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EPIGRAFE

“A persisténcia € o caminho para o éxito.”
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Stroparo J.L.O. Biomateriais xenogénicos 6sseos ndo interferem na viabilidade e proliferacdo
de células-tronco mesenquimais — estudo-piloto: Universidade Positivo, 2020.

RESUMO

O uso de células, em especial as células-tronco mesenquimais (CTMSs), € objeto de inUmeras
pesquisas, incluindo a engenharia tecidual. Estas células sdo indiferenciadas, apresentando
capacidade de diferenciacdo e auto-renovagdo. Tem o0 potencial de se transformar em
multiplos tipos celulares do organismo, podem se diferenciar em adipécitos, condrocitos e
osteoblastos, dependendo do estimulo que recebem. O objetivo principal do presente trabalho
foi avaliar em modelo in vitro a influéncia de biomateriais xenogénicos bovinos sobre
células-tronco mesenquimais da polpa de dente deciduo, no intuito de identificar um
biomaterial com maior potencial carreador de células, para posterior aplica¢do in vivo e/ou
clinica. Os seguintes grupos foram usados: 1) Grupo C (controle), contendo apenas CTMs;
2) Grupo BP, contendo CTMs e Bonefill Porous® (0,60-1,50 mm); 3) Grupo BO, contendo
CTMs e Bio-Oss® (0,25-1 mm). As CTMs (P3) utilizadas foram provenientes de um dente
deciduo em exfoliacdo, de um doador do sexo masculino de 7 anos de idade. Uma aliquota
de células foi submetida a imunofenotipagem por citometria de fluxo. Foram realizados os
ensaios de viabilidade celular (vermelho neutro), citotoxicidade (MTT), e proliferacdo
celular (cristal violeta); todos os grupos foram submetidos a uma analise morfolédgica por
microscopia de luz (ML). Devido aos resultados dos testes anteriores, o biomaterial
considerado com desempenho superior foi submetido a avaliacdo ultraestrutural por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram utilizados os tempos de 24, 48 e 72 h de
cultivo. A validagdo das células-tronco mesenquimais demonstrou marcadores de superficie
positivos para CD105, CD73, CD90, e negativos para CD45, CD34, CD14, CD19, e HLA-
DR. Os resultados evidenciaram que ambos 0s biomateriais mantiveram viabilidade celular
e citotoxicidade semelhantes ao grupo C. Quanto a proliferagéo, houve diferenca para menor
no grupo BO em relacdo aos outros grupos. A ML, o grupo BP apresentou células mais
espraiadas e aderidas do que o grupo BO. Assim, ao MEV, as células do grupo BP
apresentaram caracteristicas de células mais ativas do que as do grupo C, com secrecdo de
vesiculas para a matrix extracelular. Logo, pode-se concluir que o BP apresentou maior
potencial carreador de células-tronco para futuros trabalhos com aplicacdo in vivo e/ou
clinica.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, Biomaterial, Dente Deciduo, Polpa dentéria.
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Stroparo J.L.O. Bone xenogenic biomaterials do not interfere in the viability and proliferation
of mesenchymal stem cells - study-pilot: Positivo University, 2020.

ABSTRACT

The use of cells, especially mesenchymal stem cells (MSCs), is the subject of numerous
researches, including tissue engineering. These cells are undifferentiated, presenting capacity
for differentiation and self-renewal. They have the potential to transform into multiple cell
types of the body, such as adipocytes, chondrocytes and osteoblasts, depending on the
stimulus they receive. The main objective of this work was to evaluate, in an in vitro model,
the influence of bovine xenogenic biomaterials on mesenchymal stem cells from human
exfoliated deciduous teeth, in order to identify a biomaterial with higher potential cell carrier,
for subsequent in vivo and/or clinical application. The following groups were used: 1) Control
C (control), containing only MSCs; 2) Group BP, containing MSCs and Bonefill Porous®
(0.60-1.50 mm); 3) Group BO, containing MSCs and Bios-Oss® (0.25-1 mm). The MSCs
(P3) used came from a deciduous tooth in exfoliation from a 7-year-old male donor. A cell
aliquot was submitted to immunophenotyping by flow cytometry. Cell viability (neutral red),
cytotoxicity (TMT), and cell proliferation (violet crystal) tests were performed; all groups
were submitted to morphological analysis by light microscopy (ML). Due to the results of
previous tests, the biomaterial considered with superior performance was submitted to
ultrastructural evaluation by scanning electron microscopy (SEM). The times of 24, 48 and
72 h of cultivation were used. Mesenchymal stem cell validation demonstrated positive
surface markers for CD105, CD73, CD90, and negative for CD45, CD34, CD14, CD19, and
HLA-DR. The results showed that both biomaterials maintained cell viability and
cytotoxicity similar to group C. As for proliferation, there was a difference for less in the BO
group compared to the other groups. To ML, the BP group presented more spread and
adhered cells than the BO group. Thus, at SEM, the cells of the BP group presented
characteristics of cells more active than those of group C, with secretion of vesicles to the
extracellular matrix. Therefore, it can be concluded that BP presented a higher potential stem
cell carrier for future studies with in vivo and/or clinical application.

Keywords: Mesenchymal stem cells, Biomaterial, Deciduous tooth, Dental pulp.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Nos ultimos anos, uma nova possibilidade de tratamento tem sido testada: terapia com
celulas-tronco. Essas células possuem caracteristicas fundamentais para a regeneracao 0ssea,
uma vez que sao angiogénicas, adipogénicas, miogénicas, condrogénicas e osteogénicas
(Shen et al., 2011). Existem quatro tipos basicos de células-tronco: as totipotentes, que sdo
oriundas dos zigotos (fase embrionéaria inicial antes da diferenciacdo dos tecidos basicos:
ectoderme, mesoderme e endoderme); as pluripotentes que séo células-tronco embrionarias
que dao origem a ectoderme, mesoderme e endoderme; as multipotentes (ou células-tronco
adultas), que possuem a diferenciacdo mais limitada, dando origem as células especializadas
dos diferentes tecidos do corpo humano (um exemplo sdo as células-tronco mesenquimais,
presentes em tecidos ja formados); e as unipotentes, que tem capacidade de se diferenciar
apenas em um tipo de tecido (Amini et al.,2012; Carvalho et al.,2012).

As células-tronco mesenquimais tém um elevado potencial proliferativo, podendo se
diferenciar em células nervosas, adipdcitos, condrdcitos, odontoblastos e osteoblastos,
dependendo do estimulo que recebem (Amini et al.,2012).

A cavidade bucal é fonte promissora de células-tronco mesenquimais, com potencial
osteogénico, esses tecidos de onde elas podem ser extraidos geralmente sdo descartados, por
iSO € interessante 0 seu armazenamento (Estrela et al., 2011; Yang et al., 2013; Buduru et
al., 2019).

