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Resumo

A evolucdo da ciéncia tem proporcionado novas oportunidades que resultaram num
prolongamento e aumento da qualidade da vida humana. Uma dessas descobertas foi a
utilizacao de células estaminais para terapia celular, com o intuito de ajudar a reparar,
substituir ou regenerar tecidos ou orgdos. As células estaminais apresentam duas
propriedades especiais: o potencial de se diferenciarem em maultiplas linhagens e a
capacidade de se auto-renovarem. Existem dois tipos principais de células estaminais, as
embrionarias e as adultas. Entre estas Ultimas, estdo as células estaminais mesenquimais que
sao detentoras de um potencial multipotente, o que as torna muito atractivas para aplicacoes
clinicas, além de serem livres de objeccdes éticas.

Os dendrimeros sdao macromoléculas esféricas, com uma estrutura bem definida e com
uma superficie multivalente. Os dendrimeros de poli(amidoamina) (PAMAM) foram os
primeiros a ser sintetizados, caracterizados e comercializados. Estes podem apresentar
diferentes grupos funcionais a superficie que fazem variar as suas propriedades.

De facto, a semelhanca do que acontece com outros nanomateriais, € cada vez mais
comum a utilizacao de dendrimeros em associacdo com as células estaminais mesenquimais,
com o intuito de se encontrarem novas abordagens terapéuticas e metodologias de
diagnostico. Posto isto, o objectivo principal desta tese foi verificar se a capacidade de
diferenciacdo osteogénica e adipogénica destas células ndao era afectada na presenca de
dendrimeros PAMAM. Desta forma, procedeu-se ao estudo do efeito do tipo de funcionalizacao
a superficie, do nimero de geracdo e da concentracdo de dendrimeros na diferenciacao
celular. Foi avaliada a citotoxicidade através do teste de reducdo da resazurina e a
capacidade de diferenciacao através de marcadores bioquimicos e histoquimicos classicos
comummente utilizados na caracterizacao de culturas de osteoblastos e adipdcitos.

Constatou-se que a viabilidade celular é inferior quando as culturas se encontram em
contacto com dendrimeros carregados positivamente, enquanto que com dendrimeros
anidnicos ou neutros nao sofre nenhuma alteracdo. Em termos da diferenciacdo, mostrou-se

que esta nao é directamente afectada pela exposicao aos dendrimeros.

Palavras chave:

Células estaminais mesenquimais; diferenciacdo; dendrimeros poli(amidoamina);

citotoxicidade.
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Abstract

The evolution of science has provided new opportunities that resulted in prolonged
and improved quality of life. One of these findings was the use of stem cells for cellular
therapies, with the aim of repairing, substitute or regenerate tissues or organs. Stem cells
present two major properties: the capacity of differentiation into multiple lineages and the
capacity of self-renew. There are two types of stem cells, the embryonic and the adult.
Among the latter are the mesenchymal stem cells which are multipotent and free of ethical
issues, being thus attractive for clinical applications.

The dendrimers are spherical macromolecules with a very well defined structure and
with a multivalent surface. The poly(amidoamine) (PAMAM) dendrimers were the first ones
being synthesized, characterized and commercialized. They can present different surface
groups which are responsible for their properties.

In fact, in similarity with what happens with other nanomaterials, the use of
dendrimers in association with mesenchymal stem cells is becoming common for finding new
diagnostic methodologies and therapeutic strategies. The main goal of this thesis was, then,
to evaluate if the osteogenic and adipogenic differentiation potential of mesenchymal stem
cells was not affected by the presence of PAMAM dendrimers. For that purpose, the effect of
the type of surface functional groups, generation number and concentration of dendrimers on
cellular differentiation was studied. Cell viability was assessed by the resazurin reduction
assay and the differentiation capacity through classic biochemical and histochemical
parameters commonly used in the characterization of osteoblasts and adipocytes in culture.

Results have shown that cell viability was lower when the cultures were in contact
with cationic dendrimers, whereas, with anionic and neutral dendrimers there was no change.

On the other hand, cell differentiation was not directly affected by exposure to dendrimers.
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1. Células estaminais

A evolucdo da ciéncia tem dado origem a diversas descobertas que, de facto,
alteraram a nossa forma de pensar e proporcionaram novas oportunidades para melhorar a
qualidade de vida humana. Uma destas descobertas, ainda relativamente recente, diz
respeito a existéncia de células estaminais [1]. Em menos de uma década, os cientistas foram
capazes de isolar e expandir estas células em laboratorio, reconhecendo de imediato o seu
potencial de aplicacdo na medicina, nomeadamente na medicina regenerativa [1-3]. Face a
situacoes de trauma, doenca ou desgaste dos tecidos, o nosso organismo pode reagir de duas
formas distintas: por regeneracao ou por reparacao. Por vezes, estas duas possibilidades
podem ser confundidas, no entanto a regeneracao resulta em novo tecido que é indistinguivel
do tecido original, tanto na sua organizacao estrutural como no contetido celular e funcao, ja
a reparacao origina um elevado conteldo de tecido fibroso, formacao de cicatriz, organizacao
estrutural limitada e funcdes comprometidas [4]. A terapia celular usando células estaminais
surge neste contexto, com o intuito de ajudar a reparar, substituir ou regenerar tecidos ou
orgaos [2, 5].

Por definicao, as células estaminais sdo células precursoras imaturas dotadas de duas
propriedades principais, ou seja, a capacidade de se auto-renovarem dando origem a mais
células estaminais idénticas e de se diferenciarem ao longo de diferentes linhagens celulares
quando expostas a condicoes apropriadas [2, 6-9]. Existem alguns parametros a ter em
consideracao quando se fala em células estaminais. Um deles é o potencial de diferenciacao
que ira permitir com que estas sejam classificadas de diferentes formas. As células
totipotentes que resultam de ovulos fecundados logo a seguir a fertilizacao (fase de morula),
sendo células totalmente indiferenciadas que podem originar uma vasta gama de células do
organismo, bem como anexos embrionarios. As células pluripotentes que se podem diferenciar
em células provenientes de qualquer das trés camadas germinativas mas ndo originam anexos
embrionarios. As células multipotentes que podem, igualmente, dar origem a diferentes tipos
celulares embora de entre um leque mais apertado. Por fim, as células unipotentes que se
diferenciam somente num tipo celular, apresentando um potencial de diferenciacao muito
restrito [10-13]. Um outro parametro a considerar € a plasticidade que estas células parecem
apresentar. De facto, embora envolvendo ainda alguma controvérsia, existem varios trabalhos
publicados que mostram a capacidade das células estaminais nao s6 em se diferenciar, mas
também em reverter o seu estado de diferenciacdo e adquirir novas caracteristicas
fenotipicas [5, 6, 14-17].

As células estaminais podem ser divididas em duas categorias, embrionarias e adultas
[3, 5-7, 13, 18, 19]. As células estaminais embrionarias derivam de embrides primitivos,
normalmente da massa celular interna do blastocisto e apresentam a capacidade de gerarem
qualquer célula diferenciada do organismo (sdo pluripotentes) [2, 3]. As caracteristicas
basicas de uma célula estaminal embrionaria incluem a auto-renovacéo, a diferenciacdo em

multiplas linhagens in vitro e in vivo, um caridtipo normal e uma proliferacdo extensiva in
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vitro sob condicdes controladas [12]. Por sua vez, as células estaminais adultas fazem parte
de tecidos especificos do organismo adulto [2, 7], apresentando capacidade de se auto-
renovarem e de se diferenciarem em diferentes linhagens celulares especializadas,
permitindo a manutencao da integridade dos tecidos [12].

O potencial de diferenciacao que as células estaminais embrionarias apresentam, em
conjunto com a sua imortalidade, despertou o interesse da sua utilizacao como parte integral
no tratamento clinico moderno, fazendo destas as predilectas para aplicacdes biomédicas [3].
No entanto, existe uma enorme controvérsia em redor da sua utilizacdo, uma vez que é
necessario recorrer a destruicao de embrides para se conseguir obter estas células [16]. Com
o intuito de eliminar estas preocupacoes, tém sido seguidas diversas estratégias no sentido de
desenvolver novos métodos de obtencdo de células estaminais humanas sem levar a
destruicao dos embrides. Assim, o uso de células estaminais provenientes de tecidos adultos é
uma forma de contornar as questbes éticas que podem surgir da utilizacdo de células
embrionarias em aplicacdes biomédicas [16].

Na Tabela 1 estao descritas algumas das vantagens e desvantagens da utilizacao de

células estaminais adultas em relacao as embrionarias [6].

Tabela 1. Vantagens e desvantagens de células estaminais embrionarias vs células estaminais adultas.

Células estaminais embrionarias Células estaminais adultas
- Altamente expansiveis em cultura - Facil obtencao
- Pluripotentes - Sem objeccdes éticas

- Habilidade de expansao diferente
Vantagens - Uni-, multipotentes
- Transplantacao autoéloga, sem necessidade
de terapia imuno-supressiva

- Aplicacao clinica ja realizada

- Objeccoes éticas - Falta de marcadores especificos
Desvantagens - Dificeis de isolar
- Falta de marcadores especificos
- Predisposicao tumoral

As células estaminais adultas tém sido isoladas a partir de uma grande variedade de
tecidos e, em geral, o seu potencial de diferenciacao reflecte o seu ambiente local. Estas
células, quando expostas a sinais apropriados, podem diferenciar-se em células especializadas
[20]. O corpo humano possui um sistema enddgeno responsavel pela regeneracao e reparacao
dos tecidos. Especula-se que nele estejam envolvidas as células estaminais que se encontram
em tecidos adultos, existindo reservatérios de células regeneradoras prontas para serem
recrutadas e diferenciadas em resposta a condicoes de doenca/agressao dos tecidos [2, 20].

Exemplo disso, sdao as células estaminais que podem ser isoladas a partir da medula dssea.



Como ¢é possivel visualizar na Figura 1, a medula dssea apresenta na sua constituicao células
multipotentes que podem ser classificadas em células estaminais hematopoiéticas (HSCs) e
células estaminais mesenquimais (MSCs). Apesar de, in vitro, os osteoblastos, condrocitos,
adipocitos e mioblastos demonstrarem ser originarios das MSCs, a existéncia in vivo de um
Unico progenitor para cada uma destas linhagens mesenquimais é uma pergunta que
permanece sem resposta. As HSCs podem diferenciar-se em constituintes sanguineos, como as
plaguetas e os eritrocitos ou em células do sistema imunitario, como os monocitos,
neutrofilos, basofilos e eosindfilos [21]. Actualmente, € escassa a informacao sobre a biologia
enddgena da populacao de células estaminais adultas e o seu papel concreto na regeneracao
dos tecidos. O que é certo, é que estas células podem ser isoladas e expandidas em cultura

com facilidade, passando por diversas geracoes e mantendo sempre a sua capacidade de

diferenciacao. [2, 18, 22, 23].
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Figura 1. MSCs e HSCs na medula 6ssea e seu progresso celular [24].



2. Células estaminais mesenquimais

Foi no inicio do século XIX que surgiu a hipotese da existéncia de um precursor do
estroma que originasse as células mesodérmicas da medula dssea [25]. Cohnheim [26] admitiu
que os fibroblastos envolvidos no processo de cicatrizacao tinham origem na medula dssea. No
principio do século XX, Maximow [27] descreveu a relacao existente entre os constituintes
sanguineos acabados de formar e a mesoderme durante o processo de embriogénese. Estas
duas observacdes contribuiram para os primeiros indicios de que a medula dssea funciona
como um reservatorio de células que estdo envolvidas no processo de cicatrizacdo e na
hematopoiese [18]. Becker e seus colaboradores (1963) [28] foram os primeiros a estudar as
células estaminais. O seu estudo baseou-se na injeccao de células precursoras da medula
ossea em ratos que haviam sido irradiados, tendo-se verificado que os nddulos que se
desenvolveram no figado dos ratos eram proporcionais ao numero de células injectadas. Este
grupo concluiu que cada nodulo surgiu de uma Unica célula da medula. Mais tarde,
descobriram que estas células eram detentoras de uma capacidade infinita de auto-renovacao
[2]. As MSCs foram identificadas e isoladas pela primeira vez por Friedenstein (1966) [29],
seguindo-se variados trabalhos [30-36] com o intuito de estudar as propriedades destas

células, tal como se pode visualizar no cronograma seguinte.

18605 Cohnheim afirma que as células do estroma provém da medula.

» Maximow descobre a relacao entre hematopoiese e a mesoderme durante o desenvolvimento
embrionario.

« Becker e seus colegas comprovaram que as células estaminais sao detentoras de uma
capacidade infinita de auto-renovacao e diferenciacao.

« Friedenstein e seus colaboradores demonstraram que apods o transplante de células do estroma
da medula houve formacées 6sseas ectopicas.

« Friedenstein e seus colaboradores isolaram, em cultura, células aderentes a partir de medula
ossea.

« Owen, Caplan e colaboradores aperfeicoaram métodos de isolamento e marcadores celulares
(Crfiy para a identificacao das células estaminais mesenquimais.

» Realizaram-se os primeiros ensaios com transplante de MSCs em pacientes com transplante de
medula ossea (primeiro registo de auséncia de imuno rejeicao).

« Foram realizados ensaios com transplante de MSCs para tratar doencas imunologicas.

) - CECECECECECEC

Figura 2. Breve historial sobre as MSCs [18].

0 estudo de Friedenstein consistiu em incubar medula éssea em placas de cultura de
plastico, removendo as células ndao aderentes apos 4h. Foi obtida uma populacao celular

heterogénea, com células aderentes que exibiam um fendtipo em forma de fuso e que se
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multiplicavam rapidamente in vitro, originando unidades formadoras de colonias de
fibroblastos (CFU-Fs) que demonstraram ser detentoras de um potencial multipotente,

evidenciando possuir propriedades estaminais [2, 18, 22, 23].

As MSCs sao excelentes candidatas para a terapia celular pois:
i.  sdo facilmente acessiveis;
ii.  sao de simples isolamento;
iii. tém capacidade proliferativa elevada;

iv. sdo ndo imunogénicas e imunosupressivas.

Células similares foram isoladas a partir de tecidos mesenquimais diferentes
incluindo, tenddes, musculo esquelético, liquido e membrana sinovial, sangue periférico,
coracdo, derme, pulmdes, tecido adiposo, cartilagem, figado, pancreas, testiculos, fluido
amniotico, placenta, medula o6ssea, peridsteo, cordao umbilical, e polpa dentaria [2, 5, 10,
18, 21, 37-40].

Estas células tém a capacidade de se diferenciar em diferentes tecidos como, osso,
gordura, cartilagem, tendoes, tecido neuronal e musculo [2, 10, 20, 41]. Para além do seu
potencial de diferenciacao, estas desempenham um papel fundamental no suporte das HSCs
na medula o6ssea [20]. As MSCs representam uma pequena fraccdo (0,001-0,01%), da
populacéo total de células nucleadas existentes na medula dssea [42]. Apesar da sua reduzida
frequéncia, estas podem ser isoladas e expandidas com um elevado grau de eficiéncia, assim
como diferenciadas em mdltiplas linhagens celulares quando estimuladas por condicbes de
cultura definidas. O grande interesse suscitado por estas células parte do enorme potencial
que tém demonstrado em medicina regenerativa e na engenharia de tecidos. Os diversos
estudos pré-clinicos e clinicos efectuados mostraram que se deve valorizar o potencial
terapéutico das MSCs [20, 43, 44]. Alguns ensaios clinicos tém demonstrado que € possivel
efectuar o transplante de MSCs autdlogas e alogénicas sem que ocorra o risco de rejeicao
imunitaria [45, 46]. A capacidade imunossupressiva destas células também foi explorada no
tratamento de um paciente de oito anos com a doenca do enxerto contra o hospedeiro
(GVHD), sendo este tratado com sucesso através do transplante de MSCs [47]. No entanto,
apesar do seu valor terapéutico, ainda existem muitas questdes por esclarecer [37]. Em
primeiro lugar, a analise das suas caracteristicas bioquimicas nao traduz, necessariamente, a
sua aplicabilidade in vivo. Consequentemente, é critico mostrar que é possivel direccionar e
manipular a diferenciacao das MSCs in vivo de modo a que estas expressem propriedades de
cada tipo de tecido. Em segundo lugar, as descobertas feitas in vitro podem nao mimetizar
precisamente as vias de transducao de sinal que controlam o desenvolvimento das MSCs in
vivo. Finalmente, é sempre importante lembrar que apesar dos roedores serem modelos
excelentes estes nao podem predizer a resposta em modelos humanos. Apesar destas
limitacées, o estudo da diferenciacao de MSCs tem revolucionado os conhecimentos na
biologia celular [20, 37].



Devido a incoeréncia existente em relacdo aos termos e caracteristicas que definem
as células como MSCs, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) adoptou, em 2006,

uma posicao firme no que toca aos critérios minimos para a sua identificacao [48].

