimais e nos
tratamentos contendo NCs da amostra RB na concentragé&o de 50ug/mL.

Apods 21 dias os animais foram submetidos a eutanasia para a coleta do material,
onde o método escolhido foi de anestesia com superdosagem[46].

Para a obtencdo das pecas, a disseccgao foi realizada inicialmente com o auxilio
de bisturi e lamina numero 12 para o descolamento da mucosa jugal das maxilas.
Posteriormente utilizou-se uma tesoura de ponta romba, executando um corte
tangencialmente a face distal do terceiro molar, outro na por¢ao anterior e dois,
bilateralmente as maxilas direita e esquerda, possibilitando desta forma a remocéo da
peca. Também foram removidos os pulmdes, rim e figado através da utilizagdo de uma
tesoura para fazer a abertura abdominal.

As pecas obtidas foram fixadas em paraformaldeido a 4% tamponado com fosfato
de sédio a 0,1M (pH 7,4) e as maxilas foram descalcificadas com EDTA por 4 semanas.

3.2.5 Analise de fluorescéncia

As pecas anatdmicas da maxila e do pulmao foram colocadas no equipamento in
vivo MS FX PRO Carestream (Bruker, Woodbridge, CT, EUA)para obter as imagens de
fluorescéncia.

Para a analise de fluorescéncia, a maxila, figado, pulmao e rim e foram avaliados,
aplicando comprimentos de onda de 550 nm e 600 nm para excitagcdo e emissao do

fluoréforo, respectivamente, durante 1 (um) minuto. Posteriormente realizou a
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sobreposigao das imagens, que foram analisadas por meio do software Carestream In-
Vivo MSFX Pro (Molecular Imaging, 2012)

3.3 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando Graph Pad Prism8.0,
Software Inc, USA. Foi realizado o teste ANOVA e diferencas estatisticas foram

consideradas quando o p < 0.05.

4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagao dos NCs de TiO2 em diferentes combinagdes de Anatase, Rutilo
e Brookita

ApoOs a sintese dos Nanocristais estes foram caracterizados de acordo com os
padrées de difracdo de raio x (XRD) das amostras, que foram sujeitos a técnicas de
recozimento a 100°C/24h, 500°C/1h, 650°C/1h e 800°C/1h. Os padrbes de difragao
caracteristica de TiO2 em anatase(JCPDS: 1: 21-1272), rutilo (JCPDS: 1: 21-1276) e fase
de brookita (JCPDS: 29-1360) sdo representados pelos simbolos (*) (**) e (**),
respectivamente. Observa-se no padrdao XRD dos NCs de TiO2 submetidos a
recozimento térmico de 100°C/24h que sao todos cristalinos e possuem apenas a fase
de anatase. O aumento da temperatura de tratamento térmico de 100°C para 500°C foi
crucial na transformacao da fase anatase para rutilo e o crescimento de NCs. Nas
amostras tratadas a 650°C/1h, a transformacédo da anatase para a fase rutilo foi mais
notavel e a presenca de fase de brookita foi frequentemente observada como subproduto
quando a precipitacao foi realizada em um meio acido. Com o aumento da temperatura
térmica de recozimento para 800°C/1h, observou-se que os NCs de difragcao
apresentaram 16% da fracdo em peso de brookita (Fig. 2).

A Figura 2 mostra os espectros de micro-Raman de NCs de TiO:2 sujeitos a
recozimento térmico de 100°C/24h, 500°C/1h, 650°C/1h e 800°C/1h. Todos os espectros

36



foram normalizados até o pico de maior intensidade, de modo a facilitar a visualizagao
dos modos ativos micro-Raman. Ha bandas de Raman contendo vibracdes
caracteristicas de NCs de TiO> da fase anatase para a amostra sob termoloxamento a
100°C/24h. O espectro Raman de um cristal unico de anatase possui seis modos
permitidos a 144 cm-1 (Eg), 197 cm-1 (Eg), 399 cm-1 (B1g), 513 cm "1 (A1g), 519 cm" 1
(B1g) e 639 cm-1 (Eg). A banda Raman em torno de 144 cm-1 n&o foi visualizada porque
o detector do sistema Raman usou para detectar a faixa de 150-1000 cm-1. No espectro
micro-Raman (Fig. 2b) de amostras de recozimento 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 vibratério da fase rutilo. Com o aumento da
temperatura térmica de recozimento para 650°C/1h ocorreu a transformacéo da anatase
para a fase rutilo e algumas modificacbes nos espectros de NCs de TiO.. Essas
mudancgas estdo relacionadas a transformacdo de anatase em fase de brookita, em
excelente concordancia com os resultados de XRD (Fig. 2a). Nos espectros de NCs de
TiO2 sob térmico de recozimento a 800°C/1h existem modos de vibracdo de fase de
brookita. Esses resultados confirmam a presenca de fase de brookita, uma vez que a
presenca desta fase nos padrées XRD nao esta muito bem exibida. Portanto, ambos
baseados nos resultados de XRD e micro-Raman, pode-se concluir que os NCs de TiO2

séo de alta pureza e exibem diferentes fases em fungao do tratamento térmico.

Figura 2 - Caracterizagdo de NCs de TiOz2, conforme padrdes do difratograma obtidos na analise por XRD
(a) e micro Raman (b) nas diferentes temperaturas e tempos de sintese (100°C/24h, 500°C/1h, 650°C/1h
e 800°C/1h).
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4.2 Marcacgao luminescente dos NCs de TiO2com Eu

Na fase cristalina, a composicao e o tamanho dos NCs TiO2 dopados com eurdpio
(Eu) foram investigadas por XRD e espectroscopia Raman (Fig. 3A e 3B),que mostram
os padrdes de difragao de raios X (XRD) das amostras de TiO> dopados com Eu sujeitas
a aquecimento térmico a 800°C / 1 h. No padrao XRD da amostra com aquecimento
térmico a 100°C/24 horas, observou-se os picos de difracao de Bragg caracteristicos da
fase anatase de TiO2, confirmando a formacédo de NCs de TiO.. O aumento do
aquecimento térmico de 100°C a 650°C alterou a formacao das fases cristalinas dos NCs
em propor¢oes diferentes, favorecendo também o aumento do tamanho das NCs. O
aumento do aquecimento térmico a 800°C/1 h resultou na transformacgéo da fase anatase

em rutilo com presenca de 60% de modos da fase brookita.

