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RESUMO

A bioengenharia de tecidos envolve o uso de materiais biocompativeis e biodegradaveis que
atuam como matrizes utilizadas para o crescimento celular, denominadas scaffolds. A utilizagdo
de polimeros naturais na producdo de scaffolds tem se mostrado promissora, uma vez que
apresentam menor risco de rejei¢cdo quando implantados in vivo, além de apresentarem adesao
celular mais eficiente quando comparados a materiais sintéticos. O objetivo desta pesquisa foi
desenvolver um scaffold utilizando como matérias-primas a quitosana e a goma de cajueiro
(Anacardium occidentale L.) modificada com anidrido ftalico (GCAF), e testa-lo in vitro em
cultura de células-tronco mesenquimais da polpa dentaria humana (CTMPDh). As CTMPDh
foram isoladas, expandidas e caracterizadas quanto ao potencial de diferenciacao nas linhagens
mesenquimais e quanto ao perfil imunofenotipico para serem utilizadas nos testes in vitro. O
scaffold foi fabricado utilizando a quitosana e a GCAF em iguais proporcdes e utilizando a
técnica de congelacao/liofilizagdo. As CTMPDh foram cultivadas nos scaffolds durante 7 dias.
Para avaliacdo da adesdo e crescimento celular, técnicas histolégicas e de microscopia
eletronica de varredura foram utilizadas. O potencial de citotoxicidade foi analisado através dos
testes de MTT e atividade hemolitica do scaffold e das solugbes de quitosana e GCAF
separadamente. Para avaliacdo da atividade imunomoduladora, foram realizados os testes de
atividade fagocitica e 6xido nitrico do scaffold e da solucdo da GCAF em diferentes
concentragdes. O tamanho dos poros do scaffold foram analisados através da MEV. Para
caracterizacgéo do scaffold foram realizados testes de intumescimento, FT-IR, DRX e TGA. As
CTMPDh isoladas apresentaram morfologia fibroblastoide, capacidade de aderéncia ao
plastico, diferenciacdo nas linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica, e expressao
positiva para 0 marcador de superficie CD105 e negativa para CD14 e CD45. As CTMPDh
semeadas sobre o scaffold fabricado apresentaram morfologia tipica, fixacéo e distribuicdo
adequada pelo interior dos poros da matriz. A citotoxicidade da GCAF pelo método de MTT e
hemolitico apresentaram CCsp e CHso superiores a 1000 pg/ml™. A avaliacdo da capacidade
fagocitica sobre o scaffold fabricado demonstrou ativacdo superior das células em todas as
concentragdes da goma testadas, indicando que a matriz fabricada apresenta potencial de
biodegradabilidade. Houve um leve aumento na sintese do 6xido nitrico até a concentracdo de
400 pg/mlt da GCAF. O teste de MTT realizado com scaffold sobre as CTMPDh ap6s 24 e
48h, demonstrou viabilidade reduzida, provavelmente, em virtude da migracéo das células para
0 interior dos poros do scaffold desenvolvido. A taxa de intumescimento do scaffold foi de
96,4%, apresentando poros com tamanho entre 73 a 124 um. A técnica de DRX mostrou que o
scaffold desenvolvido apresentou maior cristalinidade devido apresentar picos mais definidos
em sua estrutura. A TGA mostrou que o scaffold produzido apresentou temperatura de
decomposi¢do maior que os polissacarideos usados para sua fabricagdo A utilizacdo de
scaffolds fabricados com GCAF e quitosana apresenta aplicabilidade para cultivo celular in
vitro funcionando como uma matriz de suporte para o crescimento destas células, surgindo
como um importante biomaterial a ser utilizado como suporte e meio de transporte de células
em processos de regeneracéo tecidual.

Palavras-chave: Goma de cajueiro (Anacardium occidentale L.); quitosana; scaffold; células-
tronco mesenquimais.