As MSCs necessitam, assim, de preencher trés requisitos:
i.  Aderéncia ao substrato plastico em condigcdes padrao de cultura;
ii. Expressao/auséncia de antigénios especificos;

iii. Potencial multipotente de diferenciacao in vitro.

Qualquer um destes critérios € aplicado somente em células estaminais mesenquimais
humanas (hMSCs). Actualmente, a definicdo de um perfil fenotipico especifico que permita
caracterizar as MSCs continua a ser alvo de estudo. Na Tabela 2 é possivel visualizar diversos

parametros que sdo comummente considerados para as distinguir de outras células [18, 48].

Tabela 2. Testes fenotipicos utilizados para caracterizar as MSCs [18].

Teste Fenétipo conhecido Método
Formacao de colonias Formacao de colonias apos isolamento Confirmacao de CFU-F
Imunofenotipo CD11-, CD14-, CD18-, CD31-, CD34-, CD40-, = FACS

CD45-, CD56-, CD80-, CD86-, MHCII-, CD29+,
CD44+, CD71+, CD73+, CD90+, CD105+,
CD106+, CD120a+, CD124, CD166+, Stro-1+,

ICAM-1+, MHCI+
Multipoténcia in vitro Diferenciacao em multiplas linhagens: Inducao com meio de
- Osteogénica cultura especifico

- Condrogénica

- Adipogénica

Formacao ectoépica de osso  Formacao ectoépica de osso na presenca de Transplante subcutaneo

minerais 0sseos

De forma geral, as MSCs sao isoladas a partir de aspirados de medula 6ssea. O método
tradicional mais utilizado é o isolamento directo do explante, sendo este colocado numa
placa de plastico com meio de cultura; as células distribuem-se e crescem aderindo ao
substrato durante o periodo de cultura. Outro método também muito frequente é a utilizacao
de uma centrifugacao diferencial em gradiente utilizando solucdes como o Percoll ou Ficoll,
no qual a amostra de medula ossea € sujeita a um fraccionamento que permitira a separagao
da populacao celular com base nas suas densidades, levando a um enriquecimento no nimero
de células mononucleadas que contém as MSCs [2, 20, 21, 49, 50]. No entanto, ambas as

técnicas sao inespecificas, dai serem também usadas outras técnicas complementares, como
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a técnica de separacdo celular activada por magnetismo (Magnetic-Activated Cell Sorting,
MACS) e a técnica de separacao celular activada por fluorescéncia (Fluorescence-Activated
Cell Sorting, FACS), devido a sua maior resolucdo. No primeiro caso, o alvo sao epitopos que
sdo marcados com pequenas esferas magnéticas cobertas com anti-corpos, sendo aplicado de
seguida um campo magnético externo de modo a separar as células marcadas positiva e
negativamente. No segundo caso, uma populacdo celular heterogénea é caracterizada e
separada com base na intensidade de fluorescéncia que emite. O citometro vai separar
somente as células cuja dispersdo de luz va de encontro com os parametros estipulados [18,
21, 22, 38, 49, 50]. Apesar destas duas Ultimas técnicas oferecerem um isolamento mais
eficaz, estas requerem equipamentos dispendiosos, fazendo assim com que as duas primeiras
técnicas sejam as mais utilizadas [2, 20, 22, 38].

Apos a extraccdo da fraccao de células mononucleadas, estas sao cultivadas em placas
de cultura de plastico, aderindo ao substrato e adquirindo uma morfologia fusiforme [2, 20,
22, 38, 48]. Apos uma fase de crescimento inicial demorada, as células dividem-se
rapidamente, com um tempo de duplicacao que depende do doador e da densidade celular
inicial [22]. Normalmente, as culturas primarias sdo mantidas durante 12 dias com mudanca
de meio de cultura a cada 2-3 dias, 0 que permite a remocao das células hematopoiéticas nao
aderentes. As células aderentes crescem em monocamada e, ao atingirem cerca de 80% de
confluéncia, realiza-se uma passagem de modo a expandir a cultura celular ou,
alternativamente, efectua-se a sua criopreservacao [38].

Actualmente, a capacidade de diferenciacao in vitro das MSCs em osteoblastos,
condrocitos e adipdcitos tem vindo a ser estudada e caracterizada por diversos laboratorios
[42, 51-59]. Em combinacdo com as vantagens de nao apresentarem risco imunogénico, serem
facilmente isoladas a partir de diferentes tecidos e expandidas in vitro, este facto permite
que estas sejam uma fonte promissora de células para a medicina regenerativa e para a

engenharia de tecidos [39].

2.1. Diferenciacao osteogénica

De acordo com a organizacdo mundial de saude, a pretérita década foi denominada
como “A década da articulacdo e do osso”. De facto, actualmente, tem-se verificado um
aumento no nimero de casos de doencas oOsseas, sendo estes normalmente tratados através
de transplantes 0sseos autologos (isto €, com origem no proprio doente) [39, 53]. Contudo, os
transplantes autélogos apresentam diversas desvantagens como a disponibilidade limitada e a
morbilidade do sitio doador [2, 39]. Posto isto, é inevitavel recorrer a alternativas distintas
como por exemplo estratégias que permitam utilizar MSCs de modo a promover a regeneracao

ossea local e sistémica.



2.1.1. Morfologia e marcadores de diferenciacao

Quando as MSC sao induzidas, in vitro, a diferenciarem-se em osteoblastos (células
capazes de sintetizar tecido dsseo), estas perdem a sua forma fibroblastica caracteristica e
adquirem uma forma cuboidal. Verifica-se uma maior producao de matriz extracelular,
constituida principalmente por colagénio tipo | (Col1) e, num estado mais avancado, formam-
se nodulos de mineralizacdo que podem ser corados positivamente por técnicas histoquimicas
adequadas como, por exemplo, as técnicas de von Kossa [60] (para a deteccao de depdsitos
de fosfatos) e a da alizarina vermelha [61] (para a deteccdo de depositos de calcio). O
conteido das culturas celulares em calcio pode ainda ser determinado através de ensaios
colorimétricos (espectrofotometria do visivel). Outro marcador classico da osteogénese é o
aumento da actividade da fosfatase alcalina (ALP) que ocorre numa fase inicial do processo e
que é, habitualmente, quantificado por determinacao da velocidade de transformacéo do p-
nitrofenilfosfato em p-nitrofenol (produto amarelo e passivel de ser analisado
espectrofotometricamente) [39].

Além dos parametros anteriormente referidos, & possivel recorrer a marcadores
génicos caracteristicos da osteogénese. Um deles, o Runt-related transcription factor-2
(Runx-2), é o agente responsavel pela expressao de genes 0sseos especificos como os genes
que codificam o osterix (Osx), a cadeia a-1 do colagénio tipo 1 (Col1a1), a osteocalcina (OC) e
a sialoproteina dssea (BSP). Nem todos os marcadores de osteogénese ocorrem ao mesmo
tempo. Como marcadores precoces da diferenciacao osteogénica sao conhecidos a actividade
da ALP e a producao de Runx-2, Collal, factor de transformacao de crescimento beta-1
(Transforming Growth Factor-81, TGF-B1), osteonectina (ON) e proteina morfogenética
ossea-2 (Bone Morphogenetic Protein-2, BMP-2). Por outro lado, a OC e a osteopontina (OPN)

sao normalmente expressas numa fase mais tardia [39, 62, 63].

2.1.2. Protocolos de diferenciacao

De uma forma geral, os protocolos padrao utilizados para induzir a diferenciacao
osteogénica in vitro utilizam suplementos que sao adicionados ao meio de cultura. Um dos
métodos mais utilizados consiste em cultivar as MSCs na presenca de dexametasona, B-
glicerofosfato e acido ascorbico. No entanto, é também possivel utilizar outros aditivos como
o TGF-B e proteinas da familia das proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) [39]. Cada um
destes suplementos é responsavel por desencadear uma resposta por parte das MSCs.

A dexametasona pertence a familia dos glucocorticéides, tendo-se revelado um
elemento essencial na diferenciacao destas células. Segundo o estudo desenvolvido por Walsh
e seus colaboradores [64], provou-se que quantidades de glucocorticoides superiores as
fisioldgicas resultam na inibicdo da funcao osteoblastica. As MSCs foram cultivadas na
presenca e auséncia de dexametasona com concentracdes que variaram de 10 pM a 1 pM,

durante 28 dias. Este autor concluiu que a concentracao critica ideal de dexametasona era de



10 nM, a correspondente a fisiologica. Quando a concentracéo é superior (-100 nM) provoca a
inibicao da diferenciacdo osteogénica e leva a osteoporose induzida por glucocorticoides.
Além disso, a proliferacao celular também é negativamente afectada, devido a inibicao da
sintese de colagénio.

De modo a que ocorra a mineralizacao da matriz € necessaria a presenca de calcio e
fosfato, sendo estes obtidos a partir do B-glicerofosfato que é hidrolisado enzimaticamente
através da ALP. Chung e seus colegas [65] demonstraram que a cultura de células
fibroblasticas em meio com B-glicerofosfato leva a formacao de minerais, aumenta a
actividade da ALP, assim como a sintese de proteinas e fosfolipidos. A concentracao
recorrente neste tipo de diferenciacdo é na ordem dos 5 a 10 mM.

0 acido ascorbico desempenha um papel fundamental como cofactor na hidroxilacao
dos residuos de prolina e lisina no colagénio Uma das dificuldades associadas ao acido
ascorbico é a sua instabilidade em solucao, especialmente sob condicdes de cultura padrao
(pH 7.5, 37°C, atmosfera com 5% CO,). Por este motivo, o acido ascorbico é adicionado fresco
sempre que se mudam os meios de cultura ou, alternativamente, é utilizado um derivativo, o
acido ascorbico-2-fosfato (Asc-2-P) que se tem revelado estavel sob condicoes padrao [66].
Estudos recentes demonstraram que a auséncia de Asc-2-P leva a reducao da expressao da
ALP e inibicdo na acumulacido de calcio, por outro lado, a presenca leva a um aumento da
regulacao dos genes relacionados com o ciclo celular e mitose [67]. Para este suplemento a
concentracao utilizada varia de 50 a 500 pM [39].

Podem ser utilizados diversos protocolos com o intuito de induzir a diferenciacao
osteogénica in vitro. Alternativamente a adicao directa no meio de cultura de proteinas
capazes de induzir a diferenciacao, € possivel diferenciar as MSCs através de uma transfeccao
com plasmideos contendo os genes codificantes dessas proteinas. Santos e colaboradores [68]
mostraram ser possivel a diferenciacao de MSCs in vitro transfectando-as com o gene da BMP-
2. Os autores mostraram, ainda, que nao era necessario uma elevada eficiéncia de
transfeccao para a osteogénese ocorrer, havendo a contribuicio para o processo de

mecanismos de accdo autdcrina e paracrina.

2.2. Diferenciacao adipogénica

Nos dias de hoje, a reparacao de defeitos em tecidos moles pode ser necessaria, como
por exemplo, nos procedimentos de reconstrucdo mamaria e no tratamento de queimaduras,
resseccao tumoral e defeitos congénitos. A utilizacdo de tecido adiposo autdlogo nao
apresenta uma taxa muito elevada de sucesso, uma vez que este tecido é avascularizado,
podendo ent&o ser reabsorvido; por outro lado, ndo é adequada a utilizacdo de um sistema de
fluxo sanguineo externo durante um longo periodo de tempo [39].

Tendo em conta o referido, a diferenciacdo de MSCs em células dos tecidos moles, como por

exemplo em adipocitos, é uma estratégia que se mostra apelativa.
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2.2.1. Morfologia e marcadores de diferenciacao

A diferenciacdo adipogénica (ou seja, com vista a formacao de adipocitos que sao
células responsaveis pela sintese e armazenamento da gordura no organismo) € um processo
que é caracterizado por uma sequéncia de eventos [69]. Quando as MSCs sdo sujeitas a
diferenciacdo adipogénica, estas perdem a sua forma fibroblastica e adquirem uma forma
esférica, passando a expressar diversos tipos de proteinas da matriz extracelular, como a
fibronectina, laminina e colagénio tipo I, Ill, IV, V e VI. Numa fase final, ocorre a acumulacao
intracelular de lipidos em vacuolos que podem ser corados positivamente com o corante o6leo
vermelho. A analise quantitativa dos lipidos pode ser obtida através da coloracao dos vaclolos
lipidicos com o o6leo vermelho, posterior extraccdo do corante absorvido pelas células com
isopropanol e doseamento por espectrofotometria. Outro marcador caracteristico é o
receptor activador de proliferacao de peroxisomas y-2 (peroxisome proliferator-activated
receptor, PPARy2) em combinacdo com proteinas estimuladoras de ligacdo a sequéncia
CCAATT (CCAAT-enhancer-binding proteins, C/EBP) que sao responsaveis pela inducdo e
progressao da adipogénese.

Os marcadores precoces caracteristicos da diferenciacdo adipogénica sdao a
lipoproteina lipase (LPL) - enzima que hidroliza os triglicéridos nas lipoproteinas - e a cadeia
a2 do colagénio tipo VI (Col6a2). Por outro lado, a leptina (hormona produzida pelos
adipocitos), a proteina de ligacao aos acidos gordos-4 (fatty acid binding protein 4/adipocyte
P2, FABP4/aP2) e a adiponectina sao normalmente expressas em etapas mais tardias do

processo [39, 69].

2.2.2. Protocolos de diferenciacao

A diferenciacao adipogénica utiliza também diversos aditivos que sdao adicionados ao
meio de cultura durante algumas semanas. Os mais utilizados sao a dexametasona, a
isobutilmetilxantina (IBMX), a insulina e a indometacina. Por outro lado, também é comum a
utilizacdo de triiodotrionina (T3), do acido ascorbico-2-fosfato (Asc-2-P) e do factor de
crescimento fibroblastico basico-2 (bFGF-2) [39].

A dexametasona ira ser responsavel pela acumulacdo do PPARy e C/EBP, cruciais para
a conversao adipogénica das células. O efeito positivo dos glucocorticdides na adipogénese
pode ser acentuado pelo IBMX, pois este é o agente responsavel pelo aumento da adenosina
3',5'-monofosfato ciclica (cAMP). Este aditivo aumenta a expressao da PPARy2 e LPL e diminui
a expressao de marcadores osteogénicos. A insulina é utilizada de modo a aumentar a
acumulacao de triglicéridos através da estimulacao da via Akt-TSC2-mTORC1. Por (ltimo, a
indometacina € um farmaco anti-inflamatério ndo esteroide que inibe a ciclooxigenase
bloqueando a diferenciacdo em osteoblastos e osteoclastos, enquanto promove o
comprometimento para a linhagem adipogénica [39, 69, 70]. Tal como na diferenciacao

osteogénica, é possivel utilizar diversos protocolos que permitam a inducdo da diferenciacao
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adipogénica, podendo variar, além dos aditivos anteriores, outros suplementos. E também

possivel recorrer a meios indutivos comercialmente disponiveis.

2.3. Aplicacoes terapéuticas

Como ja referido anteriormente, tem sido sugerido que as MSCs fazem parte de um
poderoso sistema de reparacao de tecidos e que podem funcionar como agentes terapéuticos
eficientes numa vasta diversidade de modelos experimentais [21]. Desde cedo sobressaiu a
sua aplicabilidade na area da engenharia de tecidos e da medicina regenerativa. Uma
pesquisa rapida no site http://clinicaltrials.gov, efectuada a 3 de Outubro de 2011, revela um
numero de 191 estudos clinicos registados envolvendo MSCs, efectuados ou a efectuar, a nivel
mundial.

De uma forma particular, as MSCs tém sido administradas localmente (nos locais
lesionados) com sucesso, em diversos modelos experimentais e humanos, como por exemplo,
em defeitos Osseos e cartilagineos, em fracturas mal-unidas, na osteogénese imperfeita, em
feridas cronicas da pele e na promocdo da neovascularizacdao de tecidos isquémicos [2, 18,
21, 41].

Uma outra possibilidade é a administracao sistémica de hMSCs, que se tem revelado
uma abordagem com sucesso na diminuicdo dos niveis de glucose em ratos diabéticos, na
reparacao de danos ao nivel dos rins e cérebro e no tratamento da osteogénese imperfeita e
anemia aplastica severa [21, 22, 71]. Apesar das tentativas de administracao sistémica de
MSCs, uma das maiores limitacbes desta abordagem é o baixo nimero de células que
realmente atingem o local desejado, aliado ao elevado nimero de células necessarias para
administrar [18, 21].

Se o defeito a reparar € imenso a ponto de necessitar de transplante de todo um
orgao e/ou tecido, a utilizacdo de componentes de matrizes (scaffolds) para entrega de MSCs
pode ser a abordagem mais apropriada. Este método encontra-se ainda em fase pré-clinica
em humanos embora ja existam estudos em modelos animais que tém demonstrado resultados
promissores [21].