A fonte ideal de células-tronco mesenquimais para engenharia tecidual deve possuir
caracteristicas como alta pureza, alta proliferacdo, multipotencialidade, e facilidade de coleta.
Dentre as fontes dessas células estdo: a medula 6ssea (Bone marrow stem cells, BMSCs), o
tecido adiposo (Adipose stem cells, ASCs), as células do ligamento periodontal (Periodontal

ligament stem cells, PDLSCs), a polpa de dentes (Dental pulp stem cells, DPSCs) e também



polpa de dentes deciduos (Stem cells from human exfoliated deciduous tooth, SHED)(Egusa
et al., 2012;Kishimoto et al., 2018).

Dentre as fontes de células-tronco, o tecido adiposo tem se demonstrado promissor,
uma vez que apresenta um rendimento consideravel, e dependendo da regido anatémica,
menor incbmodo pds-operatorio do que os aspirados medulares (Caplan, 2007; Shayesteh et
al., 2008; Rezai et al, 2017). O tecido adiposo tem demonstrado ASCs com cerca de 500
vezes maior potencial de proliferacdo do que as células obtidas pela aspiracdo da medula
Ossea. Assim, destaca-se a importancia do desenvolvimento desse tipo de fonte de obtencéo
celular (Fraser et al., 2006; Rezai et al., 2017).

As ASCs obtidas da bola de Bichat, por exemplo, demonstram um potencial de
proliferacdo maior do que outras fontes de tecido adiposo (Fraser et al., 2006; Pefarrocha-
Diago et al., 2015; Rezai et al., 2017). Também demonstram maior potencial osteogénico
(Rezai et al., 2017). Essas células se diferenciam em varios tipos de células de linhagem
mesenquimal, incluindo adipogénica, miogénica, condrogénica, e osteogénicas; em
condicBes angiogénicas também podem promover uma nova vascularizacdo (Shen et al.,
2011). O tecido da bola de Bichat tem acesso relativamente simples, podendo ser obtido via
cavidade oral, sem prejuizo estético de cicatriz, por exemplo. Considerado, portanto, como
fonte adequada de ASCs que possibilitam uma aplicacéo clinica (Niada et al., 2013; Salehi-
Nik et al., 2017).

Segundo Seo et al. (2004), por sua vez, as PDLSCs tem grande potencial regenerativo
e de reparacdo de estruturas dentais danificadas, por isso tem atraido atencdo no mundo
académico. Elas tém poder de se diferenciar em células de linhagens, condrogénicas,
cardiomiogénicas, neurogénicas e osteogénicas, sendo caracteristicas necessarias para

formagdo do ligamento periodontal e de tecidos de suporte, dentre eles o osso alveolar,



cemento, nervos e vasos sanguineos (Shiet al., 2001; Huang et al., 2009; Park et al., 2011;
Byung et al., 2019).

As PDLSCs tem origem dentaria, sendo células multipotentes pds-natais semelhantes
as BMSCs. Sendo assim, essas células podem se diferenciar em fibroblastos do ligamento
periodontal, cementoblastos, osteoblastos e reparar defeitos 6sseos (Trubiani et al., 2015;
Byung et al., 2019). Porém, as PDLSCs tem uma certa desvantagem, elas s6 podem ser
obtidas em pequenas quantidades. Segundo Iwata et al. (2010) o numero é cerca de 1250 em
média, sendo que de acordo com Feng et al. (2010) para regeneragio sio necessarias 4 x10°
células, ou seja, a cultura primaria deve ser proliferada pelo menos até 12 passagens de
proliferacdo, antes de qualquer uso clinico (Iwata et al., 2010; Feng et al., 2010). Segundo
Byung et al. (2019), a partir da passagem 7 das PDLSCs, observaram uma perda severa da
morfologia inicial, e quanto maior a passagem, maiores eram as mudancas morfologicas
também.

Por sua vez, a polpa dentaria € composta por um tecido conjuntivo altamente
vascularizado e envolto por uma estrutura mineral de dentina, que protege a polpa de
estimulos externos nocivos. Principalmente a polpa de dentes deciduos € rica em células-
tronco (Nanci, 2007; Rosa, 2013; 2016).

A medida que ocorre a rizolise, a denticdo decidua cede lugar & dentico permanente,
e 0 dente deciduo e todo o tecido que o acompanha geralmente séo descartados, mesmo sendo
rico em células-tronco do tipo mesenquimais (Rosa et al., 2016). Essas células-troncos tem
um elevado potencial proliferativo, podendo se diferenciar em odontoblastos, adipocitos,
celulas neurais, as células-tronco também demonstrando potencial osteogénico maior (Rezai
et al., 2017) e propriedades angiogénicas, podendo estimular uma nova vascularizacéo,

caracteristica desejavel aos procedimentos de enxertos (Miura et al., 2003).



As conhecidas SHEDs sdo as primeiras células-tronco de origem dental com potencial
osteogénico, e caracteristicas mesenquimais comparadas as células de medula Ossea,
apresentando maior proliferagcdo e maior capacidade de formacdo de unidades formadoras de
coldnia, tendo uma maior eficiéncia na proliferacdo, além de possuirem uma expressao
génica com potencial de mineralizacdo (Shi et al., 2001; Jin et al., 2019).

As SHEDs tem uma capacidade de autorrenovacdo muito maior que as DPSCs, sendo
mais suscetiveis a diferenciacdo osteogénica (Aghajani et al., 2016; Ichiyanagi et al., 2010;
Buduru et al., 2019).

Com o aumento da disponibilidade de produtos comerciais xenogénicos, torna-se
importante a avaliacdo destes biomateriais frente as células-tronco, uma vez que podem ser
destinados as reconstrucfes dsseas de forma mais eficiente se ja estiverem associados as
células, antes da aplicacédo clinica. Estudos in vitro podem auxiliar no desenvolvimento de

estratégias para os estudos in vivo e clinicos.



2. PROPOSICAO

Avaliar em modelo in vitro a influéncia de biomateriais xenogénicos bovinos sobre
células-tronco mesenquimais da polpa de dente deciduo, no intuito de identificar um
biomaterial com maior potencial carreador de células, para posterior aplica¢do in vivo e/ou

clinica.