A Figura 3B mostra os espectros de Raman das amostras de TiO2 dopadas em
Eu. Todos os espectros foram normalizados até o pico de maior intensidade para facilitar
a visualizagdo dos modos ativos da fase anatase, brookita e rutilo presente nos NCs de
TiO2. O aumento da temperatura de aquecimento para 800°C/1h favoreceu a formacgao
de rutilo e brookita, ambos observados no espectro Raman, bem como no difratograma

XRD [47]. A auséncia de impurezas e outros Oxidos nos difratogramas e nos espectros
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de Raman reforcam a evidéncia de que esses NCs de TiO2 dopados com Eu sao de alta

pureza (Fig. 3B).

A imagem dos NCs de TiO2 dopado com Eu na presencga de luz ultravioleta (Fig.
3C) apresentou luminescéncia vermelha, caracteristica dos ions Eu*3, quando

comparada as imagens na auséncia de luz ultravioleta e as n&o dopadas, comprovando

qgue os NCs foram marcados com Eu.

Figura 3 - (A) Padrdo de XRD da amostra de NCs de RB dopados com Eu. (B) Espectro Raman dos NCs

da amostra RB dopados com Eu. (C) NCs sob luz ultravioleta e visivel.
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4.3 Morfologia e identificagdao das diferentes fases por Microscopia eletrénica de

transmissao

Para este tipo de amostra, que é formada de particulas nanométricas, a MET ¢é a
técnica mais adequada para observar morfologia, tamanho e estrutura cristalina.

Importante destacar, que durante a preparagcdo das amostras foram gotejadas em uma
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grade com filme de carbono onde ocorre a secagem do meio liquido, por isso, este

processo tem uma tendéncia a induzir aglomeracédo dos NCs durante a secagem.

As quatro amostras (A, AR, RA e RB) observadas no MET apresentaram diversas
morfologias e presenca de diferentes fases. A amostra A apresentou regiées com NCs
de anatase de distribuicdo e tamanho homogéneos e regides com particulas de
tamanhos variados. Na figura 4A(a) pode-se observar um aglomerado de tamanhos de
aproximadamente entre 10-20 nm. Vé-se na figura 4A(b) uma regido de tamanhos bem
variados (10 - 200 nm). O padréo de difragado de elétrons da amostra A apresentou os
anéis correspondes a estrutura da anatase (fig. 4A(c)), com pouca definicdo, formados
por pontos de baixa intensidade, isto € indicativo de que o material possui uma baixa
cristalinidade, em concordancia com os resultados de difragao de raios-x, onde também
apresenta picos de difracdo de baixa intensidade.

A amostra AR apresentou uma distribuigdo de tamanho homogénea medindo
aproximadamente entre 10-20 nm. Na figura 4B(a) observa-se um aglomerado de
anatase. Na figura 4B(b) as particulas n&do possuem uma morfologia bem definida. O
padrao de difragdo de elétrons da figura 4B(c) apresenta anéis tipicos da estrutura da

anatase.

A amostra RA apresentou duas espécies bem definidas de NCs que podem ser
diferenciadas tanto pela distribuicdo bimodal de tamanho como também pela presenca
de duas estruturas cristalinas, correspondente as fases anatase e rutilo, observadas no
padrao de difragdo de elétrons (Fig.4C). A figura 4C(a) revela a coexisténcia das fases
anatase e rutilo. As particulas de menor tamanho, entre 10 - 40 nm correspondem a fase
anatase, e as particulas de maior tamanho, entre 100 - 200 nm correspondem a fase
rutilo. Observou-se que as particulas de anatase estdo em maior numero que as de rutilo,
mas as particulas de rutilo ocuparam uma fragdo volumétrica bem maior, mesmo estando
em menor quantidade. No padrdo de difracdo de elétrons da figura 4C(c) foram
observados anéis de difragdo correspondentes as estruturas da anatase (tetragonal de
corpo centrado) e da rutilo (tetragonal simples), e os anéis correspondentes a anatase
sao formados por maior quantidade de pontos do que os da rutilo, que sao formados por
alguns pontos isolados.
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A amostra RB apresentou uma distribuicdo de tamanho dos NCs da ordem de 50
- 100 nm (Fig. 4D(a)). Observou-se a presenca de um numero muito reduzido de
particulas da ordem de 5 - 10 nm (Fig. 4D(b)). O padréo de difragao de elétrons da figura
4D(c) apresentou pontos correspondentes as estruturas rutilo (R) e brookita (B).
Identificou-se o plano (200) da fase ortorrdbmbica da brookita de distancia interplanar 4,59

A, a maioria dos pontos de difragao correspondem a fase rutilo.