Uma outra potencial aplicacao € a utilizacdo de MSCs geneticamente modificadas de
modo a entregar genes especificos num tecido ou organismo. Diversos modelos experimentais
tém recorrido a MSCs para que expressem BMP-2 de modo a promover a reparacdo oOssea e
cartilaginea ou, também, para producdo local de citocinas anti-inflamatorias de modo a
combater doencas auto-imunes. As propriedades anti-inflamatérias e imunomodulatoérias das
MSCs tém sido cruciais na utilizacdo destas como ferramentas terapéuticas em estudos in vivo

como, por exemplo, a GVHD e doencas auto-imunes [18, 21, 22, 72-74].
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2.4, Potenciais efeitos secundarios da terapia com MSCs

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), é seguro proceder-se ao transplante
de MSCs. Ao longo dos Ultimos dez anos, diversos ensaios clinicos com transplante de MSCs
tém mostrado a auséncia de efeitos adversos destas células sobre os seres humanos. Porém,
estudos pré-clinicos recentes vieram evidenciar potenciais riscos a longo prazo associados a
terapia com MSCs, que até entao nao haviam sido observados no curto periodo de tempo apds
a sua administracao. Nestes riscos, incluem-se uma diferenciacao celular distinta do
inicialmente programado, bem como imunossupressao e estimulo de crescimento de tumores
malignos. Estudos recentes em animais confirmam que as MSCs, quando administradas em
ratos com glomerulonefrite aguda, podem implantar-se nos tubulos renais e diferenciarem-se
de forma errada em adipdcitos que impedem o funcionamento normal do rim. Estas podem
também levar a formacdao de microembolias e, consequentemente, lesdes pulmonares. No
entanto, estes fenomenos s6 se verificaram em ratos imunocomprometidos, podendo nao
reflectir a resposta de hospedeiros imunocompetentes. Outra potencial complicacdo advém
das propriedades imunossupressivas das MSCs que podera afectar a imunovigilancia a
organismos patogénicos. O cancro é mais um dos possiveis efeitos adversos. Teoricamente, as
MSCs podem ser cancerigenas através da sua transformacao directa em células cancerigenas,
da interferéncia no metabolismo dos agentes quimioterapéuticos e/ou da supressdo da
resposta imunitaria anti-tumoral. Pacientes com elevado risco de malignidade ou de infeccoes
oportunistas nao sao bons candidatos para terapia com MSCs [13, 18, 75]. E curioso, pois
alguns investigadores estdo a utilizar as caracteristicas tumorais apresentadas pelas MSCs
como abordagens terapéuticas através de modificacdes genéticas com farmacos citoliticos de
modo a eliminar selectivamente o tecido cancerigeno [18, 76]. A utilizacdo destas
propriedades pode abrir novas oportunidades para a utilizacao de MSCs como agentes

transportadores de farmacos no contexto do cancro.
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3. Dendrimeros

A possibilidade de ajustar facilmente o tamanho, a topologia, a estrutura quimica e as
propriedades dos polimeros através da sintese quimica levou, inevitavelmente, a uma difusao
da sua utilizacdo nas mais variadas aplicacoes cientificas e tecnoldgicas, onde se incluem as
aplicacoes biomédicas [77]. Enquanto os polimeros tradicionais possuem uma massa molecular
indefinida (a eles estao associadas gamas de massas moleculares), os dendrimeros pertencem
a uma classe de macromoléculas ramificadas, regulares, com caracteristicas topoldgicas e
estruturais Unicas. O termo dendrimero foi inicialmente proposto por Tomalia em 1985 e
deriva da palavra grega ‘dendron’, que significa ‘arvore’, sendo assim escolhida devido a sua
disposicao estrutural. Os dendrimeros sao diferentes dos polimeros tradicionais uma vez que
apresentam uma estrutura tridimensional hiper-ramificada, um baixo indice de polidispersao
e elevada possibilidade de funcionalizacao [78-81]. Uma estrutura tipica dendritica é
constituida por trés diferentes partes topologicas:

a. o nucleo central;

b. o interior;

c. a periferia

Os dendrimeros sdo constituidos por diversas camadas, chamadas de “geracdes” (e

\

representadas pela letra “G”), partindo do nucleo central até a periferia (ver Figura 3),

classificando-se como nanomateriais por apresentarem dimensdes a escala nanométrica.

Figura 3. Representacdo esquematica de um dendrimero de geracao 4 (G4). Nesta figura é possivel
visualizar o crescimento das geracdes através das cores atribuidas, nomeadamente, a azul a geracao 1

(G0), a vermelho a G1 e assim sucessivamente.
No nucleo central é possivel encapsular diversas espécies quimicas protegendo-as do

ambiente exterior; o interior, que é constituido por unidades repetitivas, é responsavel pela

existéncia de espacos vazios permitindo um espaco flexivel onde também podem ser
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incorporadas diversas moléculas; a periferia ou grupos funcionais periféricos podem ser
modificados permitindo uma interaccao com o ambiente externo e definindo assim as
propriedades macroscopicas do dendrimero. Em contraste com os polimeros lineares,
ramificados e reticulados, a estrutura tridimensional dos dendrimeros conduz a propriedades
Unicas e, assim, a uma ampla gama de potenciais aplicacoes [77, 78].

As macromoléculas dendriticas tém tendéncia a aumentar linearmente em diametro e
a adoptar uma forma mais globular e simétrica conforme o aumento da geracdo. De forma
geral, os dendrimeros de GO até G3 apresentam uma estrutura aberta, flexivel e assimétrica,
com zonas internas desprotegidas, e devido a liberdade e mobilidade dos seus ramos é
possivel acomodar outras moléculas na sua superficie. Porém, os dendrimeros de G4 até G6
usufruem de uma estrutura globular e contém espacos internos vazios mais protegidos do
ambiente externo, podendo assim funcionar como transportadores de farmacos. Acima de G7,
os dendrimeros assemelham-se a estruturas esféricas solidas ou particulas cujo acesso interno
€ impossivel, com superficies altamente densas [77-79]. A maioria dos estudos tém sido
realizados com dendrimeros de poli(amidoamina) (PAMAM), uma vez que sao comercializados
desde a GO a G10, com uma grande variedade de grupos funcionais terminais (ex: amina,

hidroxilo e acido carboxilico) e pesos moleculares (Tabela 3).

Tabela 3. Dados relativos a diferentes geracoes de dendrimeros PAMAM com terminacdes amina (-NHy,

comercialmente disponiveis): peso molecular, didmetro e nimero de grupos a superficie.

Geracao Peso molecular (Da) Didmetro (A) Numero de grupos a superficie
(0] 517 15 4
1 1430 22 8
2 3256 29 16
3 6909 36 32
4 14214 45 64
5 28826 54 128
6 58048 67 256
7 116493 81 512
8 233383 97 1024
9 467162 114 2048
10 934720 135 4096

3.1. Sintese de dendrimeros

Os dendrimeros sao sintetizados através de reaccoes graduais totalmente
controlaveis. Existem duas estratégias principais que sdo utilizadas para sintetizar estruturas

dendriticas, nomeadamente, a abordagem divergente e a abordagem convergente.
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3.1.1. Método divergente

0 método divergente foi introduzido por Tomalia, Newkome e colaboradores no inicio
de 1980 [82, 83]. Neste método, a sintese dos dendrimeros ocorre através de uma abordagem
de camada-a-camada que se inicia a partir do nlcleo central em direccdo a periferia,
utilizando duas operacdes basicas: (1) o acoplamento das unidades repetitivas, e (2) a
desproteccdo ou modificacdo da terminacao dos grupos periféricos de modo a criar novos
grupos reactivos; este procedimento pode ser designado por ‘crescimento de uma geracao’. A
primeira geracdo € formada simplesmente pela ligacdo de uma unidade ramificada ao nicleo
central; no caso da segunda geracdo, os grupos periféricos da primeira geracao reagem com
as unidades ramificadas seguintes e assim sucessivamente. A desproteccao ou modificacao dos
novos grupos funcionais anexados resulta na geracao seguinte. O nimero de grupos funcionais

periféricos aumenta exponencialmente com o aumento da geracao.

3.1.2. Método convergente

Hawker e Fréchet foram os pioneiros na sintese convergente [84]. Este método
consiste na construcao de diversos ramos que posteriormente sdao acoplados ao nlcleo
central, sendo assim os dendrimeros construidos a partir da periferia em direccao ao nucleo.
As vantagens deste método assentam no baixo nimero de reacgdes simultaneas que ocorre
em cada passo, tornando menor a probabilidade de produtos defeituosos. Contudo, a medida
gue a geracao aumenta, os grupos reactivos tornam-se menos acessiveis diminuindo assim a
reactividade [77-81, 85-87].

Método divergente Método convergente
nticleo ¥
Geragao 0
Geracao 1 Unidades acopladas
¢ Geragao 2 P

Figura 4. Sintese divergente e convergente de dendrimeros. Neste esquema é possivel visualizar,
de forma simplificada, as duas principais estratégias utilizadas na sintese de dendrimeros. Na primeira,
a construcdao comeca no nlcleo em direccdo a periferia; na segunda, a construcao faz-se da periferia em

direccédo ao nicleo.

3.2. Propriedades dos dendrimeros

Ao longo dos ultimos anos, tem-se verificado um interesse crescente na utilizacao de
dendrimeros para fins terapéuticos e de diagnéstico [77, 85]. A medida que avanca o
conhecimento sobre as relagdes entre a arquitectura e composicdao dos dendrimeros com a

sua biocompatibilidade, retencado e distribuicdo no organismo e eficacia terapéutica/como
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agente de diagnostico, € possivel sintetizar dendrimeros ou sistemas derivados de
dendrimeros com maior especificidade e funcionalidade [85]. Uma vez que cada passo da
sintese é independente dos restantes, € possivel introduzir caracteristicas desejaveis nos
dendrimeros através das unidades repetitivas que vao sendo adicionadas. Tais caracteristicas
incluem: regides hidrofobicas ou hidrofilicas, presenca de grupos reactivos ou funcionais,
propriedades quelantes, nlcleos e revestimento diferentes, condutividade eléctrica,
divergéncia hemisférica, afinidade bioespecifica, fotoactividade, ou ainda a adicdo de pontos

de clivagem em locais especificos do dendrimero [77, 79, 88, 89].

3.2.1. Propriedades fisico-quimicas

Ao compararmos os dendrimeros com os polimeros tradicionais lineares, ramificados
ou reticulados, podemos ver que eles apresentam propriedades fisico-quimicas Unicas e
atractivas do ponto de vista das aplicacdes, a salientar:
a. Apresentam, de uma forma geral, uma elevada homogeneidade estrutural e
quimica;
b. As propriedades farmacocinéticas e a sua biodistribuicao podem ser alteradas
controlando o seu tamanho e conformacao;
c. Usufruem de uma multivaléncia e possibilidade de funcionalizacao selectiva,
devido ao crescimento exponencial do nimero de grupos periféricos a medida que

a geracao aumenta, assim como pela adicao de diversos grupos funcionais [85].

Apesar das suas vantagens, os dendrimeros defrontam-se com os mesmos obstaculos
que os polimeros lineares encontram ao transitarem da pratica laboratorial para a clinica.
Para serem totalmente aceites, os dendrimeros devem poder ser sintetizados e
funcionalizados com baixos custos de producao e, adicionalmente, passar por um rigoroso
controlo de qualidade [77, 85].

3.2.2. Propriedades biologicas

De modo a utilizar os dendrimeros em aplicacoes biomédicas, estes devem satisfazer
alguns requisitos minimos, tal como apresentarem baixa toxicidade (ou auséncia de
toxicidade). Os dendrimeros de elevada geracdo apresentam uma estrutura com superficie
densamente compacta e um espaco interior relativamente livre, que se encontra isolado do
ambiente externo. Portanto, a citotoxicidade destes dendrimeros é predominantemente
determinada pela natureza dos seus grupos periféricos. Para aplicacoes biomédicas,
adicionalmente a baixa citotoxicidade, a superficie dos dendrimeros deve apresentar uma
elevada solubilidade aquosa [78]. Os dendrimeros tém-se tornado excelentes candidatos como
agentes transportadores de farmacos e genes, tendo sido feitos estudos para relacionar o

tamanho do dendrimero, carga e composicao com propriedades bioldgicas relevantes, como
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sdao a interaccao com as bicamadas lipidicas, a citotoxicidade, a internalizacao celular, a
retencao sanguinea, a biodistribuicao e a filtracao renal [85].

Durante os ultimos anos, tém sido realizados diversos estudos sistematicos com o
proposito de compreender as relagdes entre a composicdo, arquitectura e propriedades dos

dendrimeros com vista a melhorar a sua biocompatibilidade [85].

3.3. Aplicacdes biomédicas

Os dendrimeros tém sido empregues numa enorme diversidade de aplicacoes
biomeédicas, a destacar [77, 79, 87, 90]:

a. Como transportadores de farmacos e genes. Através da ligacdo dos farmacos aos
dendrimeros é possivel aumentar a sua solubilidade aquosa, o seu tempo de
circulacao, direcciona-los para determinados tecidos, ultrapassar barreiras
biologicas e diminuir o metabolismo do farmaco;

b. Como agentes para criar ou aumentar o contraste em imagiologia médica. A
obtencdao de uma imagem in vivo de tecidos e oOrgdos é uma ferramenta de
extrema importancia em biomedicina, além de se tratar de um método nao
invasivo e que proporciona informacao abundante;

c. Scaffolds para reparacao/engenharia de tecidos. Embora a maioria das aplicacoes
refiram os dendrimeros como compostos homogéneos e sollveis, também podem

ser utilizados como estruturas insollveis de apoio para entrega de moléculas.

Além das aplicacoes anteriormente referidas, dendrimeros do tipo PAMAM e
propilenoimina (PPl), com diferentes grupos terminais, tém sido utilizados/estudados em
ressonancia  magnética, modelacdo/mimetizacdo de  proteinas/enzimas, estudos
neuroendocrinologicos, catalise, sensores, baterias, dptica, electronica, produtos de cuidado
pessoal e cosmética e, ainda, agentes de descontaminacao e anti-virais [78, 80, 85]. Um
exemplo de aplicacdo dos dendrimeros que esta, ja, disponivel no mercado, é o produto
VivaGel® que actua como agente anti-microbiano e anti-viral em produtos para a salde

sexual [91].
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4. Objectivos gerais da Tese

Neste capitulo, comecou-se por mostrar a importancia das células mesenquimais
estaminais em areas como a medicina regenerativa e a engenharia de tecidos, passando-se,
depois, a uma descricao das propriedades e aplicacdes dos dendrimeros na area biomédica.
De facto, a semelhanca do que acontece com outros nanomateriais, € cada vez mais
frequente a utilizacdo de dendrimeros em associacdo com as MSCs, no sentido de se
encontrarem novas abordagens terapéuticas e metodologias de diagndstico. Neste contexto, é
importante avaliar a influéncia dos dendrimeros nas propriedades das MSCS e, em particular,
verificar se a capacidade de diferenciacdao destas células ndo é afectada na presenca desses
materiais - é este o principal objectivo desta tese de mestrado. Recentemente, tém sido
feitos estudos desta natureza com MSCs mas que envolvem outros nanomateriais que nao os
dendrimeros [92-95]. Que seja do conhecimento da autora desta tese, até ao momento, nao
existem trabalhos publicados que tenham feito esta avaliacdo para os dendrimeros e, em
particular, para os dendrimeros PAMAM.

Em maior detalhe, esta tese teve como objectivos:

a) Modificar dendrimeros PAMAM contendo grupos amino (-NH,) a superficie (varias
geracgoes), utilizando métodos de sintese quimica adequados, por forma a obter
dendrimeros com diferentes grupos funcionais na periferia (nomeadamente,
grupos acetilo, hidroxilo e acido carboxilico; as novas moléculas assim obtidas
foram caracterizadas por Ressonancia Magnética Nuclear e o grau (extensdo) de
funcionalizacao obtido foi determinado;

b) Avaliar, in vitro, o efeito dos dendrimeros PAMAM na viabilidade (para o efeito,
foi usado o método de reducdo da resazurina) e capacidade de diferenciacao
osteogénica e adipogénica das MSCs (tal foi realizado através de marcadores
bioquimicos e histoquimicos classicos usados na caracterizacdo de culturas de
osteoblastos e adipocitos); neste ambito, foi estudado o efeito do tipo de
funcionalizacdo a superficie, do nimero de geracdo e da concentracdo dos

dendrimeros.
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Modificacao da superficie de dendrimeros PAMAM com

diferentes grupos funcionais



1. Introducao

O termo dendrimero pode-se referir a uma estrutura geométrica ou a moléculas
individuais com uma arquitectura tipo arvore que consiste em diversas unidades ramificadas
conectadas de forma simétrica a volta de um nucleo central [96]. Muitas das aplicacoes
biomédicas dos dendrimeros envolvem a ligacdo covalente de outras moléculas a superficie do
dendrimero ou a sua inclusdao dentro da estrutura ramificada. Estas moléculas podem
funcionar como ligandos com afinidade especifica para determinadas estruturas biologicas,
ligandos radioactivos ou fluorescentes (agentes de deteccdo) ou constituirem compostos
farmacologicamente activos [79]. Estes ligandos visam melhorar as propriedades dos
dendrimeros em aplicagbes biologicas, tais como aumentar a sua eficiéncia como agentes de
transfeccao, diminuir a sua citotoxicidade, melhorar a sua internalizacao, bem como ajudar o
seu direccionamento estruturas biologicas ou as células alvo, quaisquer que sejam as
condicoes, in vitro ou in vivo [78].