3. MANUSCRITO

Biomateriais xenogénicos 6sseos ndo interferem na viabilidade e proliferacéo de células-

tronco mesenquimais — estudo-piloto

RESUMO

O uso de células, em especial as células-tronco mesenquimais (CTMSs), € objeto de
indmeras pesquisas, incluindo a engenharia tecidual. Estas celulas séo indiferenciadas,
apresentando capacidade de diferenciacdo e auto-renovacdo. Tem o potencial de se
transformar em mdltiplos tipos celulares do organismo, podem se diferenciar em adipécitos,
condrdcitos e osteoblastos, dependendo do estimulo que recebem. O objetivo principal do
presente trabalho foi avaliar em modelo in vitro a influéncia de biomateriais xenogénicos
bovinos sobre células-tronco mesenquimais da polpa de dente deciduo, no intuito de
identificar um biomaterial com maior potencial carreador de células, para posterior aplicacéo
in vivo e/ou clinica. Os seguintes grupos foram usados: 1) Grupo C (controle), contendo
apenas CTMs; 2) Grupo BP, contendo CTMs e Bonefill Porous® (0,60-1,50 mm); 3) Grupo
BO, contendo CTMs e Bio-Oss® (0,25-1 mm). As CTMs (P3) utilizadas foram provenientes
de um dente deciduo em exfoliacdo, de um doador do sexo masculino de 7 anos de idade.
Uma aliquota de células foi submetida a imunofenotipagem por citometria de fluxo. Foram
realizados os ensaios de viabilidade celular (vermelho neutro), citotoxicidade (MTT), e
proliferacdo celular (cristal violeta); todos os grupos foram submetidos a uma analise
morfoldgica por microscopia de luz (ML). Devido aos resultados dos testes anteriores, 0
biomaterial considerado com desempenho superior foi submetido a avaliacao ultraestrutural
por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Foram utilizados os tempos de 24, 48 e 72
h de cultivo. A validagdo das células-tronco mesenquimais demonstrou marcadores de
superficie positivos para CD105, CD73, CD90, e negativos para CD45, CD34, CD14, CD19,
e HLA-DR. Os resultados evidenciaram que ambos 0s biomateriais mantiveram viabilidade

celular e citotoxicidade semelhantes ao grupo C. Quanto a proliferacdo, houve diferenca para
Manuscrito serd submetido ao periddico: Journal of Biomedical Materials Research Part A.

Manuscrito formatado de acordo com as normas especificas do periddico (acessado em:
21/02/2020).



menor no grupo BO em relagdo aos outros grupos. A ML, o grupo BP apresentou células
mais espraiadas e aderidas do que o grupo BO. Assim, ao MEV, as células do grupo BP
apresentaram caracteristicas de células mais ativas do que as do grupo C, com secrecéo de
vesiculas para a matrix extracelular. Logo, pode-se concluir que o BP apresentou maior
potencial carreador de células-tronco para futuros trabalhos com aplicacdo in vivo e/ou

clinica.

Palavras-chave: Células-tronco, SHED, Biomaterial Xenogénico, Polpa de Dentes

Deciduos.

Manuscrito serd submetido ao periddico: Journal of Biomedical Materials Research Part A.
Manuscrito formatado de acordo com as normas especificas do periddico (acessado em:
21/02/2020).



3.1 INTRODUCAO

Perdas traumaticas de dentes ou de tecido 6sseo decorrentes de acidentes, doenca
periodontal, carie dentaria ou outras intercorréncias, precisam ser tratadas. Isso faz com que
o profissional da area da salde busque terapias reconstrutivas tais como enxertos para
recuperacdo das areas lesadas (Manfro et al., 2014; Sakkas et al.,2017).

Um enxerto 0sseo precisa de caracteristicas osteogénicas para gerar um novo 0Sso,
podendo representar uma matriz que pode servir de arcaboucgo, conter sinais quimicos que
podem ser osteoindutivos, nutrientes e suprimentos sanguineos para que ocorra 0
desenvolvimento celular (Zimmermann et al., 2011; Amini et al.,2012).

Entre os fatores mais importantes para o sucesso do enxerto esta a vascularizagao.
Espera-se que as manobras cirurgicas preservem 0 suprimento sanguineo, respeitando a
anatomia local, uma vez que com a vascularizagdo adequada a osteointegracdo pode ocorrer
de forma mais rapida e eficiente, para que ao final obtenha-se uma base Gssea de maior
qualidade em tempo reduzido. Espera-se uma maior migracao de osteoblastos para a regido
e inducgdo 6ssea por estimulo as células-tronco, aumentando a deposicdo mineral no local
(Hammerle e Lang, 2001; Amini et al.,2012).

Nos ultimos anos, uma nova possibilidade de tratamento tem sido testada: terapia com
celulas-tronco. Essas células possuem caracteristicas fundamentais para a regeneracao 0ssea,
uma vez que sao angiogénicas e osteogénicas (Shen et al.,2011).

As células-tronco mesenquimais tém um elevado potencial proliferativo, podendo se
diferenciar de acordo com o estimulo que recebem (Amini et al., 2012). As células-tronco
encontradas nos dentes deciduos (SHEDSs), por exemplo, como normalmente sdo descartadas,

podem servir para 0 armazenamento e pesquisas. Como os dentes deciduos sdo normalmente
Manuscrito serd submetido ao periddico: Journal of Biomedical Materials Research Part A.

Manuscrito formatado de acordo com as normas especificas do periddico (acessado em:
21/02/2020).



encontrados em individuos muito jovens, as caracteristicas dessas células sdo promissoras,
uma vez que possuem um potencial proliferativo importante (Rosa et a.l, 2016).

Zimmermann et al., (2015) demonstram a associacdo de células-tronco (ASCs) com
biomaterial xenogénico para enxerto. Esse tipo de biomaterial apresenta componentes
estruturais semelhantes aos do osso humano (Manfro et al., 2014), tendo uma taxa de
formacdo dssea previsivel, permitindo a deposicdo de 0sso maduro sobre o mesmo
(Hammerle e Lang, 2001; Jensen et al., 2012;Manfro et al., 2014).

Em outro estudo, Trubiani et al. (2007) realizaram ensaios com PDLSCs, realizando
osteoinducgdo das células-tronco semeadas em um biomaterial xenogénico bovino.O trabalho
demonstra que as células tinham uma alta afinidade pelos biomateriais tridimensionais:
proliferagdo e colonizagéo celular foram evidentes (Trubiani et al., 2007).

Estudos in vitro podem fornecer informacdes importantes a fim de nortear os estudos
in vivo e as aplicagdes clinicas (Wolf et al., 2015). Assim, o objetivo principal do presente
trabalho foi avaliar em modelo in vitro a influéncia de biomateriais xenogénicos bovinos
sobre células-tronco mesenquimais da polpa de dente deciduo, no intuito de identificar um
biomaterial com maior potencial carreador de células, para posterior aplicacdo in vivo e/ou

clinica.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica (CAAE: 13434019.7.0000.0093). As
células-tronco utilizadas neste trabalho foram provenientes de um descarte de um dente

deciduo esfoliado e doado para pesquisa, a partir de um paciente atendido na Clinica da

Manuscrito serd submetido ao periddico: Journal of Biomedical Materials Research Part A.
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Infancia da Universidade Positivo, Curitiba/PR. O isolamento e cultivo das células-troncos
foi feito no Centro de Processamento Celular da Curityba Biotech, pelo protocolo de

Hendijani et al., (2017).