Figura 4 — A) Amostra A: (a) regido com NCs de anatase de distribuicdo de tamanho homogéneo, (b)
Regido com distribuicdo de tamanho heterogéneo, (c) Padrédo de difragdo de elétrons da anatase pouco
definido. B) Amostra AR: (a) NCs da anatase de tamanho homogéneo, (b) Area com NCs em maior
magnificagéo, (c) padrdo de difragao de elétrons tipico da estrutura da anatase. C) Amostra RA: (a)
Pequeno aglomerado contendo NCs de anatase e de rutilo, (b) Imagem com maior magnificagdo
identificando as particulas de anatase (particulas menores), A e as particulas de rutilo, R, (particulas
maiores), (c) padrao de difragdo de elétrons indica com anéis correspondentes as estruturas de anatase
(A) e rutilo (R). D) Amostra RB: (a) pequeno aglomerado de NCs de tamanho homogéneo, (b) Imagem dos

NCs em maior magnificagao, (c) Padrao de difragcdo de elétrons contendo anéis.
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4.4 Analise de DLS (Dynamic Light Scattering - Espalhamento Dinamico de Luz)

Apos a dispersao dos NCs de TiO> utilizando desintegrador ultra-sénico, a técnica
de DLS foi utilizada para medir o tamanho do aglomerado dos NCs de TiO2> quando
dispersos em meio de cultura e em agua deionizada (DI), sendo consideradas a
distribuicdo dos NCs em fungao 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 5).
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Tabela 5 — Valores médios do tamanho do aglomerado dos NCs de TiO2 analisados por DLS, apos
sonicagado em agua deionizada e em DMEM+SFB 10%+ BSA nas amostras A, AR, RA e RB.

Amostras , TAMANHO TAMANHO
NCs TIO: AGUA DEIONIZADA (DI) DMEM+SFB+BSA
A (anatase) 269,8 nm 231,46nm
AR (anatase+rutilo) 399,7 nm 216,60 nm
RA (rutilo+anatase) 184,16 nm 239,96 nm
RB (rutilo+brookita) 304,9 nm 255,6 nm

Com as medigbes de cada analise (DI e meio completo + BSA), observou-se a
maior instabilidade dos NCs quando sonicados em DI, devido a sua variagao no tamanho
dos aglomerados. Quando sonicadas em meio completo verificou-se uma maior
estabilidade e uma diminuigdo do tamanho dos aglomerados formados em relagéo 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. 5).

Figura 5 — Tamanho dos aglomerados de NCs de TiO2 das 4 amostras quando sonicadas em DI e em
meio completo com BSA. Solugdo estoque: NCs sonicados em agua deionizada. Tamanho dos

aglomerados em nandmetro (nm). (ANOVA-Turkey: ***p>0,05)

43



» 500+
O *kk
g | — |
B 4 0 0 7 *%k% — *%k%k
£ — —
(@) *kk
E., 3 0 0 - e ==
" v
.§ 200- ,/ ?
€ 1001 / /
E 0 I 1 4 I A I
00?' 97"‘?. 0,?’ v ol ’v?' '\3- gﬁb ,Qg’
\O X@ \O&> X@% o&)e ng. N ? @%v.
¢ L F L & & &£ &
0\ x(o A\ (ﬂQ Q@ \d 3
A N T R A O
W« & M = &

O indice de polidisperséo (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 apresentam-se
monodispersos, ou seja com alta homogeneidade[48] . Analisando o Pdl observou-se
algumas diferencas entre as amostras de NCs em diferentes meios, conforme a Tabela

6 e grafico da figura 6.

Tabela 6 — Valores do Pdl nas 4 amostras de NCs em DI e meio completo (DMEM+SFB+BSA).

iNDICE DE POLIDISPERSAO (PDI) AGUA DEIONIZADA (DI) DMEM+SFB+BSA
A (anatase) 0,41 0,27
AR (anatase+rutilo) 0,42 0,47
RA (rutilo+anatase) 0,13 0,33
RB (rutilo+brookita) 0,42 0,20
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Figura 6 — [Indice de polisdispersdo (Pdl) dos NCs em diferentes meios. (ANOVA-Turkey: ***p > 0,05)

Valores do indice de Polidispersao

*kk

*kk
0'6- *kkk

0.4- — ? R

0.2 é -

_|
NN

R 20 & 2O R 2O Rig K
2> N 50 o xS N
v Ty & & &<

Meios

Nestes resultados verificou-se que as amostras A e RB apresentaram o menor Pd|
em meio de cultura completo, significando que possuem maior homogeneidade, assim
tendo maior estabilidade fisica destes NCs, podendo ser um fator que reduz os danos
gue podem ser causados nas células e por isso a baixa taxa de citotoxicidade causada

utilizando os NCs apods sua dispersdao em meio completo contendo BSA.

4.5 Caracterizacao das células-tronco mesenquimais humana de tecido adiposo

Ap0ss o processo de isolamento e inicio do cultivo celular, as células apresentaram
formato fibroblastdide em monocamada e aderentes ao plastico, que correspondem aos

primeiros requisitos para caracterizacédo das CTMs (Fig. 7).
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Figura 7 - Morfologia das CTM-TA em segunda passagem: aderente e morfologia fibroblastoide. Fotografia
obtida através de microscopia eletrénica nos aumentos de 10x (A) e 4x (B), respectivamente.

A imunofenotipagem por citometria de fluxo foi realizada utilizando os painéis de
anticorpos positivos CD 73 (APC), CD 105 (AF 488), CD 90 (PE/CY7), CD 29 (AF488),
CD 13 (APC), CD 44 (PE/CY7) e negativos: CD 31 (AF 488) E CD 45 (APC).

Verificou-se 77,3% das células viaveis, sendo que 97,3% sao especificas de
células-tronco (Fig. 8A).

As células apresentaram os marcadores positivos CD29, CD 13, CD 44, CD 73,
CD 90 e CD 105 e os marcadores negativos CD44 e CD31 (Fig. 8B-C).

Estes resultados mostraram que as células isoladas apresentaram os critérios

determinados pela ISTC para caracterizagao de uma populagao de CTM [25] (Fig.8).