Os dendrimeros PAMAM pertencem a uma familia de nanoparticulas sintéticas,
altamente ramificadas, com peso molecular reduzido, que crescem a partir de uma molécula
central, a etilenodiamina (EDA) [97]. Estes possuem aminas primarias na extremidade de cada
ramo e aminas terciarias em cada ponto de ramificacao [97, 98]. O elevado nivel de controlo
sobre a arquitectura, tamanho, forma, comprimento dos ramos, densidade e grupos terminais
tornam os dendrimeros PAMAM agentes ideais para aplicacbes biomédicas [99]. As
propriedades desejadas podem ser obtidas através da modificacdo dos grupos terminais [78,
100]. Os dendrimeros PAMAM apresentam uma boa solubilidade aquosa e podem apresentar
diferentes cargas. Quando em solucdo, podem ser policatiénicos ou polianidnicos,
dependendo da sua estrutura, grupos terminais e parametros da solucdao, como o pH,
solvente, temperatura e concentracao [80, 96, 101]. A pH fisiologico (7.4), a maioria das
aminas primarias encontra-se protonada e, a pH 4, também todas as aminas terciarias. O
nivel de protonacao dos dendrimeros PAMAM pode ser modificado através da alteracao do pH
da solucdo que, por sua vez, ira afectar significativamente a sua estrutura [98, 102]. A pH
elevado (pH>10) os dendrimeros PAMAM adoptam uma conformacao mais globular, uma vez
que a molécula se torna neutra. O pH baixo leva a conformacdes estendidas devido as
repulsoes electrostaticas entre as cargas positivas dos grupos amina [80].

Estes dendrimeros sdo considerados seguros e nao imunogénicos e podem, ainda,
funcionar como vectores poliméricos catidnicos com elevada eficiéncia para entrega de
material genético nas células [88, 103, 104]. No que toca a citotoxicidade dos dendrimeros
PAMAM, normalmente, é considerada dependente da dose/concentracao, exposicao, duracao,

geracao e da natureza dos seus grupos terminais (Figura 5) [99].
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Figura 5. Dendrimeros PAMAM com diferentes grupos terminais. Alguns destes grupos sao responsaveis

por adicionar caracteristicas funcionais ou reactivas, enquanto outros modificam somente a

solubilidade.

Segundo o trabalho desenvolvido por Domanski [105] e por Dobrovolskaia [106], os
dendrimeros cationicos com grupos de superficie carregados positivamente desestabilizam a
membrana celular provocando a sua lise e também possuem um efeito hemolitico. Os
dendrimeros anionicos com grupos carboxilo ndo sdo citotoxicos e quando incubados com
eritrocitos em plasma sanguineo formam agregados celulares. Os dendrimeros de elevada
geracdo (superiores a G5) sdo os mais citotoxicos. A carga e a distribuicdo de grupos
funcionais desempenham um papel fundamental na determinacdo das propriedades fisico-
quimicas do produto final e influenciam as interaccoes com as entidades bioldgicas [78, 80].

A maior parte dos estudos com dendrimeros PAMAM tem como base parametros como
o seu peso molecular tedrico. Os parametros moleculares (ex: o nUmero de aminas primarias
e terciarias e a massa molecular) dos dendrimeros PAMAM e seus derivados sao deduzidos a
partir de estruturas tedricas, o que leva a possibilidade de inconsisténcia com amostras reais
de polimeros que, naturalmente, apresentam defeitos estruturais [100]. Ao modificar a
superficie do dendrimero, frequentemente, surgem novas estruturas conjugadas complexas
fazendo com que sejam necessarias metodologias que permitam uma caracterizacao
analitica.

A caracterizacdao de dendrimeros € uma tarefa ardua, tendo sido usadas diversas
técnicas para esse efeito, tais como: ressonancia magnética nuclear acoplada a
espectrometria de massa (Nuclear Magnetic Resonance-Mass Spectrometer, NMR-MS),
cromatografia de permeacao em gel (Gel Permeation Chromatography, GPC), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (High-performance liquid chromatography, HPLC), cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC), ionizacao por
bombardeamento com atomos rapidos acoplada a espectrometria de massa (Fast Atom

Bombardment-Mass Spectrometry, FAB-MS), ionizacdo por electrospray acoplada a
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espectrometria de massa (Electrospray lonization Mass Spectrometry, ESI-MS), espectroscopia
do ultravioleta-visivel (Ultraviolet-visible spectroscopy, UV-Vis), espectroscopia de
infravermelho por transformada de fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR),
espectrometria de massa com analisador de tempo de voo e ionizacao por desadsorcao de
matriz assistida a laser (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation-Time of Flight Mass
Spectrometry, MALDI-TOF-MS), microscopia electronica e de forca atomica, dispersao de
raios-X de pequenos angulos (Small-Angle X-ray Scattering, SAXS), dispersao de neutrdes de
pequenos angulos (Small Angle Neutron Scattering, SANS), dispersao dinamica da luz
(Dynamic Light Scattering, DLS), titulacdo potenciométrica, cromatografia de exclusao
molecular (Size-Exclusion Chromatography, SEC), electroforese em gel de poliacrilamida
(Polyacrylamide  Gel Electrophoresis, PAGE) e electroforese capilar (Capillary
Electrophoresis, CE) [80, 96, 103, 107]. A caracterizacdo dos dendrimeros deve envolver
varios métodos diferentes para ser o mais completa possivel. Por exemplo, a aplicacao de
métodos de particdo de fase como a cromatografia e a electroforese sao Uteis, mas nao
fornecem informacao acerca da natureza dos defeitos. Os métodos de espectrometria de
massa podem fornecer pesos moleculares precisos, mas nao proporcionam informacao
quantitativa suficiente em relacdo a distribuicdo dos materiais. A Ressonancia Magnética
Nuclear é uma ferramenta crucial para a analise da qualidade e pureza dos dendrimeros, mas
nao consegue determinar a sua distribuicao molecular [96].

Nesta fase do trabalho, o objectivo principal foi modificar a superficie de
dendrimeros PAMAM de diferentes geracées com diferentes grupos funcionais, tendo como
base o trabalho de Shi e colaboradores [100]. Nesta etapa, utilizaram-se dendrimeros PAMAM
com terminacoes amina (PAMAM-NH,), de geracoes G2, G5 e G7, que funcionaram como
materiais de partida, sendo posteriormente sintetizados dendrimeros PAMAM com grupos
terminais acetilo (PAMAM-Ac), hidroxilo (PAMAM-OH) e acido carboxilico (PAMAM-COOH)
(Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica das reaccoes de sintese de modo a modificar a superficie dos

dendrimeros PAMAM-NH, de G2, G5 e G7.

Foi utilizada a técnica de ressonancia magnética nuclear de protao (H' NMR) para a
caracterizacdo dos dendrimeros obtidos e a extensao da modificacdo da superficie dos
dendrimeros foi avaliada através da determinacdo experimental do conteldo de aminas

primarias por ligacao ao acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS).
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2. Seccao Experimental

2.1. Materiais e reagentes

Os dendrimeros PAMAM geracédo 2, 5 e 7, com nUcleos de EDA e terminagdo amina,
foram adquiridos a Dendritech, Inc. (EUA), em solucao de metanol. O anidrido acético (Ac,0),
a trietilamina (TEA), o anidrido succinico (SAH), o glicidol (Gly) e todos os restantes materiais
e solventes foram comprados a SIGMA-ALDRICH. A agua utilizada foi purificada através do
sistema de purificacao Mili-Q Direct 8. A membrana de dialise com um cut-off molecular
(Molecular Weight cut-off, MWCO) de 100-500 e 12-14000 Daltons (Da), foi obtida da

MEDICELL International e da Spectrum Laboratories, respectivamente.
2.2. Modificacao da superficie de dendrimeros PAMAM

2.2.1. Introducéo de grupos terminais acetilo (PAMAM-Ac)

Num baldao de fundo redondo, foi dissolvida uma massa adequada de dendrimero
PAMAM-NH, em 5 mL de metanol e, de seguida, apos adicdo de TEA, a solucdo foi colocada
sob agitacao. Posteriormente, foi adicionado a mistura anterior, Ac,0 (razao molar de Ac,0/-
NH; = 4:1) em 5 mL de metanol. A reaccdo ocorreu a temperatura ambiente, sob agitacdo,
durante 24 h. O metanol foi entdao removido da mistura num evaporador rotativo,
procedendo-se de seguida a diluicao do produto em 5 mL de agua ultra-pura e a dialise (para
G2 membrana com MWCO 100-500 e para G5 e G7 membrana com MWCO 12-14000 Da) em
agua destilada (6 vezes, 2 L), durante 2 dias, de modo a remover o excedente de reagentes
que ndo reagiram e os sub-produtos. A agua foi depois removida do produto final e este
colocado a -20°C.

Na Tabela 4, é possivel ver quais as quantidades de TEA e Ac,0 correspondentes as

massas de dendrimeros pesadas.

Tabela 4. Volume de TEA e Ac,0 adicionados a cada reaccao de sintese.

Dendrimero Massa (mg) TEA (pL) Ac,0 (pL)
G2-Ac 12,16 33,28 22,53
G5-Ac 7,13 16,80 11,40
G7-Ac 9,77 23,90 16,20

2.2.2. Introducao de grupos terminais hidroxilo (PAMAM-OH)

Num baldo de fundo redondo, uma massa adequada de dendrimero PAMAM-NH, foi
dissolvida em 5mL de metanol, sendo depois a solucao colocada sob agitacao.

Posteriormente, foi adicionado a mistura, Gly (razdo molar de Gly/-NH, = 4:1) em 5 mL de
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metanol. A reaccao ocorreu a temperatura ambiente, sob agitacao, durante 24 h. O metanol
foi entao removido da mistura num evaporador rotativo, procedendo-se de seguida a diluicao
do produto em 5 mL de agua ultra-pura e a dialise (para G2 membrana com MWCO 100-500 e
para G5 e G7 membrana com MWCO 12-14000 Da) em agua destilada (6 vezes, 2 L), durante 2
dias, de modo a remover o excedente de reagentes que nao reagiram e os sub-produtos. A
agua foi depois removida do produto final e este colocado a -20°C.

E possivel visualizar, na Tabela 5, os volumes adicionados de Gly correspondentes a

quantidade de dendrimero pesada.

Tabela 5. Volume de Gly acrescentado as reaccdes de sintese.

Dendrimero Massa (mg) Gly (pL)
G2-OH 11,24 14,65
G5-OH 8,67 9,7
G7-OH 11,93 13,91

2.2.3. Introducéo de grupos terminais acido carboxilico (PAMAM-COOH)
e Dendrimeros G2-COOH

Num baldo de fundo redondo, foram dissolvidas 10,02 mg de dendrimero PAMAM-NH,
em 5 mL de metanol e a solucao foi colocada sob agitacdo. Posteriormente, foi adicionado a
mistura anterior 19,7 mg de SAH (razao molar de SAH/-NH, = 4:1) em 5 mL de metanol. A
reaccao ocorreu a temperatura ambiente, sob agitacdo, durante 24 h. O metanol foi entéo
removido da mistura num evaporador rotativo procedendo-se, de seguida, a diluicao do
produto em 5 mL de agua ultra-pura e a dialise (MWCO 100-500 Da) em agua destilada (6
vezes, 2 L), durante 2 dias, de modo a remover o excedente de reagentes que nao reagiram e

sub-produtos. A agua foi depois removida do produto final e este colocado a -20°C.
e Dendrimeros G5-COOH e G7-COOH

Num baldo de fundo redondo, foi dissolvida uma porcdo adequada de dendrimero
PAMAM-NH, em 5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e a solucdo foi colocada sob agitacdo.
Posteriormente, foi adicionada a mistura anterior uma massa de SAH (razao molar de SAH/-
NH, = 4:1) em 5 mL de DMSO. A reaccdo ocorreu a temperatura ambiente, sob agitacao,
durante 24 h. A mistura foi adicionado 5 mL de agua ultra-pura, realizando-se, depois, uma
dialise (MWCO 12-14000 Da) em agua destilada (6 vezes, 2 L), durante 2 dias, de modo a
remover o excedente de reagentes que nao reagiram e sub-produtos. A agua foi depois
removida do produto final e este colocado a -20°C.

De acordo com as massas pesadas de dendrimero, é possivel visualizar na Tabela 6 o

valor correspondente de SAH.
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Tabela 6. Volume de SAH adicionado as reaccdes de sintese

Dendrimero Massa (mg) SAH (pL)
G5-COOH 11,42 19,36
G7-COOH 11,23 19,75
2.3. H'NMR

Os dendrimeros PAMAM e seus derivados foram caracterizados por H' NMR, utilizando
agua deuterada (D,0) como solvente, num espectrometro de NMR (Bruker Avance Il de 400

MHz). Os desvios quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm).

2.4, Determinacao experimental do conteudo de aminas primarias dos

dendrimeros

O nUmero de aminas primarias dos dendrimeros foi determinado por
espectrofotometria apos a reaccao dos grupos aminas livres com o TNBS, como descrito na
literatura [108], e utilizando uma recta de calibracao de glicina. As solucées padrao e as
amostras foram diluidas em tampao de tetraborato de sodio 0,1 M, obtendo-se um volume
final de 1mL. A cada padrao e amostra adicionou-se 25 pL de TNBS (0,03 M) diluido em agua.
Apos a incubacao no escuro, a temperatura ambiente, durante 25 min, a absorcdo foi medida
a 420 nm num espectrofotometro UV-VIS (GBC-Cintra 40).

Foram realizadas medicoes em triplicado e de forma independente.
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3. Resultados e discussao

3.1. H'NMR

Com o intuito de confirmar a modificacao da superficie dos dendrimeros PAMAM-NH,,
procedeu-se a caracterizacdo por espectroscopia 'H NMR, utilizando D,0 como solvente,
obtendo-se os espectros expostos nas Figuras 7, 8 e 9. Os estudos por NMR proporcionaram
informacdo qualitativa sobre os derivados dos dendrimeros sintetizados, sendo esta
independente da geracado. A Unica diferenca a ter em consideracao é que, com o aumento da

geracao, mais amplos foram os picos de NMR e menor a sua resolucao [100]
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Figura 7. Espectro de "H NMR de (A) G2-NH,, (B) G2-Ac, (C) G2-OH e (D) G2-COOH.
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Figura 8. Espectro de "H NMR de (A) G5-NH,, (B) G5-Ac, (C) G5-OH e (D) G5-COOH.
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Figura 9. Espectro de "H NMR de (A) G7-NH,, (B) G7-Ac, (C) G7-OH e (D) G7-COOH.

.

De acordo com estudos desenvolvidos por Santos e colaboradores [73, 88, 104], o
espectro de "H NMR dos dendrimeros PAMAM-NH, (espectro (A) das figuras anteriores) revela
multiplos picos entre 6 = 2,2-3,4 ppm, 0 que vai de encontro com os espectros obtidos dos
dendrimeros PAMAM-NH,. Segundo os estudos desenvolvidos por Shi [96, 100, 109, 110], a
presenca de & relacionados com o PAMAM-OH no espectro 'H NMR (a 2.47, 3.40, 3.46, 3.66,
3.75 ppm) obtido por este grupo, vai de encontro aos picos das Figuras 7, 8 e 9 (C),
confirmando desta forma a modificacao da superficie. No que toca aos dendrimeros PAMAM-
COOH, este mesmo investigador também demonstrou por 'H NMR uma distribuicdo de picos
(2.38, 2.69, 2.72, 3.23, 3.29, 3.40, 3.58 ppm) [109], estes picos encontram-se em
conformidade com os adquiridos nos espectros anteriores (2.44, 2.63, 2.74, 3.30, 3.44, 3.63,
3.69 ppm) nas Figuras 7, 8 e 9 (D). Em concordancia com o espectro obtido para os
dendrimeros PAMAM-Ac, estdo os estudos desenvolvidos por Patil [111]. Neste estudo, sao
reportados valores de 0 (1.98, 2.40-2.50, 2.62-2.73, 2.82-2.92, 3.26-3.37 ppm) que vao de
encontro aos apresentados nos espectros anteriores (1.98, 2.43, 2.65, 2.83, 3.30 ppm) nas
Figuras 7, 8 e 9 (B).