3.2.1 Procedimentos Laboratoriais

3.2.1.1 Isolamento e Cultivo Celular

Apos a obtencdo do dente exfoliado (remanescentes da coroa e polpa) este foi
colocado em um tubo Falcon (BD Biosciences- Franklin Lakes, NJ USA ) contendo 15 mL
de meio para transporte (1% de antifungico a 250 pg/mL [anfotericina B], 1% antibidtico
[penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 100 mg/mL - Gibco, Waltham, EUA]) e o meio de
cultivo (DMEM, baixa glicose com L-glutamina e piruvato solido - Gibco, Waltham, EUA).
O tubo entdo foi levado imediatamente ao laborat6rio para o processamento da amostra.
Dentro de cabine de seguranca bioldgica tipo Il (Telstar Bio 1l Advance, FACScalibur, BD,
Franklin Lakes, EUA), instalada em sala limpa ISO 7, o tecido foi fracionado para realizar o
isolamento das células-tronco mesenquimais (CTMs) pela técnica do explante. Procede-se
fragmentar o tecido em diversos pedagos de 1 mm? aproximadamente, e dispor estes
fragmentos no fundo de uma garrafa de 25 cm?® (BD Biosciences), mantendo uma distancia
aproximada de 3 mm entre eles. Subsequentemente, o material foi levado a incubadora a 37
°C, 5% de CO- e 95% de ar saturado umidificado (Panasonic, Japao), até que os explantes
tivessem aderéncia ao fundo da garrafa. Apds esta etapa, adicionaram-se 5 mL de meio de
cultivo padrdo suplementado a garrafa, com cuidado para que os fragmentos ndo se
Manuscrito serd submetido ao periddico: Journal of Biomedical Materials Research Part A.
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desprendessem do fundo. De volta a incubadora por 48 horas a 37°C (+/- 2°C), 5% de CO2
e 95% de ar saturado umidificado, 0 meio foi aspirado e trocado. As células foram observadas
em microscépio invertido (AE 31 Trinuclear, MOTIC, China), até atingirem uma confluéncia

de 70%, (32 passagem), atingindo 1,5 x 10° células.

3.2.1.2 Citometria de Fluxo

Para a confirmacdo de que as células cultivadas pertenciam a linhagem de células-
tronco mesenquimais, as células passaram pela citometria de fluxo e marcadores de superficie
(Laboratério do Nucleo de Tecnologia Celular da Pontificia Universidade Cato6lica do
Parana, Curitiba, Brasil). Os critérios estabelecidos consideraram resultados positivos acima
de 70%, e negativos os resultados abaixo de 10%. Quanto & viabilidade, empregou-se o kit
de deteccdo de células em apoptose e necrose (APC Annexin V Apoptosis Detection Kit with
7-AAD, Biolegend, San Diego, EUA). Quanto a imunofenotipagem, foram considerados os
fatores positividade para os marcadores CD105, CD73 e CD90, e negatividade para CD45,
CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR, conforme protocolo de Dominici
(2006). Células da terceira passagem foram avaliadas no citdmetro de fluxo (FACScalibur,
BD, Franklin Lakes, EUA) para avaliagdo da viabilidade e identificacdo dos principais
marcadores de CTMs. Foram usadas 100.000 células por tubo de citometria e cada amostra
foi passada uma vez pelo citbmetro. Também empregou-se 0s anticorpos primarios
especificos: mouse anti-human CD105 (Invitrogen, Carlsbad, EUA), mouse anti-human
CD73, CD90, CD45, CD34, CD11b, CD19 e HLA-DR (ABD Serotec, Raleigh, EUA). O
anticorpo isétopo correspondente foi utilizado como controle negativo, e como anticorpo

secundario foi utilizado o anticorpo goat anti-mouse 1gG (H/L — FITC, ABD, Raleigh,
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Serotec). Os dados obtidos foram analisados no software FlowJo (TreeStar, Ashland,

EUA).

3.2.2 Desenho do Estudo

Os ensaios foram realizados em placas de 24 pocos, em triplicatas. Apds as células
atingirem confluéncia (70%), estas foram lavadas com PBS a 37 °C, desaderidas
guimicamente sob acdo tripsina-EDTA e contadas em Camara de Neubauer. Plaqueou-se 2
x 10 células por pogo, de acordo com 0s grupos:

1) Grupo C (Controle): contendo somente CTMs;

2) Grupo BP (Bonefill Porous®, granulacdo media de 0,60-1,50mm, Bionnovation
Biomedical, Bauru, Brasil): os pogos continham CTMs e 3 mg de biomaterial dentro de
inserto com 3 pum de porosidade (EasyStrainer, GreinerBio-One, Kremsmiinster, Austria);
3) Grupo BO (Bios-Oss®, granulacao média 0,25-1,0mm, Geistlich Pharma, Suica): 0s pocgos
continham CTMs e 3 mg de biomaterial dentro de inserto com 3 pum de porosidade;

Todos os grupos foram mantidos por 24, 48 e 72 h, e seguiram para 0S ensaios.

3.2.3 Citotoxicidade Celular (MTT)

Cerca de 2 x 10* células/poco foram plaqueadas em placa de 24 pogos, em triplicata,
com volume de meio de 200 puL/pogco. Apos 24 h, o sobrenadante foi substituido e as células
incubadas com os biomateriais pelos tempos de 24, 48 e 72 h. Depois de transcorrido 0s

tempos de tratamento, o meio foi retirado a adicionaram-se 200 pL da solucdo de brometo
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de 3,4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-difenil-2H-tetrazolium (MTT) diluido em PBS (0,5 mg/mL).
As placas foram protegidas da luz, e ap0os 3 h de incubagdo em estufa a 37 °C e 5% CO: 0
sobrenadante foi retirado, e as células foram ressuspensas em 200 pL de dimetilsulféxido
(DMSO0). A absorbancia foi mensurada no comprimento de onda de 545 nm no leitor de
microplacas (Epoch, Biosystem Biotek, Winooski, Eua). Os resultados foram analisados pelo

software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc. California.).

3.2.4 Proliferacao celular (Cristal Violeta) e Viabilidade Celular (Vermelho Neutro)

Para a anélise da proliferacdo celular empregou-se o método de cristal violeta. As
placas tiveram toda a solugdo retirada, foram lavadas com PBS e fixadas em 50 pL de
metanol por 3 min. Em seguida, o metanol foi removido e foram acrescidos 100 puL de cristal
violeta 0,2%, em etanol 5% por 10 min. Os pocos foram lavados em PBS por seis vezes para
remocao de corante residual. Entao, foram adicionados 200 uL de citrato de sodio 0,1 M em
etanol 50%. No leitor de microplacas, a leitura da absorbancia foi realizada em 550 nm
(Epoch, Biosystem Biotek, Winooski, Eua).

Para a avaliacdo da viabilidade, cerca de 2 x 10* células/poco foram plaqueadas em
placa de 24 pocos, com volume de meio de 200 uL/pogo. Ap6s 24 h, o sobrenadante foi
substituido e as células incubadas com os biomateriais pelos tempos de 24, 48 e 72 h. Depois
de transcorrido os tempos de tratamento, 0 meio foi retirado e foram adicionados 200 pL da
solu¢do de vermelho neutro diluida em PBS (550pg/mL), e incubada por 2 h em estufa a 37
°C e 5% CO>. Todo o sobrenadante foi retirado, os pogos foram lavados com PBS e foram

adicionados 100 L da solucdo de extracdo (etanol absoluto, 4gua ultrapura e &cido acético
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glacial) e a placa foi agitada em shaker por 20 min para homogeneizagdo. A absorbancia foi
lida no comprimento de onda de 550 nm (Epoch, Biosystem Biotek, Winooski, Eua). Os
resultados foram analisados pelo software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.