Figura 8 - Analise dos marcadores positivos e negativos da populagdo de CTM-TA por citometria de fluxo.
A) Viabilidades das células analisadas; B) Marcadores negativos CD31 e CD45, marcadores positivos 13,
29 e 44; C) Marcadores positivos 73, 90 e 105.
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Foi confirmada a capacidade de diferenciacao celular osteogénica, condrogénica
e adipogénica, com a utilizacdo dos meios indutores para cada caso. A presenca de

vacuolos ricos em lipideos corados com Qil-Red foi utilizada para detectar a indug¢ao
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adipogénica (Fig. 9-A). A diferenciacdo osteogénica foi verificada pela visualizagdo da
mineralizagdoda matriz extracelular corada com Vermelho de Alizarina , o qual cora os
cristais de calcio (Fig. 9-B). Na diferenciagdo condrogénica a matriz de
gliocasaminoglicanos foram foradas de azul pelo Alcian Blue (Fig. 9-C).

Figura 9 — A) Diferenciagdo das CTM-TA na linhagem adipogénica observando goticulas de lipidios
coradas com Oil-Red; B) Linhagem osteogénica onde observa depésitos de calcio corado com vermelhos
de Alizarina; e C) Presenga de matriz de glicosaminoglicanos coradas com Alcian Blue na diferenciagéo

condrogénica.

A

4.6 Ensaio da viabilidade celular

O teste de citotoxicidade das CTM-TAs com NCs de TiO: foi avaliado com 24
horas apds tratamento. A analise da imagem para quantificagdo da citotoxicidade &
composta por: contagem das células e detec¢ao de nucleos corados pelo Hoechst.

Foi comparada a viabilidade da mesma amostra de NCs com diferentes
concentragdes, onde observou-se que na amostra A em uma concentracdo de 100ug
ocorreu uma redugdo da viabilidade celular estatisticamente significativa quando
comparada com o controle, 5, 50e 250ug (Fig. 10A). Na amostra AR as concentragdes
de 100 e 250ug apresentaram uma reducédo da viabilidade celular estatisticamente
significativa quando comparadas com o controle e com 5ug (Fig. 10B). Ja a amostra RA
nao apresentou diferenca estatistica entre as concentra¢des analisadas (Fig. 10C). ARB
na concentragdo de 250ug apresentou uma redugdo de viabilidade estatisticamente
significativa quando comparada com o controle e as concentragdes de 5 e 50ug (Fig.

10D). No entanto, mesmo existindo reducgéo significativa de viabilidade em diferentes
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concentracdes de NCs nas diferentes fases, a viabilidade celular minima encontrada foi

de 90%,valor no qual as células ainda apresentam boa viabilidade.

Figura 10 — Viabilidade das CTM-TAs apos tratamento com NCs de TiO2 da mesma amostra e em
diferentes concentragdes: A) Anatase (A), B) Anatase-Rutilo (AR), C) Rutilo-Anatase (RA) e D) Rutilo-
Brookita (RB). (ANOVA-Turkey: ***p > 0,0005; **p = 0,005; *p < 0,05).
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A analise de viabilidade celular feita pelo Operetta High Content System também
avaliou as imagens das CTM-TAs com os NCs de TiO2. Temos a imagens das células
em brightfield (campo branco - 11A.1 e 11B.1); completa sobreposta (IP + Hoechst
33342): que cora células mortas (apoptose ou necrose) e com Hoechst que cora células
vivas (Fig. 11A.2 e 11B.2); e com Hoechst: somente as CTM-TAs (células vivas) (11A.3

e 11B.3). Estas imagens confirmam a quantificagédo realizada na figura 10.

Figura 11 — Imagem das CTM-TA com o tratamento dos NCs de TiO2, quanto a viabilidade celular: A) A
(anatase); B) AR (anatase/rutilo); C) RA (rutilo/anatase) e D) RB (rutilo/brookita). Linhas 1: campo branco;

2: sobreposigéo de campo branco e fluorescéncia; 3: fluorescéncia.

A Controle A—Sug A —50ug A —100ug A —250ug

B Controle
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C  Controle RA - 5ug RA — 50ug RA - 100ug RA - 250ug

D Controle RB - 5ug RB — 100ug RB - 250ug

4.7 Ensaio de internalizacao dos NCs de TiO2 da amostra RB nas CTM-TAs

O objetivo deste ensaio foi avaliar a capacidade de internalizagao nas células dos
NCs da amostra RB nas diferentes concentragdes (5, 50, 100 e 250ug) no tempo de 24
h de tratamento. A escolha do NC RB para o ensaio de localizagdo foi devido a
estabilidade apresentada, conforme o ensaio de DLS, a alta viabilidade celular e por
possuir em sua composigdo apenas brookita e rutilo e ndo anatase, que ja foi
apresentada em varios trabalhos de pesquisa como tendo maior citotoxicidade e
genotoxicidade[49].

Em nosso estudo, apés 24 h de tratamento, verificou-se um padrdao de
internalizagao no citoplasma das CTM-TAs nas imagens obtidas por microscopio, pois
os NCs estdo dopados com Eu e ndo sdo visualizados no nucleo esta marcagao. O
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aumento da concentragdo dos NCs, aumenta a quantidade de internalizagcdo dos NCs
(Fig. 12A), mas a analise estatistica (GraphPad Prisma) referente a quantificagcdo da area
ocupada pelos NCs no interior das células em todas as concentragcbes, nao
apresentaram diferenga significativa, quando comparada com o grupo controle (Fig.12B).

Figura 12 — A) Imagens feitas com microscépio Confocal apds 24 horas de tratamento das CTM-TA com
NCs de TiO2 da amostra RB, nas concentragdes 5, 50, 100 e 250ug (aumento de 40x); B) Quantificagdo
dos NCs de TiO2 apos tratamento de 24h em CTM-TAs (Programa Imaged). (ANOVA-Turkey: ***p >
0,0005; **p = 0,005; *p < 0,05).