Em qualquer um dos espectros obtidos anteriormente, por vezes os picos nao sao
totalmente coincidentes com os valores ja reportados devido a sobreposicao dos picos que
nem sempre permite uma distincdo correcta. Posto isto, os dados obtidos vém confirmar as
estruturas dos dendrimeros modificados, apesar de ndo fornecerem informacdo acerca do

grau de modificacao.
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3.2. Determinacao experimental da extensdo da modificacdo efectuada

na superficie dos dendrimeros

A utilizacdo do método do TNBS como reagente para determinacdo da concentracao
de aminas tem-se revelado amplamente aceite desde que este foi introduzido, em 1960, por
Satake [112]. Desde entao, o procedimento normal foi submetido a modificacbes por
Mokrasch [113], com o objectivo de quantificar as aminas, aminoacidos e proteinas em
misturas. Em ambos os métodos, a reaccao de trinitrofenilacdao é seguida de uma etapa de
interrupcao da reaccdo, apds a qual o conteudo de aminas é relacionado com a absorvancia a
420 nm.

Ao contrario do que foi anteriormente descrito, Snyder [108] mostrou que o conteldo
de aminas poderia ser relacionado directamente com a absorvancia a 420 nm ap6s um curto
periodo de incubacdo da mistura reaccional (15-30 min) e a supressao da etapa de
interrupcao da reaccao. Este método apresenta uma sensibilidade superior aos procedimentos
anteriormente descritos. Neste trabalho usou-se esta Ultima abordagem.

Como ja referenciado, o TNBS fixa-se aos grupos amina livres dos dendrimeros,
formando compostos corados que podem ser detectados a 420 nm. Apds a leitura no
espectrofotometro, procedeu-se ao calculo do nimero de aminas primarias de cada uma das
amostras através da equacao da recta de calibracdo de glicina. Os resultados estao expostos
na Tabela 7.

Tabela 7. Média do nimero de aminas primarias nos dendrimeros PAMAM e seus derivados.

NUumero de aminas primarias

Valor teorico Valor experimental
G2-NH, 8 8,98 + 1.87
G2-Ac 0,96 + 0,51
G2-COOH 0 7,04 + 1,50
G2-OH 1,59 + 0,08
“ G5-NH, 128 106,12 + 8,39
g G5-Ac 16,85 + 0,57
5 G5-COOH 0 6,48 + 2,92
§ G5-OH 58,58 + 5,65
G7-NH, 512 456,25 + 186,32
G7-Ac 71,97 + 12,82
G7-COOH 0 76,16 £ 5,45
G7-OH 54,43 + 5,53

Ao analisarmos os resultados apresentados na tabela, verifica-se que o conteudo de
aminas dos dendrimeros PAMAM-NH, de geracao 2 vai de encontro aos valores teodricos. Para
geracoes mais elevadas, possivelmente devido a imperfeicdes na estrutura (levando a um

menor numero de ramificacdes do que o esperado teoricamente) ou que ao facto de nem
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todos os grupos amina a superficie dos dendrimeros estarem expostos por forma a poder
reagir (ou seja, alguns estdao “enrolados” para o interior do dendrimero), o valor obtido
experimentalmente para o niUmero de aminas primarias a superficie € menor do que o valor
teorico. Por outro lado, quando se trata dos derivados é possivel visualizar que a modificacao
da superficie nao foi conseguida a 100%, uma vez que, neste caso, seria de esperar valores

proximos de zero para o conteldo de aminas primarias livres.

4. Conclusao

Em suma, foram modificados dendrimeros PAMAM com terminacdées amina (PAMAM-
NH,; geracdes G2, G5 e G7) por forma a ficar-se com grupos acetilo, hidroxilo e acido
carboxilico a superficie (PAMAM-Ac, -OH e -COOH). Estes novos dendrimeros foram
caracterizados por 'H NMR, por forma a confirmar a presenca dos novos grupos funcionais a
superficie, e o grau de modificacdo foi determinado através da medicao do conteldo de
aminas pelo método do TNBS. Embora os espectros de 'H NMR tenham confirmando a
presenca dos novos grupos funcionais na superficie dos dendrimeros, a funcionalizagdao néao

ocorreu a 100%.
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= Capitulo |l

Avaliacao do efeito de dendrimeros com diferentes grupos
funcionais a superficie na diferenciacdao de MSCs em

osteoblastos e adipdcitos



1. Introducao

Durante a Ultima década, tém sido feitos esforcos no sentido de desenvolver
nanoparticulas e nanodispositivos capazes, ndo so6 de actuar como sondas, como também de
manipular células e biomoléculas a escala de escassos nanometros [114]. Estes dispositivos
podem estimular, responder e interagir com células e tecidos alvo a fim de induzir respostas
fisiologicas desejadas, enquanto minimizam os efeitos adversos [114, 115]. As propriedades
quimicas e fisicas dos materiais alteram-se notavelmente com o seu tamanho [115]. Estes
avancos tém proporcionado oportunidades para analisar o processo envolvido no
funcionamento da maquinaria celular, bem como as forcas intervenientes e as interaccoes
entre células, proteinas e acidos nucleicos [114].

A transcricao e traducao dentro de um organismo celular ocorre dentro de uma escala
sub-nanométrica. Com o aparecimento de tecnologias e técnicas que permitem criar
materiais suficientemente pequenos para interagirem selectivamente com as moléculas
bioldgicas, tal como os acidos nucleicos e proteinas, novas oportunidades para estudar as
actividades a nivel celular comecam a ser disponibilizadas [114-116]. As nanoparticulas sao
materiais que apresentam dimensoes numa escala de aproximadamente 1-1000 nm [117]. As
particulas de tamanho nanométrico encontram-se na mesma dimensdao que os anticorpos,
receptores de membrana, acidos nucleicos e proteinas, entre outras biomoléculas. Estas
caracteristicas biomiméticas, em conjunto com uma razao area de superficie/volume elevada
e a possibilidade de modular as suas propriedades, torna as nanoparticulas poderosas
ferramentas para serem usadas em diagnostico, imagem e terapia [115-117]. No entanto, as
nanoparticulas também podem apresentar efeitos indesejaveis e serem citotdxicas e/ou
induzirem alteracées no potencial de auto-renovacdo e de diferenciacdo das células
estaminais [117]. As nanoparticulas com um diametro de poucos nanémetros (2-10 nm, por
exemplo, os dendrimeros), podem ser internalizadas pelas células estaminais. A superficie da
nanoparticula desempenha um papel fundamental no controlo deste processo. Na maioria dos
casos, a carga da superficie funciona como uma forca motriz e define qual o processo de
internalizacao [117].

A terapia com células estaminais € uma area de investigacdo que se encontra em
constante evolucdo. As MSCs tém recebido uma atencdo consideravel no campo da terapia
celular devido a capacidade de diferenciacdo em diversos tecidos de origem mesenquimatosa
(por exemplo, osso, cartilagem, gordura, tenddes, ligamentos e outros tecidos conectivos),
tornando-as excelentes candidatas para terapias celulares e de substituicao de tecidos [5,
115]. No entanto, existem ainda alguns obstaculos no que respeita ao direccionamento de
células estaminais no interior do corpo humano, incluindo os problemas de alojamento e
fixacdo das células no local desejado e na diferenciacao das células estaminais em direccoes
tipos celulares especificos. As nanoparticulas tém sido utilizadas com o intuito de ultrapassar
estes desafios na aplicacao terapéutica de células estaminais [115]. A actividade terapéutica,

assim como a toxicidade dos nanomateriais, depende das interaccdes especificas com a
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membrana celular e com os mecanismos de comunicagao para o citosol e nicleo [118]. Apesar
da ampla variedade de aplicacbes das nanoparticulas no campo das células estaminais, existe
uma grande falta de informagdo no respeitante ao impacto dos nanomateriais sintéticos na
salde humana e ambiental [115]. A biocompatibilidade das nanoparticulas € um dos pré-
requisitos para a sua aplicacao em biomedicina mas, no entanto, a sua avaliacao nao é facil
devido a auséncia de critérios para avaliar a potencial toxicidade [115, 118]. Os dados
disponiveis de estudos de toxicidade de nanoparticulas, particularmente em células
estaminais, sdo limitados e os mecanismos moleculares da toxicidade das nanoparticulas
encontram-se pouco esclarecidos [115]. Diversos estudos demonstraram que a constituicao da
superficie da nanoparticula influencia o transporte dos dendrimeros através das barreiras
endoteliais e epiteliais [115, 117]. As células estaminais utilizam diversos mecanismos para a
absorcdo de nanoparticulas, incluindo a fagocitose, pinocitose e endocitose mediada e nao
mediada por receptores. Perumal e seus colegas [119] testaram dendrimeros com diversos
grupos funcionais a superficie em células de adenocarcinoma de pulmao (A549) de modo a
compreenderem quais os mecanismos de internalizacao celular subjacentes. Este estudo
comprovou que os dendrimeros anionicos sao internalizados por cavéolas, enquanto os
dendrimeros catidnicos e neutros sdo aparentemente internalizados por mecanismos de
endocitose mediados por receptores.

Jevprasesphant e seus colegas [120] estudaram a influéncia da citotoxicidade de
dendrimeros PAMAM conjugados com acidos gordos e PEG, assim como o efeito da geracao
completa ou de meia geracdao na viabilidade das células Caco-2. Estes concluiram que a
modificacdo da superficie desempenha um papel fundamental na resposta toxica de
dendrimeros de meia geracao com terminacdo carboxilica, sendo estes menos toxicos que os
dendrimeros de geracao completa com terminacdes amina. Também foi observado que os
dendrimeros PAMAM podem levar a ruptura da membrana celular.

Também na sequéncia da avaliacdo do efeito da carga da superficie dos dendrimeros
PAMAM na integridade e viabilidade celular, El-Sayed e seus colaboradores [121] testaram
dendrimeros de diferentes geracoes (G2-4 e G0,5-4,5) e com diferentes grupos terminais (-OH
e -COOH, respectivamente) em mono-camadas de células Caco-2. Os dendrimeros PAMAM-
COOH anioénicos causaram uma libertacdo de desidrogenase lactica (LDH) dependente do
tempo de incubacdo, concentracdo e geracdo, factores nao evidenciados pelos dendrimeros
PAMAM-OH neutros. Mukherjee e colaboradores [122] fizeram uma avaliacdo toxicoldgica in
vitro de dendrimeros PAMAM-NH, de diferentes geracbes (G4, G5 e G6) em duas linhas
celulares mamiferas (células HaCaT e SW480). Os dados adquiridos sugeriram uma adsorcao
significativa das proteinas do soro aos dendrimeros que aumenta com a geracdo do
dendrimero. A citotoxicidade, neste estudo, revelou uma resposta toxica dependente da
estrutura dos dendrimeros para ambas as linhas celulares, sendo a G4 menos tdxica que a Gé6.
No estudo desenvolvido por Winnicka [123], investigou-se o efeito de dendrimeros PAMAM-NH,

e -OH, de G2 e G3, na viabilidade e inducdo da apoptose em células do cancro da mama
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(MCF-7 e MDA-MB-231). Verificou-se que os dendrimeros ndo eram citotdxicos e que a reaccao
apoptotica era minima.

No trabalho desenvolvido por Salgado e seus colaboradores [89], foram usadas
nanoparticulas a base de dendrimeros PAMAM e carboximetilquitosano (transportadoras de
dexametasona) ao nivel do sistema nervoso, verificando-se que a viabilidade das células nao
foi afectada ap6s a exposicdo. Com base neste mesmo estudo, Oliveira e colegas [124]
utilizaram as mesmas nanoparticulas para promover a diferenciacdo celular a partir do
interior da membrana celular, por accao da dexametasona transportada pelas nanoparticulas,
tendo sido capazes de promover a formacao de osso in vivo, sem que as nanoparticulas
exibissem um perfil citotoxico. Bosnjakovic e seus colaboradores [125] desenvolveram um
nanodispositivo para libertacao controlada de eritromicina que consistiu na conjugacao deste
farmaco a dendrimeros PAMAM com diferentes grupos terminais (-OH e -NH,). A citotoxicidade
e propriedades anti-bacterianas foram testadas em macrofagos (RAW 264.7), tendo sido
revelado um perfil citotoxico negativo.

Yang e Kao [126] demonstraram que os dendrimeros PAMAM G3.5 com terminagdes
COOH nao atenuam a viabilidade dos fibroblastos in vitro, enquanto os de G4 com
terminacdes amina causam citotoxicidade que é dependente da relacao concentracdo-tempo.
Além disso, a conjugacdo de uma sequéncia de aminoacidos que promovem a adesao celular
(RGD) aos dendrimeros PAMAM G4, demonstrou reduzir o potencial citotoxico. De entre os
dendrimeros testados, o dendrimeros PAMAM-RGD G3,5 mostraram ser uma boa aposta para
aplicacao em sistemas de entrega de farmacos, uma vez que nao afectaram a viabilidade dos
fibroblastos. O grupo de Lee [127] sintetizou e caracterizou dendrimeros PAMAM-OH com o
interior quaternizado (QPAMAM-OH) com o intuito de obter uma interaccao mais eficiente
com o DNA (obtencao de poliplexos). De modo a avaliar a citotoxicidade destes vectores, os
investigadores incubaram-nos com células 293T e verificaram que os QPAMAM-OH
apresentavam um nivel de citotoxicidade inferior e exibiam uma carga neutra a superficie.
Uma outra vantagem destes dendrimeros € que os grupos hidroxilo nao reactivos podem ser
explorados para posterior conjugacdo com ligandos. Os varios estudos descritos com
dendrimeros mostram que os investigadores se preocupam, essencialmente, com dois
aspectos principais, ou seja, saber se os materiais usados (dendrimeros) sdo citotoxicos e se
realizam com eficiéncia a funcdo pretendida. No entanto, tendo em atencao que, hoje em
dia, e a semelhanca do que acontece com outros nanomateriais, é cada vez mais comum a
utilizacao de dendrimeros em associacdo com as MSCs, com a finalidade de se encontrarem
novas abordagens terapéuticas e metodologias de diagnostico, € importante avaliar a
influéncia dos dendrimeros nas propriedades das MSCs e, em particular, verificar se a

capacidade de diferenciacao destas células nao ¢é afectada na presenca desses materiais.
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Posto isto, este trabalho teve como objectivo principal a avaliacao, in vitro, do efeito
dos dendrimeros PAMAM na viabilidade e capacidade de diferenciacao osteogénica e
adipogénica das MSCs. Neste ambito, foi estudado o efeito do tipo de funcionalizacdo a

superficie, do nimero de geracao e da concentracdo dos dendrimeros.

De forma mais pormenorizada, o trabalho teve como proposito:

a. Avaliar a citotoxicidade dos dendrimeros PAMAM, tendo sido utilizado o método

da reducao da resazurina;

b. Avaliar a capacidade de diferenciacao osteogénica e adipogénica das MSCs, o que
foi realizado através de marcadores bioquimicos e histoquimicos classicos
frequentemente usados na caracterizacdo de culturas de osteoblastos e

adipocitos
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2. Materiais e métodos

2.1. Células, materiais e reagentes

As MSCs foram obtidas a partir de amostras de osso trabecular humano recolhidas
durante intervencoes cirlrgicas efectuadas no Hospital Dr. Nélio Mendonca (Funchal), na
sequéncia de situacbes traumaticas. Somente foi utilizado tecido 6sseo que, de outra forma,
teria sido descartado. Todo este processo teve o consentimento da Comissao de Etica Local,
bom como dos pacientes envolvidos. Os dendrimeros PAMAM G2, G4 e G6 com centro de EDA e
grupos terminais amina, hidroxilo e carboxilo (-NH;, -OH e -COOH , respectivamente) em
solucdo aquosa, foram adquiridos através da Dendritech, Inc. (EUA). Todos os outros

reagentes, a excepcao de indicacao de outra proveniéncia, foram da marca Sigma-Aldrich.

2.2. Isolamento e cultura de hMSCs

A cultura primaria de MSCs foi preparada a partir de amostras de osso trabecular
humano contendo medula 6ssea. O isolamento das células foi realizado com base na
capacidade de adesao das MSCs ao substrato de poliestireno das placas de cultura a partir do
explante odsseo [42]. As células foram cultivadas em placas de Petri em alfa-Minimum
Essential Medium (a-MEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Foetal Bovine Serum,
FBS) e 1 % de antibidtico-antimicotico (antibiotic-antimycotic, AA) a 37°C e 5% CO, / 95% ar
atmosférico. De modo a remover as células ndo aderentes, o meio foi mudado no 4° dia de
cultura, e posteriormente a cada 3 dias. Entre o 7° e 10° dia as células foram libertadas
enzimaticamente recorrendo a utilizacdo de uma solucao de tripsina-EDTA, sendo de seguida
sub-cultivadas e/ou criopreservadas. Foram utilizadas células de passagem 3 (p3) para todas

experiéncias.