California.).

3.2.5 Anélise Estatistica

Os dados para os diferentes ensaios de citotoxicidade, proliferagdo e viabilidade
celular foram analisados estatisticamente por ANOVA dois fatores e teste de Tukey com

nivel de significancia de 5%.

3.2.6 Microscopia de Luz (ML) e Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Antes das amostras serem inseridas no leitor de microplacas (Ensaio de Proliferacéo),
foi utilizado o microscdpio invertido (AE 31 Trinuclear, MOTIC, China) para captacdo de
imagens e avaliagdo morfoldgica basica das células (20 x). As imagens foram transformadas

para escala de cinza.

De acordo com os resultados de médias totais no teste de proliferagdo, as células com
médias totais maiores entre os grupos BP e BO, seguiram para analise em MEV, juntamente
com as do grupo C. Para avaliagio da ultraestrutura, 2 x 10* células foram plaqueadas em
placas de 24 pocos contendo laminulas circulares de 13 mm de diametro no fundo. Apds, as
células foram fixadas em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2%, paraformaldeido 4%,

CaCl> 1 mM em tampéo cacodilato 0,1 M) por 1 h. Apds fixacao, as células foram lavadas
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com tampao cacodilato de sédio 0,1 M ph 7,4, e desidratadas em etanol (30, 50, 70, 90 e 2
vezes 100%), por 10 min. em cada concentragcdo. Apos desidratacdo, as laminulas foram
submetidas ao ponto critico (Critical Point Dryer 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein) e
metalizacdo em ouro (SCD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein), e analisadas no
microscopio eletronico de varredura (TESCAN VEGA 3 LMU, Brno, Republica Tcheca).
Apds, as imagens obtidas foram avaliadas no programa ImageJ (NIH, EUA) quanto a % de
células por area. Estas analises foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica da

Universidade Federal do Parand, Brasil.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Citometria de Fluxo

Os resultados da utilizacdo do kit de detec¢do de células em apoptose e necrose
foram: células em apoptose (0,43%), células em necrose (5,27%) e viabilidade celular
(94,3%). Quanto a caracterizacdo, os marcadores de superficie confirmaram o fendtipo de
células-tronco mesenquimais, positivos para: CD105 (88,9 %); CD73 (93,5 %); CD90 (97,9
%); e negativos para: CD45 (1,03 %), CD34 (0,78 %); CD14 (2,17 %); CD19 (2,34 %);

HLA-DR (0,74 %).

3.3.2 Ensaios de Citotoxicidade, viabilidade e proliferacdo celulares
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Os dados para os diferentes ensaios de viabilidade celular foram analisados
estatisticamente por ANOVA dois fatores e teste de Tukey, com nivel de significancia de

5%. As médias e desvios-padrdo para os grupos avaliados estdo nas Tabelas 1, 2 e 3.

3.3.2.1 Andlise de Citotoxicidade (MTT)

Para o0 ensaio de citotoxicidade, os resultados indicaram diferencas estatisticas

significantes para o fator biomaterial (p=0,004) e tempo (p<0,001). A interagéo dupla foi

estatisticamente significante (p=0,038) (Tabela 1).

Tabela 1 — Médias e desvios—padrédo para os valores de citotoxicidade celular pelo método

do MTT dos diferentes biomateriais e tempos.

Tempo
Biomaterial
24h 48h 72h
C 0,2482+ 0,0328 Ba 0,2398+ 0,0142 Bab 0,3545+ 0,0317 Aa
BP 0,2337+ 0,0221 Ba 0,2457+ 0,465 Ba 0,2993+ 0,0249 Ab
BO 0,2182+ 0,0143 Ba 0,2023+ 0,0202 Bb 0,3238+ 0,0283 Aab

Na linha, valores seguidos pelas mesmas letras maitsculas sdo estatisticamente semelhantes
(p > 0,05). Na coluna, valores seguidos pelas mesmas letras mindsculas sédo estatisticamente
semelhantes (p > 0,05).

3.3.2.2 Anélise de Viabilidade Celular (Vermelho Neutro)
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Neste ensaio, os resultados (médias) indicaram diferencas estatisticas significantes
para o fator biomaterial (p = 0,010) e tempo (p < 0,001). A interacdo dupla tambem foi
estatisticamente significante (p = 0,029). Na Tabela 2, os resultados podem ser observados

globalmente.

Tabela 2 — Médias + desvios-padrdo para os valores de viabilidade celular pelo método do

vermelho neutro dos diferentes biomateriais e tempos.

Tempo
Biomaterial
24h 48h 72h
C 1,4922+ 0,2504 Aba 1,3623+ 0,0517 Ba 1,6602+ 0,0702 Aa
BP 1,2243+ 0,1255 Bb 1,2433+ 0,0487 Bab 1,6307+ 0,1237 Aa
BO 1,4582+ 0,1631 Aa 1,1158+ 0,1254 Bb 1,5368+ 0,2305 Aa

Na linha, valores seguidos pelas mesmas letras mailsculas sdo estatisticamente semelhantes
(p > 0,05). Na coluna, valores seguidos pelas mesmas letras mindsculas sdo estatisticamente
semelhantes (p > 0,05).

3.3.2.3 Anélise de Proliferacéo celular (Cristal Violeta)

Para este ensaio, os resultados indicaram diferencas estatisticas significantes para o fator
biomaterial (p = 0,007) e tempo (p < 0,001). A interacdo dupla ndo foi estatisticamente

significante (p = 0,091). Os valores podem ser observadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Médias e desvios—padrao para os valores de proliferacdo pelo método do cristal
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violeta dos diferentes biomateriais e tempos.

Tempo
Biomaterial
24h 48h 72h Total
C 0,2273+ 0,0306 0,2447+ 0,0344 0,6005+ 0,0572 0,3575+ 0,1814 a
BP 0,1962+ 0,0109 0,2655+ 0,0448 0,5043+ 0,0684 0,3220+ 0,1430 a
BO 0,2032+ 0,0439 0,1608+ 0,0536 0,4950+ 0,1422 0,2863+ 0,1753 b
Total 0,2089+ 0,0326 B 0,2237+ 0,0628 B 0,5333+0,1034 A

Na linha, valores seguidos pelas mesmas letras maitsculas sdo estatisticamente semelhantes
(p > 0,05). Na coluna, valores seguidos pelas mesmas letras minusculas sdo estatisticamente
semelhantes (p > 0,05).