A

Sug 50ug

100ug 250ug
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4.8 Ensaio de migracao das CTM-TAs tratadas com NCs de TiO2

Esse método baseia-se na observacao, apds a criagdo de um novo espacgo
artificial, chamado "arranh&o", em uma cultura de células aderentes. As células na borda
do espacgo recém-criado se moverao em direcdo a abertura para fechar o "arranhao" até
gue novos contatos célula a célula sejam estabelecidos novamente

Neste ensaio foi observado o comportamento das CTM-TAs com os tratamentos
dos NCs de TiO2 apds 24 horas. Verificou-se que as amostras RB, contendo maior
guantidade de rutilo, na concentragcdo de 50ug/ml aumentaram significativamente a
migragéo celular, fechando em torno de 80% o arranh&o, sendo que as outras amostras
o fechamento ficou entre 20 a40% apdés 24hs. Os NCs RA aumentaram
significativamente a migracdo das CTM-TAs na concentracdo de 50ug/ml quando
comparados ao efeito dos NCs na concentragao de 150ug/ml. No entanto, os NCs

contendo anatase nao alteraram a migracao celular (Fig. 13 e 14).
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Figura 13 — Analise de migragédo das CTM-TAs apés 24h de tratamento comas amostras A (anatase), AR
(anatase-rutilo), RA (rutilo-anatase) e RB (rutilo-brookita), onde mostra que na amostra RB com

concentragao de 50ug/ml houve maior fechamento do arranhdo. (ANOVA-Turkey: **p = 0,005; *p < 0,05).
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Figura 14 — Imagem feita em microscopio 6ptico do ensaio de migragdo demonstrando o fechamento do
arranhdo no ensaio de migracao celular das CTMs tratadas com NCs de TiO2 com as amostras A, AR, RA

e RB nas concentragdes 50, 100, 150 e 200 ug.
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Controle - 0 hs Controle - 24 hs

A -50ug- 0hs A-50ug- 24 hs

A -100ug - 0hs A -100ug - 24 hs
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A -200ug - 0hs A -200ug - 24 hs

AR - 50ug - Ohs AR - 50ug - 24 hs

AR - 100ug - 0 hs AR - 100ug - 24 hs

AR - 150ug - 0hs AR - 150ug - 24 hs
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AR -200ug - 0 hs AR -200ug - 24 hs

RA - 50ug - 0hs RA - 50ug - 24 hs

RA -100ug - 0 hs RA - 100ug - 24 hs

RA - 150ug - 0 hs RA - 150ug - 24 hs




RA -200ug - 0hs RA -200ug - 24 hs

RB - 50ug - 0 hs RB - 50ug - 24 hs

RB - 100ug - 0 hs RB - 100ug - 24 hs

RB - 150ug - 0 hs RB - 150ug - 24 hs

58



RB —200ug - 0hs RB - 200ug - 24 hs

4.9 Uso de PCA em dados de Espectrometria de Massas

Ap6s analise de PCA e HCA foram obtidos os resultados no modo de ionizagéao
positivos e negativos. Modo positivo s&o moléculas carregadas positivamente e modo
negativo sdo as moléculas que formam anions.

Modo POSITIVO:

Modelos A1(amostra RB x controle), A2 (amostra RA x controle), A3 (amostra AR
x controle), A4 (amostra A x controle): As PCA’s foram construidas usando como pre-
processamento 0 mean center, obtendo, todas 2 PC’s e respectivamente 95,40%;
96,08%; 95,83% e 94,69% de variancia explicada(comparagéo entre as amostras e
controle em relagao aos compostos encontrados). O modelo A4 teve separagéao total
(Fig. 15-A), o modelo A3 a separagao parcial dos grupos (Fig. 15-B), e os modelos A1 e
A2 nao conseguiram diferenciar as amostras (Fig. 15-C e D). A separagéo total indica a
producao de compostos diferentes nas diferentes amostras. Na separagao parcial ha

alguns compostos semelhantes entre as amostras.

Figura 15 — Analise de PC’s comparando no modo positivo das A, AR, RA e RB com o Controle: A)
Separacao total da amostra A em relagdo ao controle; B) Separagdo da amostra AR em relagdo ao
controle; C) Nao ocorreu a separagdo da amostra RA em relagdo ao controle; e D) N&o ocorreu a

separacdo da amostra RB em relagao ao controle.

59



250

T T T T T S T T T T T
3 ! 3 "
[}
E . -mm | |
1 - ) -
<9 A | d
B ! o £ ue o
. 6
: 4
. y 3 E - 18
2 w i & 8 '
- i - =L .
: (]
' 1
: 1
i ]
i~ “ l_m - " lm
i = ' B
[} ! -
' b eE
- 1
i a4 !
i ' e T o—" B e A A ds
1 LI '
] - J
] W :
] pa=y .
1 L ol 1
IIIIIIIIIIIIIIIII N [ g e SIS B T !
" L I : |
a (] ¥
] @ -
L} m i
i 8 i
== “ I_.Eﬂ__u_..__u "
[} i o
g i - J 12
° ! "
] ]
e 48 .
[ . g ,
! 1]
; | v 48
] R_ 4 -
E " 412 5 !
I i i »
t 1
! ]
2
“ﬁ L " lm_
'
= L] - lm i -
_.!. ' fﬂ
] i ¥ =
! T
. I i i 2
! o i 1 2
1 1 1 1 1 3 - S 25
8 3 3 S 3 g g § 8 g 8§ g
" " x {28782  Od U0 sau00g
{982 L) £ Od uo sauoag

Scores on PC 1 (66.96%)