2.3. Preparacao das solu¢des de dendrimeros

Os dendrimeros (Dendritech, Inc.) foram recebidos em solucdo aquosa com as

concentracoes indicadas na
Tabela 8.

Tabela 8. Concentracdes das solucdes stock dos dendrimeros nativos e modificados.

Dendrimeros  G2-NH, G2-OH G1,5-COOH G4-NH, G4-OH G3,5-COOH G6-NH, G6-OH G5,5-COOH

Concentragao
76,4 262 500 140,4 120,4 157,8 64,6 74,1 108
(mg/mL)
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2.3.1. Experiéncia 1: Concentracao de dendrimeros - 10 pg/mL

As solucoes de dendrimeros a serem testadas foram preparadas a partir das solucées
originais, com uma concentracdo stock de 1 mg/mL em agua ultra-pura. Sendo
posteriormente adicionados 10 pL da solucao stock ao meio de cultura em cada poco,

completando um volume final de 1 mL e uma concentracao final de 10 pg/mL.

2.3.2. Experiéncia 2: Concentracdo de dendrimeros - 0,5 pg/mL

As solucoes de dendrimeros a serem testadas foram preparadas a partir das solucoes
de origem, com uma concentracao stock de 0,05 mg/mL em agua ultra-pura. Sendo
posteriormente adicionados 10 yL da solucao stock ao meio de cultura em cada poco,

perfazendo um volume total de 1 mL e uma concentracao final de 0,5 pg/mL.

2.4. Inducéao da diferenciacdo de hMSCs

2.4.1. Diferenciacao osteogénica

As MSCs foram semeadas em placas de cultura de 24 pocos a uma densidade de
6000 células/mL e cultivadas adicionando 1 mL/poco em meio de cultura a-MEM
suplementado com 10% de FBS e 1% de AA, durante 48 h, com o intuito de as células aderirem
ao substrato. Findas as 48 h, o meio foi trocado por meio indutor de diferenciacao
osteogénica contendo dexametasona 1 nM, B-glicerofosfato 5 mM e acido ascorbico 250 pM.
As culturas foram mantidas a 37°C e 5% CO, / 95% ar atmosférico durante 21 dias. O meio de
cultura foi mudado duas vezes por semana em conjunto com a adicdo dos dendrimeros aos
pocos. Para controlo negativo, foram utilizadas MSCs cultivadas em meio de cultura sem os
suplementos de inducdo osteogénica; para controlo positivo, as MSCs foram cultivadas em

meio de cultura indutor sem adicdo de dendrimeros.

2.4.2. Diferenciacao adipogénica

As MSCs foram semeadas em placas de cultura de 24 pocos a uma densidade de
1 x 10 células/mL e cultivadas adicionando 1 mL/poco em meio de cultura a-MEM
suplementado com 10% de FBS e 1% de AA, durante 48 h, com o intuito de as células aderirem
ao substrato. Findas as 48 h, o meio foi trocado por meio indutor de diferenciacao
adipogénica contendo dexametasona 1 pM, indometacina 0,1 mM, isobutilmetilxantina 0,5 mM
e insulina 10 pg/mL. As culturas foram mantidas a 37°C e 5% CO, / 95% ar atmosférico durante
21 dias. O meio de cultura foi mudado a cada dois dias sendo intercalado com meio de
manutencao que continha somente insulina (dias 1-5, 9-13 e 17-21 com meio indutor e dias 7

e 15 com meio de manutencao) juntamente com a adicdo dos dendrimeros aos pocos. Para
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controlo negativo, foram utilizadas MSCs cultivadas em meio de cultura sem os suplementos
de inducéo adipogénica; para controlo positivo, as MSCs foram cultivadas em meio de cultura

indutor sem adicao de dendrimeros.

2.5. Caracterizacdao do comportamento celular

2.5.1. Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada de forma indirecta utilizando o teste de reducao da
resazurina, ou seja, estabeleceu-se uma correlacao entre a actividade metabdlica celular e o
numero de células viaveis em cultura [128]. A viabilidade celular foi estudada em funcao do
tipo de dendrimero e da sua concentracdo. Nos dias seleccionados para avaliagao (dias 7, 14 e
21), as culturas foram incubadas com meio de cultura contendo resazurina 0,1 mg/mL,
durante 3 h, a 37°C, em estufa de 5% CO,/ar. Posteriormente, foi efectuada leitura da
fluorescéncia da resorufina (Aexcitacso = 530 NM, Aemissio = 590 Nm) num leitor de microplacas
(modelo Victor® 1420, Perkin Elmer).

A viabilidade celular foi expressa em unidades de fluorescéncia relativa (Relative

Fluorescence Units, RFU).

2.5.2. Diferenciacao osteogénica

e Avaliacao bioquimica

o Actividade da fosfatase alcalina (ALP)

A actividade da fosfatase alcalina foi avaliada através de um ensaio colorimétrico que
envolve a hidrdlise do p-nitrofenilfosfato dissodico pela ALP e determinacdo por
espectrofotometria do p-nitrofenol formado [129].

Apos a remocao do meio de cultura, as células foram lavadas com tampao PBS e
submetidas a lise com Triton X-100, a 0,1% (v/v). De seguida, transferiram-se 20 pL do lisado
celular para uma placa de 96 pocos transparente e adicionou-se o substrato (solucao de p-
nitrofenilfosfato 2 mM em tampao alcalino, pH 10) e incubou-se a 37°C, durante 60 min. A
reaccao foi interrompida pela adicdo de NaOH 0,02M. A absorvancia foi determinada a 405 nm
num leitor de microplacas e comparada com os valores obtidos pela recta de calibracao que
foi gerada por diluicdes sucessivas de p-nitrofenol. As amostras foram efectuadas em
quintuplicado e os resultados foram normalizados em relacdo a proteina total dos lisados

celulares.
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> Quantificacdo da osteocalcina (OC)

A quantidade de OC segregada para o meio de cultura foi medida utilizando um ensaio
EIA disponivel comercialmente (BT-460), especifico para a osteocalcina humana (BTI,
Stoughton, MA). O ensaio é baseado em dois anti-corpos monoclonais, que irdo reconhecer
quer a extremidade carboxilada (C-terminal da proteina), quer a descarboxilada (N-terminal
da proteina) da OC humana.

Foram recolhidas amostras do meio de cultura (as culturas estiveram 24h em meio de
cultura sem FBS) no dia 21 e colocadas a -20°C para posterior analise. As amostras foram
processadas de acordo com as instrucdes do fabricante. O nivel minimo de deteccdo da OC
com este teste é de 0,5 ng/mL. As amostras foram analisadas em quadruplicado e comparadas

com os valores padrao da OC humana.

e Avaliacao histoquimica

°Coloracdo para a presenca da ALP

As culturas celulares foram coradas histoquimicamente para detectar a presenca da
ALP [129]. O método utilizado baseou-se na hidrélise do naftilfosfato de sodio pela ALP e
consequente precipitacdo do fosfato libertado por reaccdo com um sal diazdnico, formando
um produto corado. A reaccdo positiva é identificada por uma coloracao amarela, castanha ou
preta consoante a quantidade de enzima.

As culturas fixadas (usando glutaraldeido 1,5% v/v em PBS, 20 min) foram mantidas
durante 60 min, no escuro, com uma solucao preparada em tampao Tris 0,1 M, pH 10,
contendo 2 mg/mL de naftilfosfato de sodio e 2 mg/mL de “fast blue RR salt”. A reaccéo foi

interrompida por lavagem das culturas com agua ultra-pura.

> Coloracgao para a presenca de depositos de fosfato

Os depositos de fosfato presentes na matriz foram identificados pelo método de von
Kossa [60]. Os depositos de fosfato de calcio dao origem a fosfato de prata através da reaccao
com o nitrato de prata, que é posteriormente reduzido pela radiacao UV, com formacao de
prata metalica. A reaccdo positiva traduz-se no aparecimento de depdsitos negros nas
culturas celulares.

Apoés a fixacao (usando glutaraldeido 1,5% v/v em PBS, 20 min), foi adicionada as
culturas uma solucao de nitrato de prata a 2,5% p/v, sendo as culturas submetidas a radiacao
UV durante 60 min. De seguida, as culturas foram lavadas com agua ultra-pura e recobertas
com solucao de tiossulfato de sddio a 5% p/v, durante 2 min, sendo novamente lavadas com

agua ultra-pura.
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- Coloracdo para a presenca de depositos de calcio

A alizarina vermelha pode ser utilizada para identificar os depositos de calcio [61]. A
alizarina vermelha ira complexar-se aos depositos de calcio originando uma coloracao
vermelha nas amostras.

Apds a fixacdo (usando glutaraldeido 1,5% v/v em PBS, 20 min), as culturas foram
cobertas com uma solucao de alizarina vermelha a 1% p/v em NH,OH a 0,28% v/v, pH 6,4,
durante 2 min, sendo de seguida lavadas com agua ultra-pura. Posteriormente, foram

passadas por etanol acido (<15 s) e lavadas novamente com agua ultra-pura.

2.5.3. Diferenciacao adipogénica

e Avaliacao histoquimica e quantitativa

> Coloragao e quantificacdo do 6leo vermelho

Para verificar a existéncia de acumulacdao de lipidos, as células foram coradas
histoquimicamente com o 6leo vermelho [130].

Em seguida a fixacao (com glutaraldeido 1,5% v/v em PBS, 20 min), as culturas foram
cobertas com uma solucao de o6leo vermelho, preparada momentos antes da sua utilizacao,
durante 60 min. A solucao foi preparada misturando trés partes de uma solucao stock
(0,5% p/v em isopropanol) com duas partes de agua ultra-pura, deixando-se repousar cerca de
10 min e, de seguida, procedendo-se a uma filtracdo através de um filtro 0,2 pm. Apos o
tempo de incubacdo, as células foram lavadas com agua ultra-pura. Todo o processo
anteriormente descrito é relativo a avaliacdo histoquimica da diferenciacao adipogénica. No
gue toca a avaliacdo quantitativa, apos a coloracdo das culturas, foi adicionado 250 pL de
isopropanol a cada poc¢o, e incubou-se durante 15 min, de modo a extrair o corante
incorporado pelas células. Foram transferidos 100 uL do extracto para uma placa de 96 pocos
transparente e efectuada a quantificacao a 490 nm. As amostras foram efectuadas em
sextuplicado e os resultados comparados com a recta de calibracdo obtida através da diluicao

sucessiva da solucao de o6leo vermelho e expressos em pg/mL.
2.5.4. Microscopia optica

As culturas celulares apos fixacao e coloracdo histoquimica foram observadas por
microscopia Optica (Nikon Eclipse TE 2000E) para avaliacdo da expressao de parametros

osteogénicos (presenca de ALP; formacao de depositos de fosfato e de calcio na matriz) e

adipogénicos (presenca de vesiculas lipidicas).
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2.6. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi efectuada no programa Excel, da Windows.

Todos os resultados sao apresentados como a média + desvio-padrdao em relacao a média.
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3. Resultados

Nesta seccao, apresentam-se e discutem-se os resultados relativos ao trabalho
experimental realizado, tentando sempre relaciona-los com resultados de trabalhos ja

publicados.

3.1. Diferencia¢cao osteogénica

3.1.1. Viabilidade celular
= Experiéncia 1

A viabilidade celular das MSCs, durante a diferenciacdo osteogénica, foi avaliada pelo
teste da reducao da resazurina em resorufina. Este método reproduz a actividade metabdlica
das células, podendo ser utilizado como uma medida indirecta da viabilidade celular. Foram
efectuadas medicoes apos 7, 14 e 21 dias de exposicao aos dendrimeros. O Grafico 1apresenta
o efeito na viabilidade celular dos dendrimeros nativos e modificados (geracoes G2, G4, G6)

presentes a uma concentracao de 10 pg/mL.
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Grafico 1. Estudo da viabilidade celular em condi¢ées de diferenciacao osteogénica, apos exposicao

aos dendrimeros PAMAM de geracao G2 (A), G4 (B) e G6 (C), com concentracao de 10 pg/mL.

(—) Controlo negativo; (—) Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.

Em primeiro lugar, € de salientar que o controlo positivo apresenta um aumento

significativo na proliferacao celular, em relacao ao controlo negativo que nao possui os
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aditivos de inducao osteogénica. De uma forma geral, quer em relacdo aos dendrimeros
PAMAM G2, quer aos G4 e ainda os G6, verifica-se um aumento do n° de células ao longo do
tempo de cultura. No entanto, quando se trata de avaliar o efeito dos grupos terminais, é
possivel observar que os dendrimeros PAMAM-NH, catidnicos demonstram uma citotoxicidade
elevada e que se torna mais evidente com o passar dos dias. Das 3 geracoes estudadas, a G2 é
a menos citotoxica. Em relacdo aos dendrimeros PAMAM-OH neutros e -COOH anionicos,
verifica-se que possuem um comportamento muito semelhante ao controlo positivo, a
excepcao dos dendrimeros PAMAM-OH de G4 que se revelam um pouco mais citotoxicos. Posto
isto, € possivel concluir que como se encontra descrito na literatura, a citotoxicidade dos
dendrimeros aumenta com a geracdao e que os grupos terminais também influenciam a

viabilidade celular.
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Grafico 2. Estudo da viabilidade celular em condigées de diferenciacdo osteogénica, apos exposicao

aos dendrimeros PAMAM de geracdo G2 (A), G4 (B) e Gé6 (C), com concentracdo de 0,5 pg/mL.

(—) Controlo negativo; (—) Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.

No Grafico 2 é possivel visualizar os resultados obtidos em termos de viabilidade
celular apos a exposicao aos dendrimeros a uma concentracao de 0,5 pyg/mL (20 vezes inferior
a da experiéncia 1). Em primeiro lugar, também aqui é de salientar que o controlo positivo
apresenta um aumento significativo na proliferacao celular, em relacao ao controlo negativo
que nao possui os aditivos de inducdo osteogénica. No panorama geral, é possivel verificar,

quer em relacao aos dendrimeros PAMAM G2, quer aos G4 e ainda aos G6, um aumento do n°
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de células ao longo do tempo de cultura. Além disso, ao avaliar o efeito dos grupos terminais,
verifica-se que a citotoxicidade dos dendrimeros PAMAM-OH e -COOH é insignificante, uma
vez que a proliferacdo celular acompanha o ritmo do controlo positivo. J& no caso dos
dendrimeros catidonicos PAMAM-NH, é possivel verificar que o grau de citotoxicidade é
superior. Os dendrimeros PAMAM-NH, de G2 sao os que apresentam uma viabilidade celular
mais elevada, estando mesmo acima da obtida para o controlo negativo. Tal facto vem
confirmar o aumento da citotoxicidade com a geracao.

Ao comparar ambas as experiéncias, € possivel concluir que a uma concentracdo de
dendrimero de 10 pg/mL a viabilidade celular é mais baixa, no caso das células expostas aos
dendrimeros catidnicos. Por outro lado, quando se trata de uma concentracao de 0,5 pg/mL,
verifica-se um crescimento significativo da viabilidade celular quando comparada com a
concentracao anterior. No caso dos grupos terminais -OH e -COOH, a citotoxicidade é
praticamente irrelevante, principalmente nos estudos efectuados com a concentracao mais

baixa de dendrimeros.