3.3.3 Analise morfoldgica em microscopia de luz (ML) das células controle e expostas aos

biomateriais BP e BO

As anélises em ML demonstraram que a linhagem de células do grupo C mantidas no
cultivo celular somente na presenca de meio (Figuras 1A a 1C), apds 1A (24h), 1B (48h) e
1C (72h), apresentaram-se aderidas e espraiadas ao substrato, com diferentes padrbes
morfologicos; séo células que se mantiveram dispostas lado a lado e apresentaram inibicao
por contato. Tem-se células em subconfluéncia bem evidente nas Figuras 1A e 1B. Na Figura
1C, ap6s 72 h, de forma evidente apresentaram uma maior dinamica de proliferacao celular,
com um maior numero de células, mas com cultivo ainda em subconfluéncia. Também
emitiram caracteristicas projecdes do corpo celular, evidenciando células com distintas
morfologias. Vé-se por sobre o cultivo, Figuras 1A e 1B, células de menor tamanho e
arredondadas, caracteristicas de células mortas ou em processo de sofrimento celular. Estas

Figuras apresentaram padrdo morfoldgico caracteristico para esta linhagem celular.
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As Figuras 1D e 1F sdo de cultivo de células expostas ao biomaterial BP. Estas
evidenciaram respostas semelhante aos observados para as celulas do grupo C, no que se
refere ao padrdo morfolégico das células. Sdo células que se mantiveram aderidas e
espraiadas ao substrato, com diferentes padrdes morfoldgicos. Apos o tratamento, sao células
gue ndo se empilharam, e mantiveram-se dispostas lado a lado com inibig&o por contato. De
forma interessante, pode-se observar que apds tratamento com este biomaterial, estas células
tém forma nitida, comparando as Figuras do grupo C (1A, 1B e 1C), especialmente nos
tempos de 48 h e 72 h. Nas Figuras 1E e 1F observa-se que as células apds tratamento séo
células mais alongadas, nitidamente com morfologia mais filiforme. De forma evidente vé-
se que a exposicao ao biomaterial, ja em 48 h (1E), ha um maior nimero de células quando
comparado com as do grupo C no mesmo tempo de exposi¢cdo (1B). Este resultado foi
potencializado para o tempo de 72 h, comparando Figura das células do C (1C), com as
Figuras (1F) apds exposicdo ao BP. Ja no tempo de 48h (1E), quase atingiram a confluéncia
celular, e com 72 horas (1F), fica evidente a confluéncia. Resultado este que sugere que 0
biomaterial induziu a proliferacdo desta linhagem nos tempos analisados. Observa-se ainda,
células arredondadas somente no tempo de 24 horas (1D) por sobre o cultivo celular, auséncia
destas nos tempos de 48 e 72 h (1E e 1F, respectivamente).

Para o tratamento com o biomaterial BO (Figuras 1G a 11 ), apds 24 h (1G), 48 h (1H)
e 72 h (11), as células tratadas apresentaram em todos os tempos analisados 0 menor nimero
de células, quando comparadas ao C, e em especial ao biomaterial BP. Chama atencdo que
ja para o tempo de 24 h (1G), ao comparar-se ao C (1A), vé-se alteracdo do padrédo
morfolégico destas células: o corpo celular estd mais globoso ou volumoso, as células estdo

menores do que o padrdo de células alongadas, menos afiladas, por passarem a estar mais
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globosas. Isso sugere que estdo perdendo a capacidade de se espraiar por sobre o substrato.
Possivelmente devam estar perdendo adesdo celular. Assim, sabendo-se que células que
perdem adesdo ao substrato induzem mecanismo de morte celular por desalojamento,
mecanismo conhecido por ANOIKIS , os resultados observados nas Figuras 1G (24 h), 1H
(48 h) e 11 (72 h) evidenciam esta suposi¢do. Vé-se um menor numero de células em todos
o0s tempos analisados. Quando comparadas as Figuras das células do C (1A, 1B e 1C) com
as células expostas ao BO (1G, 1H e 1I), estas ndo atingiram a confluéncia, mesmo no tempo

de 72h (LI).

Figura 1 - Analise morfolégica em microscopia de luz (ML) das células-tronco
mesenquimais, nos grupos C (controle) e expostas aos biomateriais BP (Bone Fill Porous®)
e BO (Bio-Oss®) por 24, 48 e 72 horas, iniciando com 2 x 10*células por pogo. Estes ensaios
foram realizados em duplicatas bioldgicas de triplicatas. As figuras 1A, 1B e 1C evidenciam

Manuscrito sera submetido ao periodico: Journal of Biomedical Materials Research Part A.
Manuscrito formatado de acordo com as normas especificas do periddico (acessado em:
21/02/2020).

21



células C mantidas em (DMEM). As figuras 1D, 1E e 1F evidenciam células BP. As figuras
1G, 1H e 1l evidenciam células BO. Todas as imagens em 20 x. Setas: 1 = células aderidas
e espraiadas ao substrato; 2 = células com diferentes padrdes morfologicos; 3 = inibi¢do de
contato; 4 = células em subconfluéncia; 5 = células arredondadas; 6 = células mais alongadas
(filiformes), espraiadas e aderidas ao substrato; 7 = células em confluéncia; 8 = células em
subconfluéncia.

3.3.4 Analise morfoldgica e ultraestrutural em microscopia eletronica de varredura (MEV)

das células C e BP

As analises em MEV (Figura 2) demonstraram que as células C (Figuras 2A a 2D),
apos 72 h, apresentaram-se: aderidas e espraiadas ao substrato, com diferentes padrdes
morfoldgicos, com caracteristicas de inibi¢cdo por contato, ou seja, células que ndo se
empilharam e que se mantiveram dispostas lado a lado. Também pode-se observar células
em subconfluéncia evidente, com projecdes do corpo celular e distintas morfologias, como
filopddios por toda borda do corpo celular, estruturas de percepcédo celular. Vé-se por sobre
o cultivo (Figuras 2A e 2B), células de menor tamanho e arredondadas, caracteristicas de
células mortas ou em processo de divisao celular. Ha por sobre o corpo celular material
vesicular semelhante a processos de secrecdo celular, bem como material particulado.

As Figuras 2E a 2H séo células BP em 72 h, evidenciando respostas semelhantes as
células C. Representam células que se mantiveram aderidas e espraiadas ao substrato, com
diferentes padrdes morfologicos, que também ndo se empilham, ficando lado a lado. Estas
emitem caracteristicas projecdes do corpo celular, e distintas morfologias.

De forma interessante, pode-se observar que as células BP (Figuras 2E, 2F e 2G) séo
maiores que as C (Figuras 2A, 2B e 2C). Alongaram mais o corpo celular, passaram a emitir
poucas e esparsas projecbes membranares e filopddios. Observa-se ainda, material
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particulado de diferentes tamanhos por sobre o cultivo celular, bem como abundantes

processos vesiculares, semelhante a processos de secre¢éo celular.