60



T T T T T T T T
' * RA
! ® CONTROL
100} : -
1
- .z g
g 501 B .
[= ]
— ]
Ly lst"s !
Q Of=-sm-mmemmmemamaaaan e -
E | ]
] @17
ﬂ 5y : "y
us: 0= -z.l.sn : E
)
100 : -
:
[
1 L 1 1 L 1 1 1
-150 -100 -50 0 50 100 150 200 250 300
Scoras on PC 1 (85:21%)
D
T T T T T
. ® RB
[l @ CONTROL
100} " -
i e ¥
5 '
i sof ' -
- i
@ i
£ ]
o '
E ﬂ'""""__]g_bﬁa_ﬁ ______ 2 M
5 xe :
w o309 26 : -gﬂl
E f =
K -50 ;
L
"
100 - : -
"
[}
1 1 I 1 1
-100 -50 ] 50 100 150 200

Scores on PC 1 {T6.96%)

Os modelos A3 e A4 que apresentaram separacao parcial e total respectivamente,

foram submetidos a analise de quimiometria e foram observados no modo positivo os
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componentes 437 (27%), 706 (22%) e 202 (13%) e nos modelos A3 e A4 em maior

porcentagem, onde foram obtidos separagao parcial e total respectivamente(Fig. 16).

Figura 16 — Quimiometria nos modelos A3 e A4: Presenga em maior porcentagem dos compostos 437,
706 e 202.
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Os compostos identificados no modo positivo sdo fosfoesnfingolipidios subclasse
ceramida fosfoetanolamida. S&o lipidios estruturais da membrana celular, importantes
na sinalizagao celular, nos processos de regulagao do crescimento celular, sobrevivéncia
das células, sistema imune, integridade vascular e epitelial. Devido a subclasse
ceramida, esses compostos também desempenham um papel essencial nas
inflamacgdes, angiogénese, neurodegeneracgao e terapia para cancer [50], o que torna
importante sua presenca apos o tratamento das CTM-TAs com os NCs de TiO2, pois

podem auxiliar no processo de regeneragao tecidual.

Modo NEGATIVO:

Modelos A4, A3, A1: As PCA’'s foram construidas usando como pré-
processamento o mean center, todas com 2 PC’s e respectivamente 82,40% (Fig. 17-A);
80,18% (Fig. 17-B) e 86,09% (Fig. 17-C) de variancia explicada. O modelo de PCA,
(construidos usando a distancia euclidiana, 0 mean center como pré-processamento e o
Ward’'s Method como método de ligagédo), capturaram o mesmo comportamento dos

modelos no modo positivo.
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Figura 17 — Modelo de PCA’s para modo negativo construidos usando a distancia euclidiana, o mean
center como pré-processamento e o Ward’s Method como método de ligagao. Separagdo das amostras:

A) amostra A x controle; B) amostra AR x controle e C) amostra RB x controle.
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Modelo A2: A PCA usou o mean center como pré-processamento e obteve 3 PC’'s(PC1,
PC2 e PC3) com 91,27% de confianga (soma das porcentagens dos 3 PC’s). O numero
maior de PC’s comparado ao modo positivo ndo foi suficiente para separar os grupos RA
e Controle (Fig. 18).

Figura 18 — Analise Quimiométrica com a ndo separagao entre a amostra RA e controle.

65



30@29

\
S 504 ’
Q S ¢ RA
= . 18 _-~-"~
S . : 2 g 25 ® CONTROL
o~ N 1 26 e
8 0+ SO0 5@~
c 1599347~
o B 16. £
e " N
© -50 4 o ! N
Q 1 e
@ : .
1
' 027
1

300
100

Scores on PC 3 (11.94%) 100 -100 Scores on PC 1 (55.13%)

Modelo A5 (comparagao somente entre as amostras: A x AR x RA x RB): Assim como
no modo positivo, a PCA foi construida usando o mean center como pré-processamento,
obteve 4 PC’s com 85,67% de variancia explicada (comparacéo entre as amostras em
relacdo aos compostos encontrados). Nele € possivel perceber uma distancia menor

entre as amostras dos grupos A e AR no espaco, o que nao é repetido pelas amostras
dos outros grupos (Fig. 19).

Figura 19 — Analise Quimiométrica: demonstragdo da menor distancia entre as amostras A (modelo A4) e
AR (modelo A3).
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No modo negativo o composto 339 foi encontrado em maior porcentagem também
nos modelos A4 e A5 (Fig. 20).

Figura 20 - Presenga do metabolito 339 para os modelos A3 (amostra AR) e A4 (amostra A) de NCs de

TiO2 aplicados a CTM-TAs, com uma contribuicdo de 35% e 22,5%, respectivamente.
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Os metabolitos obtidos na analise do modo positivo e identificados como 437, 706
e 202, bem como o metabolito identificado como 339 obtido da analise do modo negativo
foram liberados em maior quantidade pelas CTM-TAs apds 24h de tratamento com
200ug de NCs da amostra RB.

4.10 Analise histologica e analise de fluorescéncia

Para avaliar se os NCs dopados com Eu aplicados na maxila dos ratos se
migraram para outro 6rgéo, as imagens de fluorescéncia foram obtidas dos grupos
tratados com NCs de TiO2. As analises mostraram que os diferentes tratamentos
contendo NCs da amostra RB dopada com Eurépio aplicada na maxila dos ratos
apresentaram diferengas estatisticas quanto a intensidade de fluorescéncia quando
comparadas ao grupo controle e ao grupo tratado com sobrenadante dos NCs. O grupo
com tratamento contendo apenas os NCs foi o que obteve maior fluorescéncia, acima de
2 milhdes de pixels (Fig. 21-A), assim como no figado porém com fluorescéncia menor
que 1 milhdo de pixels (Fig. 21-B). No pulm&o nado foi observada diferenca entre o
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controle e os tratamentos, estando a fluorescéncia entre os grupos em torno de 2 milhdes
de pixels (Fig, 21-C). No rim o grupo tratado com NCs foi o que obteve maior
fluorescéncia (Fig. 21-D), mas n&o apresentou diferenca estatistica entre os outros

tratamentos.