3.1.2. Actividade ALP

= Experiéncia 1

A actividade da ALP, considerada um marcador da osteogénese na fase inicial de
diferenciacao celular [39], foi avaliada através da hidrolise do p-nitrofenilfosfato dissodico e
determinacao do p-nitrofenol formado por espectrofotometria. Esta medicao foi efectuada
somente apds 21 dias. O Grafico 3 apresenta os resultados brutos obtidos em relacdo a
actividade da ALP (expressos em nmol/min), assim como os resultados normalizados usando
os dados de viabilidade celular (dividiu-se os valores de actividade da ALP pelos valores da
viabilidade celular expressos em RFU; os valores finais sao apresentados em unidades
arbitrarias, u.a.) para concentragées de dendrimero iguais a 10 ug/mL. A actividade da ALP

normalizada tem, pois, em consideracao, a proliferacao celular ocorrida em cultura.
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Grafico 3. Actividade da ALP das culturas celulares expostas a dendrimeros com diferentes grupos

terminais e diferentes geracdes, a uma concentracdo de 10 pg/mL. (—) Controlo negativo; (—)

Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.
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A observacdo dos graficos mostra que, em termos de actividade de ALP, o controlo
positivo apresenta valores superiores ao do controlo negativo, o que traduz o efeito da
presenca dos aditivos osteogénicos no meio de cultura. Em relacao aos resultados da presenca
dos dendrimeros e das suas geracoes, € evidente o efeito do decréscimo da viabilidade celular
para as células que estiveram em contacto com os dendrimeros PAMAM-NH,. Para as geracoes
G4 e G6, o niUmero de células em cultura é extremamente baixo, dai a actividade da ALP ser
nula (estava abaixo do limite de deteccdo do método usado), ao contrario do que se verifica
para a G2, que apresenta uma actividade de ALP normalizada que nao é significativamente
diferente da apresentada pelos dendrimeros com terminacdes -OH ou -COOH. Ao analisarmos
os resultados obtidos com os dendrimeros neutros e anionicos, verifica-se que,
independentemente da geracdo, a actividade da ALP normalizada se mantém elevada, no

mesmo patamar que o controlo positivo.
= Experiéncia 2
O Grafico 4 apresenta os resultados obtidos para a actividade da ALP em termos brutos

(em nmol/min) e para a actividade da ALP normalizada usando os dados de viabilidade celular

(em unidades arbitrarias, u.a.), desta vez para concentracées de dendrimero de 0,5 pg/mL.
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Grafico 4. Actividade da ALP das culturas celulares expostas a dendrimeros com diferentes grupos

terminais e diferentes gerag¢des, a uma concentracao de 0,5 pg/mL. (—) Controlo negativo; (—)

Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.

Por observacao dos graficos, é possivel afirmar que a actividade da ALP se mostra
extremamente elevada no controlo positivo, quando comparada com o controlo negativo, o
que era de esperar. Por outro lado, os dendrimeros neutros e aniénicos ndao demonstram
variacdes em relacdo ao controlo positivo, ao contrario dos dendrimeros cationicos que
revelam valores brutos de actividade de ALP mais baixos devido ao diminuto nimero de
células em comparacdo com os restantes grupos. No entanto, apos normalizacdo dos valores
de actividade da ALP, verifica-se que o estado de diferenciacdo das células expostas aos
dendrimeros PAMAM-NH, ndo varia significativamente em relacdo ao controlo positivo e as

células expostas aos outros tipos de dendrimeros.
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Ao relacionar ambas as experiéncias verifica-se que a actividade enzimatica da ALP nao
é afectada pela presenca dos dendrimeros, somente de forma indirecta pela reducdo do

numero de células viaveis.
3.1.3. Quantificacao da OC
= Experiéncia 1 e Experiéncia 2

A OC é uma proteina ndo-colagenosa da matriz somente sintetizada por osteoblastos
maduros e que nao se encontra presente em etapas precoces do processo de calcificacao [16,
39]. A quantidade de OC segregada para o meio de cultura foi medida apos 21 dias de cultura
em células expostas a uma concentracao de dendrimeros de 10 pg/mL (Grafico 5) e 0,5 ug/mL
(Grafico 6).
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Grafico 5. Concentracdo de OC nas culturas celulares expostas aos dendrimeros com diferentes

grupos terminais e diferentes geragdes, a uma concentracao de 10 pg/mL. (—) Controlo negativo;

(—) Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.

Como referi anteriormente, o método usado na determinacdo de osteocalcina em
cultura apresenta uma sensibilidade de 0,5 ng/mL, sendo a faixa de trabalho habitual de
1,0 a 50 ng/mL. Como se pode visualizar, quer no Grafico 5, quer no Grafico 6, nenhuma das
culturas atingiu a faixa de trabalho ficando muito abaixo da sensibilidade do método. No
entanto, na possibilidade de se poder fazer uma extrapolacao, verifica-se que nao ha grandes
diferencas do nivel de osteocalcina presente nas culturas celulares feitas na auséncia e na

presenca de dendrimeros.
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Grafico 6. Concentracdo de OC nas culturas celulares expostas aos dendrimeros com diferentes

grupos terminais e diferentes geracdes, a uma concentracdo de 0,5 pg/mL. (—) Controlo negativo;

(—) Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.

3.1.4. Coloracao para a presenca da ALP

= Experiéncia 1 e Experiéncia 2

A presenca de actividade da ALP foi detectada através de uma coloracao
histoquimica. As culturas, de uma forma geral, apresentaram uma reaccdo positiva para a
actividade da ALP caracterizada por uma coloracao amarela, castanha ou preta consoante o
nivel de actividade da enzima. Os resultados obtidos com células expostas a uma
concentracdao de dendrimeros de 10 pg/mL estdo apresentados na Figura 10 e, para uma

concentracao de dendrimeros de 0,5 pg/mL, na Figura 11.
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Figura 10. Culturas celulares efectuadas para deteccdo da actividade da enzima ALP na presenca de
dendrimeros PAMAM com diferentes grupos funcionais e diferentes geracées, a uma concentracao
de 10 pg/mL. As duas primeiras imagens referem-se ao controlo negativo (A e B) e as seguintes ao
controlo positivo (C e D). As linhas seguintes referem-se aos grupos terminais -NH, (E a J), -OH (K a
P) e -COOH (Q a V). As colunas referem-se as geracdes G2, G4 e G6, respectivamente. Nas imagens é
possivel visualizar o aspecto macroscopico das culturas, bem como as imagens obtidas por microscopia

optica, no dia 21.

Da analise das figuras vemos uma nitida diferenca entre o controlo negativo e o
controlo positivo, o que traduz o efeito dos aditivos osteogénicos na diferenciacao celular. As
culturas que estiveram em contacto com os dendrimeros aniénicos e neutros apresentam uma
coloracao semelhante ao controlo positivo mostrando que estes nao afectam a diferenciacao
celular. De facto, nos pocos com dendrimeros PAMAM-OH e PAMAM-COOH, assim como do
controlo positivo, é possivel observar zonas de elevada coloracdo associadas com as
agrupamentos celulares ou nodulos. Por outro lado, a citotoxicidade dos dendrimeros
cationicos que levou a diminuicdo do numero de células viaveis em cultura é evidente, sendo

a coloracdo muito ténue nestas situacoes.
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Figura 11. Culturas celulares efectuadas para deteccdo da enzima ALP na presenca de dendrimeros
PAMAM com diferentes grupos funcionais e diferentes geracdes, a uma concentragéo de 0,5 pg/mL.
As duas primeiras imagens referem-se ao controlo negativo (A e B) e as seguintes ao controlo
positivo (C e D). As linhas seguintes referem-se aos grupos terminais -NH, (E a J), -OH (Ka P) e -
COOH (Q a V). As colunas referem-se as geracées G2, G4 e G6, respectivamente. Nas imagens é
possivel visualizar o aspecto macroscopico das culturas, bem como as imagens obtidas por microscopia

optica, no dia 21.
3.1.5. Coloragdo para a presenca de depésitos de fosfato

= Experiéncia 1 e Experiéncia 2

A presenca de depositos de fosfato de calcio na matriz extracelular foi avaliada
histoquimicamente através da reaccdo de von Kossa. A reaccao positiva traduz-se no
aparecimento de depositos negros nas culturas celulares. Os resultados obtidos com células

expostas a uma concentracao de dendrimeros de 10 pg/mL estao apresentados na Figura 9 e,

para uma concentracao de dendrimeros de 0,5 pg/mL, na Figura 10.
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Figura 12. Culturas celulares efectuadas para deteccdo de depoésitos de fosfato de calcio, pelo
método de von Kossa, na presenca de dendrimeros PAMAM com diferentes grupos funcionais e
diferentes geracées, a uma concentracdo de 10 pg/mL. As duas primeiras imagens referem-se ao
controlo negativo (A e B) e as seguintes ao controlo positivo (C e D). As linhas seguintes referem-se
aos grupos terminais -NH, (E a J), -OH (K a P) e -COOH (Q a V). As colunas referem-se a G2, G4 e G6,
respectivamente. Nas imagens é possivel visualizar o aspecto macroscépico das culturas, bem como as

imagens obtidas por microscopia optica, no dia 21.

Nas Figura 12 e 13 é possivel visualizar a presenca dos depositos de fosfato de calcio
nas culturas. Como se pode ver, no controlo negativo a reaccao foi negativa, ao contrario do
que se vé no controlo positivo mostrando o efeito da adicdo dos aditivos osteogénicos ao meio
de cultura. Nos pocos que estiveram em contacto com os dendrimeros cationicos a
concentracdo mais elevada é possivel verificar a auséncia de células e por consequéncia, de
depositos de fosfato de calcio. Por outro lado, nos restantes pocos verifica-se uma reaccao
positiva, de extensao variavel, indicando que, em termos gerais, a presenca de dendrimeros
ndo afecta negativamente a diferenciacdo osteogénica. Inexplicavelmente, para a
concentracdo mais baixa de dendrimeros PAMAM-COOH e para todas as geracées estudadas, os
resultados do teste de von Kossa mostraram uma quase inexisténcia de depositos de fosfatos.
Também o dendrimero PAMAM-OH, G4, a concentracdo de 10 pg/mL, pareceu afectar a

mineralizacao da cultura.
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Figura 13. Culturas celulares efectuadas para deteccdo de depoésitos de fosfato de calcio, pelo
método de von Kossa, na presenca de dendrimeros PAMAM com diferentes grupos funcionais e
diferentes geracées, a uma concentracdo de 0,5 pg/mL. As duas primeiras imagens referem-se ao
controlo negativo (A e B) e as seguintes ao controlo positivo (C e D). As linhas seguintes referem-se
aos grupos terminais -NH; (E a J), -OH (K a P) e -COOH (Q a V). As colunas referem-se a G2, G4 e G6,
respectivamente. Nas imagens € possivel visualizar o aspecto macroscopico das culturas, bem como as

imagens obtidas por microscopia optica, no dia 21.

3.1.6. Coloracgdo para a presenca de depésitos de calcio
= Experiéncia 1 e Experiéncia 2
A alizarina vermelha pode ser utilizada para identificar os depésitos de calcio em

cultura. Esta ira complexar-se aos depositos de calcio originando uma coloracao vermelha nas

amostras.
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Figura 14. Culturas celulares efectuadas para deteccdo de depositos de calcio, através da coloracao
com alizarina vermelha, na presenca de dendrimeros PAMAM com diferentes grupos funcionais e
diferentes geracées, a uma concentracdo de 10 pg/mL. As duas primeiras imagens referem-se ao
controlo negativo (A e B) e as seguintes ao controlo positivo (C e D). As linhas seguintes referem-se
aos grupos terminais -NH, (E a J), -OH (K a P) e -COOH (Q a V). As colunas referem-se a G2, G4 e G6,
respectivamente. Nas imagens é possivel visualizar o aspecto macroscépico das culturas, bem como as

imagens obtidas por microscopia optica, no dia 21.

Nas Figura 14 e 15 constam os resultados obtidos da coloracao com a alizarina
vermelha, para deteccdo dos depodsitos de calcio. Em principio, é de esperar que os
resultados obtidos se assemelhem aos do teste de von Kossa uma vez que os minerais
formados em cultura sdo fosfatos de calcio. Como se pode visualizar, o controlo negativo nao
demonstra nenhuma reacc¢ao, ao contrario do controlo positivo que se encontra intensamente
corado. Mais uma vez, esta observacdo deve-se ao efeito dos aditivos osteogénicos sobre a
diferenciacao celular. Nos pocos que estiveram em contacto com os dendrimeros cationicos
ndo se observa nenhuma coloracado devido a reduzida viabilidade celular. Por outro lado, nos
pocos que estiveram em contacto com os dendrimeros neutros e anidnicos a reaccao é tao
intensa quanto o controlo positivo, a excepcao do dendrimero PAMAM-OH de geracdo G4, a
concentracdo de 10 pg/mL, cuja reaccdo macroscopica ndo se revela tao intensa, ainda que
ao nivel microscopio seja possivel verificar a existéncia de alguns depositos de calcio.
Também o dendrimero PAMAM-COOH, G2, a concentracdo de 0,5 pg/mL pareceu afectar o
processo de mineralizacdo. Ja as culturas realizadas na presenca dos dendrimeros PAMAM-
COOH, G4 e G6, a concentracao de 0,5 pg/mL mostraram a presenca de depdsitos de calcio,

embora a coloracao nao seja muito intensa. No teste de von Kossa, estas culturas mostraram
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auséncia de depodsitos de fosfatos, pelo que é possivel que o teste da alizarina vermelha seja

mais sensivel que o de von Kossa na deteccao de minerais em cultura.
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Figura 15. Culturas celulares efectuadas para deteccdo de depositos de calcio, através da coloracao
com alizarina vermelha, na presenca de dendrimeros PAMAM com diferentes grupos funcionais e
diferentes geracées, a uma concentracdo de 0,5 pg/mL. As duas primeiras imagens referem-se ao
controlo negativo (A e B) e as seguintes ao controlo positivo (C e D). As linhas seguintes referem-se
aos grupos terminais -NH, (E a J), -OH (K a P) e -COOH (Q a V). As colunas referem-se a G2, G4 e G6,
respectivamente. Nas imagens é possivel visualizar o aspecto macroscépico das culturas, bem como as

imagens obtidas por microscopia optica, no dia 21.

3.2. Diferenciacao adipogénica

3.2.1. Viabilidade celular

= Experiéncia 1

A viabilidade celular das MSCs durante a diferenciacdo adipogénica foi estimada
usando o método aplicado anteriormente no caso da diferenciacdo osteogénica, ou seja,
através do teste de reducdo da resazurina em resorufina. Este método avalia a actividade
metabolica celular, podendo servir como parametro indirecto da proliferacdo celular. Foram
efectuadas medicdes apds 7, 14 e 21 dias de exposicao aos dendrimeros. O Grafico 7
apresenta o efeito dos dendrimeros nativos e modificados (varios grupos terminais e geracdes)

na viabilidade celular.
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Grafico 7. Estudo da viabilidade celular sobre a diferenciacdo adipogénica apds exposicdo aos

dendrimeros PAMAM de gera¢do G2 (A), G4 (B) e G6 (C), a concentracdo de 10 pg/mL. (—) Controlo

negativo; (—) Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.

No Grafico 7 é possivel observar os resultados obtidos da viabilidade celular apds
exposicdo aos dendrimeros a uma concentracdo de 10 pg/mL. E de salientar alguns aspectos
importantes. O primeiro € que a viabilidade celular (contrariamente ao que aconteceu na
diferenciacdo osteogénica) do controlo positivo apresenta valores mais baixos do que o
controlo negativo. Tal facto deve-se, provavelmente, ao pH do meio de cultura do controlo
positivo (-pH 6,4, devido a adicdo dos aditivos adipogénicos) que difere do pH do meio de
cultura do controlo negativo (~pH 7,3). Em segundo lugar, é possivel visualizar, uma vez mais,
o efeito citotoxico dos dendrimeros cationicos em relacdo aos neutros e anionicos (que
seguem de perto o comportamento do controle positivo). Por fim, verifica-se que nao ha,
praticamente, proliferacao celular ao longo do tempo de cultura. Isto pode dever-se ao facto
das células terem entrado em diferenciacao logo nos primeiros tempos de cultura, sendo
sabido que as células que entram em diferenciacao apresentam uma taxa de divisao celular

muito baixa ou mesmo inexistente.

= Experiéncia 2

O Grafico 8 mostra os resultados de viabilidade celular para experiéncias efectuadas a

uma concentracdo de dendrimero mais baixa, ou seja, 0,5 pg/mL.
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Grafico 8. Estudo da viabilidade celular sobre a diferenciacdo adipogénica apds exposicdo aos

dendrimeros PAMAM de geracao G2 (A), G4 (B) e G6 (C), a concentracao de 0,5 pg/mL. (—) Controlo

negativo; (—) Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.

Também aqui é possivel verificar que o controlo negativo apresenta uma viabilidade
celular muito superior as restantes culturas. Como ja referido anteriormente, é provavel que
esta diferenca se deva ao decréscimo do pH do meio de cultura por adicdo dos aditivos
adipogénicos. Mais uma vez, os dendrimeros anionicos e neutros apresentam resultados muito
semelhantes ao controlo positivo, 0 que sugere que nao sdo citotdxicos. No entanto, é
possivel verificar a citotoxicidade dos dendrimeros cationicos.

Ao compararmos ambas as experiéncias, ao nivel dos dendrimeros PAMAM-NH,,

conclui-se que a citotoxicidade € maior para maiores concentracoes de dendrimero.

3.2.2. Coloragao com o6leo vermelho e sua quantificacéo

= Experiéncia 1

De modo a verificar a existéncia lipidos acumulados nas células, procedeu-se a uma

coloracao histoquimica das culturas com 6leo vermelho O (Figura 16).
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Figura 16. Culturas celulares efectuadas para deteccao de vesiculas de lipidos, através da coloragdo
com 6leo vermelho O, na presenca de dendrimeros PAMAM a concentra¢do de 10 pg/mL com
diferentes grupos funcionais e diferentes gera¢cdes. As duas primeiras imagens referem-se ao
controlo negativo e positivo (A e B, respectivamente). As linhas seguintes referem-se aos grupos
terminais -NH, (C a E), -OH (F a H) e -COOH (I a K). As colunas referem-se as gera¢coes G2, G4 e G6,

respectivamente. As imagens foram obtidas num microscépio optico, no dia 21.