3000x

BP |

. L

Figura 2 - Analise em MEV das células-tronco C e BP, em 72 h, na concentragdo de 2 x 10,
As figuras 2A, 2B, 2C e 2D evidenciam células C. As figuras 2E a 2H evidenciam células
BP. As figuras 2A e 2E sdo imagens em 500 x. As figuras 2B e 2F tem 1500 x. As figuras
2C e 2G estdo em 3000 x . As figuras 2E, 2D e 2H em 6000 x. Estes ensaios foram realizados
em duplicatas bioldgicas de triplicatas. Setas: 1 = células aderidas e espraiadas ao substrato;
2 = celulas com diferentes padrdes morfologicos; 3 = inibicdo de contato; 4 = células em
subconfluéncia; 5 = projecdes celulares na forma de filopddios; 6 = células maiores com
morfologia mais alongadas; 7 = material particulado de diferentes tamanhos por sobre o
cultivo celular; 8 = células com abundantes processos vesiculares, semelhante a processos
de secrecdo celular; 9 = menor nimero de células, células menores, menos espraiadas, com
maior nimero de células arredondadas.

3.4 DISCUSSAO

Células-tronco mesenquimais podem apresentar grande potencial osteogénico, sendo
este um fator que pode ser considerado importante, especialmente quando se necessita de
reconstrucdes dsseas maiores, para reabilitacdes com implantes dentarios. Com o aumento
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da disponibilidade de biomateriais xenogénicos para fins de enxertia, e sabendo-se que a
aplicacdo clinica das células-tronco poderia ser uma estratégia para melhoria do desempenho
dos enxertos, torna-se relevante avaliar a influéncia dos biomateriais sobre estas, antes de
estudos in vivo e/ou em humanos (Wolf et al.,, 2015; Zimmermann et al., 2015).

No presente trabalho, foram usados biomateriais particulados dentro de insertos, a
fim de se evitar uma mistura direta destes com as células que foram cultivadas
convencionalmente, no fundo dos pocos, facilitando a recuperacao destas para avaliacdo, mas
permitindo a exposi¢do ao biomaterial, diferentemente dos ensaios de migragao celular, em
que o biomaterial fica no fundo do poco e as células no inserto (Wang et al., 2018). Esta
metodologia permitiu o cultivo celular na presenca dos biomateriais, e deve continuar nos
préximos trabalhos em tempos maiores até que seja possivel a observacéao de diferenciacéo.

Como podem ocorrer resultados divergentes dependendo do ensaio realizado, faz-se
necessario a realizacdo de diferentes testes basicos, como a citotoxicidade, proliferacédo
celular e viabilidade (Chiba et al., 1998). Estes testes geram parametros e fornecem respostas
conjuntas que vao complementar os resultados e diminuir a chance de viés sobre
citotoxicidade e proliferacdo celular (Chiba k. et al., 1998).

O ensaio MTT refere-se a citotoxicidade. Neste ensaio 0 reagente entra em contato
com as mitocondrias, sendo processado e metabolizado por enzimas presentes na matriz
mitocondrial. Quanto maior for a absorbancia da espectrofotometria, menor é a
citotoxicidade do composto sobre as células (Lu. L et al. 2012; Gomez et. al. 2017). Durante
0s periodos iniciais de 24 e 48 h, os resultados do teste MTT foram praticamente iguais entre

0s grupos. Em 72 h, o grupo BP se comportou como o grupo BO, mas com desempenho
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menor do que o C. Vasilyev et al. (2018), diferentemente do presente projeto, demonstraram
citotoxicidade para o biomaterial BO.

Quanto a viabilidade com o vermelho neutro, de acordo com metodologia semelhante
a trabalhos anteriores (Repetto et al., 2008; Gomez et. al., 2017); porém, percebeu-se que o
grupo BP iniciou o teste com os menores valores, e igualou os resultados dos outros grupos
em até 72 h. O trabalho de Rasch et al. (2019), também utilizam os periodos de 24 e 72 h. No
entanto, neste mesmo trabalho de Rasch et al. (2019), as células-tronco foram colocadas
diretamente sobre a superficie dos biomateriais, 0 que resultou numa menor taxa de
viabilidade do Bio-Oss®. Pode também ter havido migracéo celular para dentro do corpo do
biomaterial, e essas células por se diferenciarem, provocam um resultado falso positivo.

Quanto a proliferagdo celular, os resultados foram combinados e forneceram dados
significantes a partir das médias globais. Os resultados em 72 h foram mais favoraveis aos
grupos C e BP. No trabalho de Hosseini et al. (2019), o Bio-Oss® revestido por
policaprolactona fornece uma superficie que estimula a proliferacdo celular, diferente do
trabalho atual, em que a influéncia celular do Bio-Oss® puro ndo apresentou o melhor
desempenho.

Em relacdo aos aspectos morfologicos a ML, nitidamente, o aspecto das células do
grupo BP foi distinto, tanto do grupo C quanto do BO. Pode-se perceber uma proliferacdo
maior no BP do que no BO (médias totais com diferenca significativa), sendo que no grupo
BO, o processo de desalojamento (ANOIKIS) foi observado. No trabalho de Hosseini et
al.(2019), o aspecto morfologico das células-tronco usadas (do tecido adiposo, medula 6ssea
e corddo umbilical) é realmente diferente das células-tronco de dentes deciduos usadas neste

trabalho. Hosseini et al.(2019) também usam um biomaterial xenogénico, o Bio-Oss®, mas
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revestido de um polimero - neste caso um grafico demonstra um aumento na proliferacao
celular na presenca do Bio-Oss.

Assim, por conta do aspecto morfolégico a ML e da proliferacdo celular, decidiu-se
avaliar este grupo 8 MEV apenas em 72 h. A ML, o que parecia ser um cultivo de células ja
em confluéncia, a MEV, neste tempo, percebeu-se que as células ainda estavam em
subconfluéncia, uma vez que era possivel observar espacos entre as células. Outro ponto
dependente da microscopia é a inibicdo por contato, que a MEV néo fica evidente.
Parameswaran & Verma (2011) descrevem formagdes vesiculares nodulares osteogénicas na
superficie de células-tronco de medula dssea, semelhantemente aos achados do atual
trabalho, cujas células apresentaram muitas secre¢des nodulares. As células maiores, mais
alongadas, com poucas e esparsas projecdes membranares; além dos espraiamentos e profusa
interacdo ao substrato indicam que as SHEDs estavam mantendo uma alta viabilidade celular,
ou seja, a presenca do biomaterial ndo exerceu efeito citotdéxico, podendo provavelmente ser
associado a células-tronco tipo SHED numa terapia celular avangada.

Ainda, estes resultados que se mostraram interessantes junto ao biomaterial
Xenogénico, corroboram para 0 seu uso, uma vez que o produto € nacional e o leva a
patamares melhores de menores custos.