Figura 21 — Analise da intensidade de fluorescéncia nos diferentes érgdos dos ratos apds aplicagdo de
CTM-TAs e/ou NCs da amostra RB dopados com Eurdpio na concentragéo de 50ug/ml. A) Intensidade de
Fluorescéncia obtida na Maxila de ratos; B) Intensidade de Fluorescéncia obtida no Figado; C) Intensidade

de Fluorescéncia obtida no Pulmao; D) Intensidade de Fluorescéncia obtida no rim.
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Os resultados também podem ser visualizados pelas imagens abaixo das pegas

anatbmicas:
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Figura 22 — Imagens da intensidade de fluorescéncia nos diferentes 6rgaos dos ratos apds aplicagao de
CTM-TAs el/ou NCs da amostra RB dopados com Eurépio na concentragdo de 50ug/ml. A) Maxila; B)
Figado; C) Pulm&o; D) rim.
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A analise histologica foi realizada proximo das fossas nasais e mostrou que n&o
ocorreu alteragdo em comparagdo ao grupo controle. Os animais que receberam os
diferentes tratamentos na regido da papila incisava mostraram aspectos histologicos
similares ao grupo controle e ao grupo sem tratamento, ou seja, sem infiltrado
inflamatorio e com fibras colagenas organizadas, sem alteragdo em relagdo aos vasos

sanguineos (Fig. 23).

Figura 23 — Cortes histoldgicos proximo das fossas nasais dos ratos nos diferentes tratamentos onde néao

foi verificada alteragao entre os grupos. Grupo I: controle; Grupo Il: células-tronco mesenquimais
associadas a 50Jg/mL de NCs da amostra RB; Grupo lll: 50ug/ml de NCs da amostra RB diluida em PBS;

Grupo IV: sobrenadante das células-tronco mesenquimais associadas a 50 dg/mL de NCs da amostra RB.

Grupo V: sem tratamento.
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ApoOs analise histologica nos alvéolos, bronquiolos e artéria pulmonar observou-
se que em nenhum dos grupos foi apresentado focos fibroblasticos e nem fibrose
intersticial, conforme figura 23.

Figura 24 - Avaliagéo histolégica de alvéolo, artéria pulmonar e bronquiolos dos grupos: Grupo I:

controle; Grupo llI: células-tronco mesenquimais associadas a 50ug/mL de NCs da amostra RB; Grupo
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lll: 50ug/ml de NCs da amostra RB diluida em PBS; Grupo IV: sobrenadante das células-tronco

mesenquimais associadas a 50ug/mL de NCs da amostra RB. Grupo V: sem tratamento.

Grupo I - Controle

A Alvéolo Artéria Pulmonar Bronquiolo

Grupo IT - CTM + NCs

B Alvéolo Artéria Pulmonar

Grupo [II - NCs + PBS

C Alvéolo Artéria Pulmonar Bronquiolo
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Grupo VI - Sobrenadante CTM +NCs

D Alvéolo Artéria Pulmonar Bronguiolo

Grupo V — Sem tratamento

E Alvéolo Artéria Pulmonar Bronquiolo

5 DISCUSSAO

A Nanobiotecnologia é considerada a unica fusdo de biotecnologia e
nanotecnologia pela qual a microtecnologia classica pode ser incorporada a uma
abordagem biolégica molecular real. Essa nova unido cientifica pode facilitar a pesquisa,
integrando aplicagdes tecnoldgicas de ponta e nanotecnologia em questdes bioldgicas
contemporaneas [51]. Com estas perspectivas, se torna importante a utilizacado de
nanoparticulas no viés biolégico. Por este motivo, esse trabalho teve como objetivo
avaliar os diferentes NCs de TiOg, sintetizados pelo Instituto da Fisica da UFU para uso
na bioengenharia tecidual, quanto ao seu potencial de aglomeracgao, viabilidade celular,
internalizacao celular, migragao celular e produgdo de metabdlitos em ensaios in vitro.
Apds a escolha da melhor amostra de nanocristal, os ensaios in vivo foram realizados
para avaliar seu comportamento quanto a localizagao em diferentes 6rgaos.

Diversos estudos, “in vitro” e “in vivo”, tém mostrado resultados promissores no
beneficiamento da medicina regenerativa utilizando a terapia celular associada aos

biomateriais. Independentemente da metodologia para a sintese/fabricagdo do
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biomaterial, devem ser consideradas caracteristicas bioldégicas bem aceitas como
viabilidade celular (citotoxicidade), capacidade de migragédo e alteragéo tecidual. Um
controle rigoroso sobre esses aspectos € uma ferramenta poderosa para modular o
destino celular, orientando o comportamento e a resposta celular in vitro e in vivo. Na
regeneracao de um tecido danificado € necessario que o local da injuria fornega suporte
a migracgao, proliferacao e diferenciacao de células indiferenciadas[52].

O ensaio do DLS 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 materiais com
diferentes dimensdes. Assim, pode-se dizer que as propriedades dos nanomateriais de
uma determinada substancia dependem também do tamanho, pois determinam seu
comportamento, podendo ser totalmente diferente, como se tratasse de uma nova
substancia [53], principalmente quando na presenca ou auséncia de soro, pois ele
modula a eficiéncia de internalizacdo e os efeitos adversos dessas NPs [54]. Os
resultados referentes a amostra RB se destacaram porque os seus aglomerados
dispersos em meio completo (DMEM+BSA+SFB) apresentaram uma maior estabilidade,
0 que é extremamente importante na sua associagao as CTM-TAs com finalidades
terapéuticas. Em outros trabalhos ao preparar os NCs adicionado ao BSA observou-se
a estabilidade no tamanho dos aglomerados, comprovados pela analise de DLS [44, 55].