De forma geral, verifica-se que houve diferenciacdo em adipocitos em todas as
culturas, inclusive no controle negativo. Neste, parece até que a extensdo da diferenciacao
foi maior, uma vez que a imagem apresentada mostra uma maior quantidade de vesiculas
ricas em gorduras. No entanto, nao se pode esquecer que a proliferacao celular foi muito
maior no controle negativo, do que no positivo e do que nas culturas efectuadas na presenca
de dendrimeros. Na verdade, é dificil comparar a extensdao da adipogénese ocorrida nas
amostras apenas através da informacéo histoquimica.

Assim, apds a coloracdo das culturas, procedeu-se a quantificacdo do dleo

incorporado obtendo-se os resultados expostos no Grafico 9.
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Grafico 9. Concentracdo de 6leo vermelho nas culturas celulares expostas a dendrimeros, com

diferentes grupos terminais e de diferentes geracdes, a uma concentracdao de 10 pg/mL.

(—) Controlo negativo; (—) Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.

Segundo o grafico, o controlo negativo apresenta uma maior concentracao de 6leo
vermelho O, o que, como explicado anteriormente, se pode dever ao niUmero muito maior de
células em cultura. Por outro lado, ndo existem diferencas significativas na concentracao de
oleo presente nas amostras expostas aos dendrimeros PAMAM-OH e PAMAM-COOH e o controlo
positivo. Ja a concentracao de 6leo das amostras sujeitas aos dendrimeros PAMAM-NH, é mais
baixa para as geracdoes G2 e G4 (o valor obtido para a geracao Gé6 é inexplicavelmente
elevado), o que se correlaciona com o menor nimero de células em cultura devido ao efeito
citotoxico destes dendrimeros. Assim, tal como no caso da diferenciacdao osteogénica, parece

que os dendrimeros nao afectam a capacidade de diferenciacao adipogénica das MSCs.
= Experiéncia 2
A Figura 17 mostra os resultados da coloracao com o 6leo vermelho O para uma

concentracao de dendrimeros de 0,5 pg/mL. As imagens expostas sao complementadas com a

informacao quantitativa do Grafico 10.
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Figura 17. Culturas celulares efectuadas para deteccdo de vesiculas de lipidos, através da coloracao
com o6leo vermelho O, na presenca de dendrimeros PAMAM a concentracdo de 0,5 pg/mL com
diferentes grupos funcionais e diferentes geragdes. As duas primeiras imagens referem-se ao
controlo negativo e positivo (A e B, respectivamente). As linhas seguintes referem-se aos grupos
terminais -NH, (C a E), -OH (F a H) e -COOH (I a K). As colunas referem-se as geracdes G2, G4 e G6,
respectivamente. As imagens foram obtidas num microscopio, no dia 21.
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Grafico 10. Concentracdo de 6leo vermelho nas culturas celulares expostas a dendrimeros, com

diferentes grupos terminais e de diferentes geragdes, a uma concentracdo de 0,5 pg/mL.

(—) Controlo negativo; (—) Controlo positivo; (—) PAMAM-NH,; (—) PAMAM-OH e (—) PAMAM-COOH.
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Também aqui é dificil retirar conclusdbes meramente dos testes histoquimicos,
havendo necessidade de analisar a concentracdo de éleo vermelho O por extraccao do que
ficou incorporado nas culturas celulares. Mais uma vez, a semelhanca do que aconteceu na
experiéncia 1, os resultados mostram valores muito elevados para o controlo negativo. A
explicacdo é a mesma, prendendo-se com o nimero muito mais elevado de células presentes
nesses pocos. Por outro lado, nao existem diferencas significativas entre a concentracao de
oleo presente nas amostras expostas aos dendrimeros PAMAM-OH, PAMAM-COOH e PAMAM-NH,
e o controlo positivo. Comparativamente com os valores obtidos para concentracdes de
dendrimeros de 10 pg/mL, a concentracao de o6leo das amostras sujeitas aos dendrimeros
PAMAM-NH, encontra-se proxima das obtidas nas amostras sujeitas aos dendrimeros neutros e
anidnicos, traduzindo a menor citotoxicidade destes dendrimeros quando presentes em
cultura a concentracoes mais baixas (de realcar que os resultados obtidos para os
dendrimeros PAMAM-NH, tém associados maiores valores de desvio padrdo, podendo os
valores reais situar-se bastante mais abaixo do que a média representada). Genericamente,
mais uma vez, os resultados alcancados apontam para a nao interferéncia dos dendrimeros na

capacidade de diferenciacdo adipogénica das MSCs.

4. Discussao e conclusao

O trabalho experimental desenvolveu-se no sentido de alcancar o seguinte objectivo:
estudar o efeito dos dendrimeros PAMAM, com diferentes grupos funcionais a superficie e de
diferentes geracoes, na diferenciacao de MSCs.

As condicdes experimentais utilizadas na cultura primaria (cultura de explantes de
medula 6ssea em placas de poliestireno, em meio a-MEM suplementado com 10% FBS e 1% de
AA) permitiram obter uma populacao celular com capacidade de adesao ao substrato plastico,
com aparéncia fibroblastica e com uma elevada taxa de proliferacao celular. O
comportamento apresentado por esta cultura vai de encontro com os descritos na literatura
[42, 49, 131-135]. As células foram utilizadas em p3 (passagem 3), uma vez que segundo a
literatura as capacidades das MSCs comecam a diminuir a partir de p6 (passagem 6) [4, 131,
136]. A subcultura de MSCs p3 foi mantida em meio a-MEM suplementado com 10% FBS, 1% de
AA, contendo dexametasona 1 nM, B-glicerofosfato 5 mM e acido ascorbico 250 uM, para a
diferenciacdo osteogénica, e, para a diferenciacdo adipogénica, dexametasona 1 UM,
indometacina 0,1 mM, isobutilmetilxantina 0,5 mM e insulina 10 pg/mL.

Como ja referido no capitulo de introducdo, o acido ascorbico apresenta um papel
importante na producao de matriz extracelular, num processo que é dependente da sua
concentracao [55]. O B-glicerofosfato é adicionado ao meio de cultura de modo a funcionar
como uma fonte de fosfato organico, capaz de ser hidrolisado pela ALP durante o processo de
mineralizacdo da matriz [137]. A dexametasona pertence a familia dos glucocorticoides e é

comummente utilizada como substancia indutora do fenotipo osteogénico. Esta € responsavel
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pelo aparecimento de marcadores fenotipicos osteogénicos como a fosfatase alcalina,
osteopontina, osteocalcina e sialoproteina o6ssea [39, 56, 58, 138, 139], assim como de
marcadores adipogénicos como o receptor PPARy2 e CCAAT-C/EBP dependente da
concentracao a que se encontra em solucao [39, 140]. O IBMX é utilizado com o intuito de
aumentar os niveis de cAMP, PPARy2 e LPL que sdao marcadores adipogénicos e diminuir a
expressao de marcadores osteogénicos. A indometacina é utilizada como um bloqueador da
diferenciacao osteogénica e também se encontra associada a ligacdo aos receptores PPARy2
[39]. Um dos farmacos mais utilizados como indutor da diferenciacao adipogénica é a
insulina, que aumenta e acelera a acumulacao de triglicéridos [39, 69, 140].

Os dendrimeros sdao polimeros com caracteristicas macromoleculares bem definidas,
apresentam um tamanho na ordem dos poucos nanometros e propriedades peculiares.
Actualmente, os dendrimeros PAMAM sao os mais utilizados pois foram dos primeiros a serem
sintetizados, caracterizados e comercializados com diferentes grupos terminais e diferentes
geracdes [99]. Muitos grupos tém vindo a estudar a citotoxicidade destas nanoparticulas in
vitro, testando diferentes linhas celulares, diferentes tempos de incubacdao e diversos
métodos de analise [80, 85, 88, 103, 105, 119, 141-145].

Neste trabalho, as MSCs foram cultivadas em meio indutor osteogénico e adipogénico
e o comportamento celular avaliado quando colocadas em contacto com dendrimeros PAMAM
com duas concentracoes diferentes, 10 ug/mL e 0,5 pg/mL, ao longo de 21 dias de cultura. As
culturas celulares foram avaliadas em relacdao a viabilidade celular (teste de reducao da
resazurina), parametros bioquimicos (actividade da ALP, concentracao de OC, proteina total)
e histoquimicos (coloracdao para a presenca da ALP, depoésitos de fosfato e de calcio)
osteogénicos e parametros adipogénicos (coloracao e quantificacao do 6leo vermelho).

Em termos da diferenciacdo osteogénica, quer na primeira experiéncia como na
segunda, o controlo positivo apresentou valores de proliferacao muito superiores ao controlo
negativo. A presenca da dexametasona despoletou a proliferacao das MSCs no controlo
positivo e amostras expostas aos dendrimeros PAMAM. No entanto, em qualquer uma das
experiéncias se verificou que as culturas que estavam em contacto com os dendrimeros
PAMAM-NH, apresentavam uma viabilidade reduzida, ao contrario das culturas expostas aos
dendrimeros neutros e anidnicos que apresentaram um comportamento semelhante ao
controlo positivo. Tal facto € confirmado por diversos estudos que demonstram que a
superficie cationica destes dendrimeros é responsavel pela ruptura da membrana celular e
por propriedades hemoliticas [81].

Mukherjee e seus colaboradores [122] estudaram a citotoxicidade de dendrimeros
PAMAM de G4, G5 e G6 em duas linhas celulares mamiferas (SW480 e HaCaT). Este grupo
avaliou diversos parametros como a actividade metabolica, mitocondrial e lisossomal apos
24 h de exposicdo aos dendrimeros. A citotoxicidade a longo termo foi avaliada, assim como o
potencial zeta, o tamanho da particula e a interaccdo com o FBS. Foi observado que existe
uma tendéncia de uma resposta toxica dependente da geracao e interaccao dos dendrimeros

com o meio de cultura. Jevprasesphant e seus colaboradores [120] testaram a influéncia
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citotoxica de diversos grupos terminais (PAMAM conjugado com acido ladrico (La), -PEG, -
COOH e -NH;) dos dendrimeros PAMAM de diferentes geracoes (G2, G3 e G4) em células Caco-
2. Os dendrimeros PAMAM-NH, apresentaram um elevado grau de citotoxicidade quando
comparados com os PAMAM-COOH, revelando também um aumento da citotoxicidade com o
aumento da geracdo e concentracdao. No entanto, os dendrimeros PAMAM-PEG e -La
demonstraram uma decréscimo acentuado na citotoxicidade. Também Santos e seus
colaboradores [88], utilizaram dendrimeros PAMAM modificados com acidos gordos para
transfeccao de MSCs e verificaram baixos niveis de citotoxicidade. No seguimento deste
estudo, o mesmo grupo também estudou dendrimeros PAMAM acoplados a péptidos com
elevada afinidade de ligacao a MSCs, os quais apresentaram baixa citotoxicidade aliada a uma
eficiéncia de transfeccao superior aos dendrimeros nativos [74]. No trabalho desenvolvido por
Domanski e seus colegas [105], estes avaliaram a influéncia dos dendrimeros PAMAM nos
eritrocitos. No estudo utilizaram dendrimeros PAMAM cationicos de G2, G3 e G4 a diferentes
concentracdes (1 nM a 10 yM) e avaliaram a resposta celular através de microscopia optica. A
uma concentracao de 1 nM os eritrocitos comecaram a apresentar alteracdes na sua
morfologia, perdendo a sua forma discéide. A uma concentracdo mais elevada de 10 nM,
foram observadas células alongadas em forma de fuso e a 100 nM apresentavam uma
morfologia em forma de foice. A partir de uma concentracao de 10 pM surgiu a aglutinacao
celular. Concluiram, entdo, que existe uma dependéncia entre a hemolise e a
geracdo/concentracdo dos dendrimeros. Além deste estudo, também Malik [143] e
Dobrovolskaia [106] estudaram as propriedades hemoliticas dos dendrimeros PAMAM.
Considerando agora os marcadores bioquimicos e histoquimicos indicadores da diferenciacao
osteogénica, verificamos que a diferenciacdo ocorreu com sucesso em qualquer uma das
experiéncias. Ao nivel da actividade da ALP, verifica-se que em ambas as experiéncias a
actividade é superior no controlo positivo e que os dendrimeros anidnicos e neutros seguem a
tendéncia do mesmo, ao contrario dos dendrimeros catidénicos em que a reduzida densidade
celular faz com que os valores sejam praticamente nulos a concentracdes de dendrimeros de
10 pg/mL, recuperando para valores proximos do controlo negativo a concentracbes de
dendrimeros de 0,5 pg/mL. Analisados em conjunto, os resultados dos estudos histoquimicos,
nomeadamente as coloracdes da actividade da ALP, depositos de fosfato (von Kossa) e de
calcio (Alizarina vermelha), mostraram que a presenca dos varios tipos de dendrimeros nao
afectou o processo de diferenciacao osteogénica.

Considerando a diferenciacao adipogénica, todos os resultados da viabilidade celular
foram inferiores aos do controlo negativo. Isto sugere que o meio de cultura indutor da
diferenciacao adipogénica foi um motivo de diminuicdo da densidade celular, pois o controlo
positivo também foi afectado. Também nestas experiéncias, os dendrimeros cationicos
mostraram ser mais citotoxicos. O meio de cultura indutor adipogénico é constituido pelo
meio basal de crescimento e pelos aditivos anteriormente referidos. Para cada um dos
aditivos foram preparadas solucoes stock com sucessivas diluicoes de modo a diminuir o teor

de alcool na cultura celular. Por exemplo, a dexametasona foi preparada a uma concentracao

Pagina | 65



inicial de 10 mM em etanol sendo posteriormente diluida (1:100) em meio de cultura nao
suplementado e, novamente, uma diluicao para obtencao de uma concentracao final no poco
de 10 nM. O mesmo processo foi realizado para a indometacina (sollvel em etanol) e IBMX
(soluvel em acetona). A insulina, como apresenta uma baixa solubilidade a pH neutro [146],
foi solubilizada em acido acético a uma concentracdo de 2 mg/mL. No entanto, ao contrario
das restantes solucdes, esta nao foi alvo de diluicdo e o que se verificou é que quando
adicionada ao meio de cultura este ficava mais amarelado. Posteriormente foi medido o pH
do meio e verificou-se que rondava os 6.5, dai a coloracao e baixa viabilidade celular obtida.
Apesar desta influéncia, os resultados de viabilidade celular das culturas em contacto com os
dendrimeros PAMAM-OH e -COOH apresentaram valores muito semelhantes ao controlo
positivo, ao contrario dos dendrimeros cationicos que, como foi referido anteriormente,
levam a ruptura da membrana celular, sendo mais citotoxicos e originando uma baixa
densidade celular. Em termos dos parametros adipogénicos, os testes qualitativos e
quantitativos usando o 6leo vermelho O mostraram, genericamente, que a presenca de
dendrimeros nao afectou a capacidade de diferenciacdo. No entanto, a observacao das
imagens das culturas coradas mostrou que a extensao da diferenciacao foi pequena (pequeno
numero de células apresentando vesiculas coradas de vermelho), o que se pode ter devido a
uma baixa densidade celular [147]. Segundo o que se encontra descrito na literatura [42, 148,
149], as culturas celulares devem atingir a confluéncia antes de se iniciar a diferenciacao

adipogénica, uma vez que a proliferacao celular ira ser inibida.

Até a data, nenhum estudo foi efectuado com o intuito de avaliar o efeito dos
dendrimeros PAMAM com diferentes grupos terminais a superficie na diferenciacdo de MSCs.
Com este trabalho, demonstrou-se que os dendrimeros PAMAM com grupos terminais amina (-
NH,), hidroxilo (-OH) e carboxilo (-COOH) nao influenciam de forma directa a capacidade de
diferenciacao das MSCs. Os dendrimeros catidnicos afectam, sim, a viabilidade das MSCs, quer
em meio de cultura osteogénico, quer em meio de cultura adipogénico.

De uma perspectiva futura, para uma melhor compreensao e confirmacao destes
resultados, outras técnicas complementares como poderiam ser utilizadas como o real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR), microscopia electronica de varrimento (Scanning
Electron Microscope, SEM) e microscopia de forca atémica (Atomic Force Microscopy, AFM),
com o intuito de fornecer informacdo mais detalhada ao nivel da expressiao de genes
especificos da diferenciacao osteogénica e adipogénica, imagem tridimensional e informacao

quantitativa sobre a composicdo dos depdsitos existentes.
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