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INTRODUCAO

O tecido o6sseo é composto pela matriz e por células 6sseas. A principal funcao das unidades 6sseas multicelulares no esqueleto
adulto é mediar o rejuvenescimento do tecido. Células-tronco derivadas de tecido adiposo (Adipose Stem Cell - ASC) sao encontradas
na fracao vascular estromal do tecido adiposo como sendo células capazes de diferenciacao in vitro em varios tipos celulares,
incluindo osteoblastos. Galactomananas (GM) sao polissacarideos heterogéneos obtidos a partir do endosperma de sementes de
varias dicotiledoneas. O presente projeto visa padronizar a associacao das ASC de ratos Lewis com o biomaterial GM, caracterizar o
potencial de diferenciacao 6ssea das ASC associadas ao biomaterial e acompanhar a expressao génica nesse processo.

MATERIAIS E METODOS

Os polimeros sao GM pura, gelatina pura e GM diluida em
gelatina nas concentracdes de GM de 0,1%; 0,3% e 0,5%. As
ASC foram obtidas da regiao inguinal de ratos Lewis e
cultivadas in vitro. Em seguida, foram diferenciadas
(diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica),
associadas aos biomateriais e testadas quanto o potencial de
adesao celular. Durante este processo, sera analisada a
expressao de genes marcadores de diferenciacao e candidatos
a normalizadores (Tabelas 1 e 2) usando PCR em tempo real.
Os polimeros de GM foram testados quanto a sua possivel
citotoxicidade por teste de contato direto usando células L929
por 24h e 48h segundo normas da ISO 10993-5. A adesao
celular foi feita usando 3x105 células com tempo de incubacao
de 3 horas sob 2 cm2 do biomaterial.

RESULTADOS

As ASC isoladas sao capazes de proliferar e diferenciar in vitro
(controle, adipo-, condro-, osteogénese) em ambiente
bidimensional (Figuras 1A, 1B, 1C e 1D, respectivamente). O RNA
dessas diferenciacoes foram extraidos e cDNA sintetizado.
Quantos aos polimeros de GM, eles nao se mostraram citotoxicos
(Figura 2). As ASC aderiram aos polimeros em diferentes
concentracoes de GM nas seguintes taxas: 97,36% em gelatina
pura; 98,56%; em GM 0,1%; 98,2% em GM 0,3%; 93,95% em GM
0,5% e 99,06% em GM pura (Figura 3).

Tabela 1. Genes a serem analisados como marcadores de diferenciacao osteogénica, adipogénica e condrogénica.

Tabela 2. Genes a serem analisados como candidatos a normalizadores da expressao génica.

Figura 1. Cultivo de ASC de rato Lewis. (A) ASC indiferenciadas. (B) ASC submetidas a diferenciacdo adipogénica. E
coradas com Oil Red. (C) ASC sumetidas a diferenciacdo condrogénica. E coradas com Alcian Blue . (D) ASC
submetidas a diferenciacdo osteogénica e coradas com Alizarina.
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Figura 3 . Porcentagem de adesao celular nos polimeros de GM.

Figura 2. Ensaio de citotoxicidade por contato direto de acordo com ISO 10993-5 em polimeros de GM pura,
gelatina pura (gel pura) e GM diluida em gelatina nas concentracdes de GM de 0,1%; 0,3% e 0,5%. O controle é
representado pela auséncia de biomaterial (cultivo 2D). '
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

GM é um biomaterial com potencial para ser aplicado na engenharia de tecidos por ndo se 6 . BlosaUde

mostrar citotéxico e, nele, as ASC apresentaram boa taxa de adesdo. As células serdo Universidade Luterana do Brasil
caracterizadas quanto a expressao génica e proliferacao sob os polimeros de GM. Com esses ~

dados, poderemos definir as concentracoes de GM mais adequadas para serem associadas as
ASC que serao induzidas a diferenciacao osteogénica e implantadas lesdes dsseas in vivo.
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