Quanto a viabilidade celular, em alguns estudos, a forma anatase promoveu
maiores danos celulares com alteragdes morfolégicas severas, como: ruptura dos
filamentos de actina e da membrana celular [56]. O Comité de Avaliagao de Risco (RAC)
da Agéncia Europeia de Produtos Quimicos (ECHA) concluiu, em junho de 2017, que o
TiO2 (em todas as suas formas) deve ser classificado como suspeito de ser cancerigeno
humano (categoria 2) por inalagcédo [67]. Porém, nossos resultados mostraram que a
metodologia utilizada para a sintese e preparo dos NCs n&o promoveram nenhuma
reducdo da viabilidade das CTM-TAs, pois a adicdo de peptideos, proteinas e
macromoléculas nos meios (por exemplo, albumina sérica bovina - BSA ou soro fetal
bovino - SFB) indicam que os NCs se mantém em um estado disperso estavel, o que
também pode facilitar o contato com as células [57].

Em estudos de genotoxicidade in vitro realizados com NPs de TiO2, os
pesquisadores utilizaram varios tempos de incubagéo, variando geralmente de 1 a mais

de 24 horas e nenhuma resposta genotoxica dependente do tempo foi identificada [58].
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Esses resultados estdo de acordo com os resultados obtidos nesse estudo, onde os NCs
da amostra RB tiveram um comportamento padréo de internalizagcéo pelo ensaio de
localizagao, pois quanto maior a concentragdo dos NCs, maior quantidade de NCs foram
detectados no citoplasma das células e sua presenca nao foi observada no nucleo.

Em um levantamento de estudos com NCs foi verificado que n&do ha nenhuma
pesquisa com a forma RB (rutilo-brookita), por isso ha a necessidade de mais pesquisas
deste nanocristal, ja que essa combinagao foi a que apresentou melhores resultados in
vitro nesse estudo.

O ensaio de wound healing (cicatrizagao de feridas) é particularmente adequado
para estudos de migragao direcional de células e sua regulagédo por interagdo celular
com matriz extracelular (MEC) e interagbes célula-célula. [59, 60], envolve interagdes
dinamicas entre varios tipos de células, com moléculas da matriz extracelular e produg¢ao
regulada de mediadores soluveis e citocinas [61]. A utilizaggo do NC RB, na
concentragdo de 50 pug/ml, aumentou a migragdo das CTM-TAs apos 24 horas, o que
sugere que esses NCs estimulam a secrecgéo de fatores que podem facilitar a migragéo
dessas células para o tecido alvo, podendo ser um componente essencial no
desenvolvimento de terapéuticas aprimoradas para a regeneracéo tecidual.

O estudo da utilizacdo de NCs de TiO2 associados a CTM-TA com objetivo de
regeneragcao O0ssea € extremamente importante, pois pode gerar tratamentos mais
eficazes, além disso alguns estudos ja demonstraram um alto potencial para o design de
novos biomateriais e scaffodls com base na anatomia do osso [62].

A metaboldmica tem ocupado um lugar importante na bioanalise e na investigagéo
biomédica nos ultimos anos, posicionando-se como a mais recente das tecnologias
“‘Gmicas” [63]. Na analise de espectrometria de massa foi encontrado no modo positivo
os componentes 437, 706 e 202 e no modo negativo o componente 339, ambos nas
amostras A e AR.

A identificacdo dos metabdlitos fosfoenfingolipidios subclasse ceramida
fosfoetanolamida demonstrou que os NCs estimulam a producdo de substancias
importantes para a sobrevivéncia e proliferagédo celular.

A producdo de substéncias analogas as bases esfingoides pode levar a novos
agentes antibacterianos, antifungicos, anticancer, anti-inflamatérios,
imunossupressores, entre outros. Sabendo que as CTM-TAs tratadas com NCs de TiO2
produzem esses metabdlitos, essa informacgao abre novas perspectivas para a aplicagao
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destes NCs, podendo ser futuramente utilizados como agentes antibacterianos,
antifungicos, anticancer, anti-inflamatorios, imunossupressores, entre outros.

Ja foi verificado que a maioria das células inoculadas por via intravenosa foram
encontradas localizadas nos pulmdes, sugerindo o aprisionamento celular nesse 6rgéo
e sendo um fator limitante para a entrega de células [64].

Nesse estudo, com a aplicagao local de CTM-TAs nao foi observado nenhum
aprisionamento destas células no pulmé&o, rim ou figado pelas imagens de fluorescéncia,
mas sim restrita ao local da aplicagdo (maxila), como foi verificado pelas imagens de
fluorescéncia, apresentando reducgao de efeitos secundarios.

Os nanomateriais, para fins de regeneragdo, podem ser aplicados localmente
sendo utilizados como material de enchimento ou como revestimentos de superficies,
sozinhos ou associados a células-tronco. Esses biomateriais podem influenciar o
comportamento celular direcionando e induzindo diversos processos celulares, como o
aumento da migracdo celular encontrado nesse estudo, que pode potencializar uma

terapia celular, por facilitar a migragao de células ao tecido alvo.

6 CONCLUSAO

Os NCs de TiO2 das diferentes amostras (A, AR, RA e RB) e concentragdes (5,
50, 100 e 200 pg) nao reduziram a viabilidade das CTM-TAs, apresentaram localizag&o
citoplasmatica e dispersédo estavel, bem como aumentaram a migracédo das CTM-TAs, o
que pode auxiliar em uma terapia celular na medicina regenerativa. Além disso, as CTM-
TAs associadas aos NCs de TiO2 liberam metabdlitos identificados como
fosfoenfingolipidios subclasse ceramida fosfoetanolamida, que sdo fundamentais para a
sobrevivéncia e proliferacdo celular, bem como em processos inflamatorios e

angiogénese.

Perspectivas Futuras

Identificacdo dos metabdlitos para melhor compreensao do mecanismo de agao
dos NCs, bem como novos estudos destes NCs talvez incluidos em alguma estrutura ou
scaffolds.
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