De forma promissora o grupo BP mostrou melhores resultados de proliferacéo quando
que comparado ao BO. Também evidenciou células maiores mais alongadas, espraiadas em
intimo contato com o substrato, quando comparadas as células do grupo C. Assim se faz

pertinente prosseguir com demais ensaios para avaliar real potencial deste biomaterial.
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3.5 CONCLUSAO

Concluiu-se que os biomateriais xenogénicos avaliados no presente trabalho
influenciaram positivamente as células-tronco mesenquimais frente aos ensaios de
viabilidade, citotoxicidade e proliferacdo celulares. Bem como manutengdo de suas
caracteristica morfoldgicas e ultraestruturais. Estas se mantiveram viaveis sem acdo
citotdxica com manutencdo da capacidade proliferativa. Logo, pode-se concluir que o BP
apresentou maior potencial carreador de células-tronco para futuros trabalhos com aplicagdo

in vivo e/ou clinica.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Ambos os biomateriais mantiveram citotoxicidade e viabilidade celular e semelhantes
ao grupo C; houve diferenca para menor no grupo BO quanto a proliferacdo; o grupo BP
apresentou células mais espraiadas e aderidas do que o grupo BO a microscopia de luz; e ao
MEV, as células do grupo BP apresentaram caracteristicas de células mais ativas do que as
do grupo C, com secrecdo de vesiculas para a matrix extracelular. Pode-se concluir que o BP
apresentou maior potencial carreador de células-tronco para futuros trabalhos com aplicacédo

in vivo e/ou clinica.
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ANEXO 1 (CEP)

N———— UNIVERSIDADE POSITIVO W

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DE BIOMATERIAL XENOGENICO SOBRE CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS ORIUNDAS DO CORPO ADIPOSO DE BICHAT

Pesquisador: JOAD CESAR ZIELAK

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 13434019.7.0000.0093

Instituigio Proponente: CENTRO DE ESTUDOS SUPERIORES POSITIVO LTDA

Patrocinador Principal: CURITIBA BIOTECNOLOGIA LTDA - ME

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.837.307

Apresentagao do Projeto:

Serdo realizados nesse estudo células aderentes do tecido adiposo da bola de Bichat obtido de bichectomia.
Serdo realizados testes em placas de

24 pogos, em triplicatas de 4. Apbs confluéncia (70%), as células serdo lavadas em PBS a 37 "C,
desadernidas quimicamente, contadas em Camara de Neubauer, sendo 8 x 103 células plagueadas por pogo,
de acordo com o3 seguintes grupos:Grupo Controle negativo (GCN = células-tronco mesenquimais puras,
CTM) Grupo Teste (GT = CTM e Bonefill PorousE) e Grupo Controle positivo (GCP = CTM e Stem ProE).
Todos os grupos

serdo subdivididos em mais 3 grupos para avaliagio aocs 7, 14 e 21 dias

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar in vitro a influéncia de biomaterial xenogénico sobre células-tronco provenientes da bola adiposa de
Bichat.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta envolve apenas o descarte da cirurgia de bichectomia, ou seja n8o ha riscos diretos no
procedimento. Mo entanto, qualquer problema ou desconforto, dor leve, moderada ou intensa advinda do
procedimento serd imediatamente sanado pelo cirurgido e ou equipe enveolvida, sem

gualguer custo para o participante da pesquisa.

Endersgo: Fua Prof? Pedro Virsto Pargot de Souza n® 5300

Bairro: Gampo Comprida CEP: g1 280-300
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3317-3280 Fax: [41)3317-3030 E-magil: cep@up.edu.br
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Corsnuaglo do Parecar: 3837.307

Beneficios:

Os participantes terao acesso a todas as informagoes desta pesquisa, e estardo colaborando para o
desenvolvimento de técnicas que podem possibilitar 0 aproveitamento das células. que normalmente sdo
jogadas fora em procedimentos indicados

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

pesquisa de relevancia
Consideragoes sobre os Termos de apresentac@o obrigatoria:

Foram apresentados

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Recomendo a sua aprovagaoc
Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Postagem Autor Situagao
Informacgbes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_151023] 12/02/2020 Aceito
do Projeto 0_E1.pdf 10:14:13
TCLE /Termos de | TCLEadendoCEP.doc 12/02/2020 |JOAO CESAR Aceito
Assentimento / 10:1351 |ZIELAK
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de | TALEadendoCEP.doc 12/02/2020 |JOAO CESAR Aceito
Assentimento / 10:13:31  |ZIELAK
Justificativa de
Auséncia - —"

Declaragao de anuenciaciinica pdf 11/02/2020 |JOAO CESAR Aceito
concordancia 22:06:50 |ZIELAK

Solicitagéo Assinada | adendojef pdf 11/02/2020 |JOAO CESAR Aceito
pelo Pesquisador 22:03:33 |ZIELAK

Responsavel

TCLE/ Termos 0e | TCLE_xenog_CEP.pdf 08/05/2019 |JOAO CESAR Aceito
Assentimento / 233136 |ZIELAK

Justificativa de

Auséncia

Declaragao de TD_fragmentos_CEP pdf 08/05/2019 |JOAO CESAR Aceito
Manuseio Material 23:31:24 |ZIELAK

Biologico /
| Biorepositorio /

Enderego: Rua Prof® Pedro Viriato Parigot de Souza r 5300

Bairro: Campo Comprido CeP: 31.280-300

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3317-3260 Fax: (41)3317-3030 E-meil: cep@up.edubr
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Cansiruaglo do Parecer: 3.837.307

Biobanco TD_fragmentos_CEP.pdf 08/05/2019 |JOAO CESAR Aceito
23:31:24 |ZIELAK

Deciaragao de anuencia_xenog_CEP pdf 08/05/2019 |JOAQO CESAR Aceito
Instituigac e 23:30:40 |ZIELAK

Infraestrutura

Projeto Detalhado / | projeto_xencge_CEP.pdf 08/05/2019 |JOAO CESAR Aceito
Brochura 23:30:113 |ZELAK
Investioador "

Folha de Rosto folha_rosto_xenog_CEP pdf 08/05/2019 |JOAO CESAR Aceito

23:29:37 |ZIELAK

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

CURITIBA, 13 de Fevereiro de 2020
Assinado por:
Wellington Menyrval Zaitter
(Coordenador(a))

Enderego: Rua Prof Pedro Viristo Parigot de Souza n° 5300

Bairro: Campo Comprido CeP: 81.280-300

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3317-3260 Fax: (41)3317-3030 E-mail: cep@up.edubr

P 03 4e 03

45




	1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA
	2. PROPOSIÇÃO

	3. MANUSCRITO
	3.2 MATERIAIS E MÉTODOS
	3.2.1 Procedimentos Laboratoriais
	3.2.1.1 Isolamento e Cultivo Celular
	3.2.1.2 Citometria de Fluxo

	3.2.2 Desenho do Estudo
	3.2.4 Proliferação celular (Cristal Violeta) e Viabilidade Celular (Vermelho Neutro)
	3.2.5 Análise Estatística
	3.2.6 Microscopia de Luz (ML) e Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)
	3.3 RESULTADOS
	3.3.1 Citometria de Fluxo



	3.3.2 Ensaios de Citotoxicidade, viabilidade e proliferação celulares
	3.3.2.2 Análise de Viabilidade Celular (Vermelho Neutro)
	3.4 DISCUSSÃO

	REFERÊNCIAS
	4. CONSIDERAÇÕES FINAIS