ABSTRACT

Tissue bioengineering involves the use of biocompatible and biodegradable materials that act
as matrices used for cell growth, called scaffolds. The use of natural polymers in the production
of scaffolds has shown to be promising, since they present a lower risk of rejection when
implanted in vivo, besides presenting more efficient cellular adhesion when compared to
synthetic materials. The objective of this research was to develop a scaffold using chitosan and
cashew gum (Anacardium occidentale L.) modified with phthalic anhydride (GCAF) as raw
materials and to test it in vitro in mesenchymal stem cell culture of the dental pulp (CTMPDh).
The CTMPDh were isolated, expanded and characterized as to the potential differentiation in
the mesenchymal lineages and the immunophenotypic profile to be used in the in vitro tests.
Scaffold was manufactured using chitosan and GCAF in equal proportions and using the freeze
/ lyophilization technique. CTMPDh were grown on the scaffolds for 7 days. To evaluate cell
adhesion and growth, histological and scanning electron microscopy techniques were used. The
potential for cytotoxicity was analyzed by MTT tests and hemolytic activity of scaffold and
chitosan and GCAF solutions separately. To evaluate the immunomodulatory activity, the tests
of phagocytic activity and nitric oxide of the scaffold and of the GCAF solution were performed
in different concentrations. The pore size of the scaffold was analyzed through SEM. To
characterize the scaffold, swelling, FT-IR, XRD and TGA tests were performed. Isolated
CTMPDh showed fibroblastode morphology, plastic adhesion capacity, differentiation in the
osteogenic, adipogenic and chondrogenic lines, and positive expression for CD105 and CD45
negative surface markers. CTMPDh seeded on the fabricated scaffold exhibited typical
morphology, fixation, and adequate distribution through the interior of the matrix pores. The
cytotoxicity of GCAF by the MTT and hemolytic method showed CC50 and CH50 greater than
1000 pg / mlt. The evaluation of the phagocytic capacity on the fabricated scaffold
demonstrated superior activation of the cells at all concentrations of the gum tested, indicating
that the fabricated matrix has biodegradability potential. There was a slight increase in the
synthesis of nitric oxide up to the concentration of 400 pg / ml ** of GCAF. The MTT test
performed with scaffold on the CTMPDh after 24 and 48h demonstrated reduced viability,
probably due to the migration of the cells into the pores of the developed scaffold. The scaffold
swelling rate was 96.4%, with pores ranging in size from 73 to 124 pm. The XRD technique
showed that the scaffold developed showed higher crystallinity due to more defined peaks in
its structure. The TGA showed that the scaffold produced had a higher decomposition
temperature than the polysaccharides used for its manufacture. The use of scaffolds made with
GCAF and chitosan presents applicability for in vitro cell culture functioning as a support
matrix for the growth of these cells, appearing as a Important biomaterial to be used as support
and means of transporting cells in tissue regeneration processes.

Key words: Cashew gum (Anacardium occidentale L.); chitosan; scaffold; mesenchymal stem
cells.
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INTRODUCAO

O avanco das pesquisas envolvendo as areas da biologia celular e molecular tem
facilitado o desenvolvimento de técnicas de regeneracdo de 6rgédos e tecidos injuriados por
doencgas, traumas e deformidades congénitas. Na engenharia de tecidos, os biomateriais
funcionam como suporte para preenchimento temporario da regido lesada direcionando o
processo regenerativo de tecidos ou orgaos danificados. Para a producédo destes biomateriais,
muitos polimeros tém sido empregados, com o intuito de mimetizar as caracteristicas da matriz
extracelular, exercendo um papel ativo na restauracdo tecidual (SANTOS JUNIOR; WADA,
2007). A engenharia tecidual utiliza como base o uso de células-tronco, matrizes
biocompativeis e moléculas bioativas responsaveis pela sinalizacdo morfogénica
(CASAGRRANDE; SILVALAUXEN; FERNADES, 2009).

A escolha por polimeros naturais para a fabricacdo desses biomateriais, tem-se
destacado, por demonstrarem menor risco de rejeicdo quando implantados, além de
apresentarem adesdo celular mais eficiente quando comparados a materiais sintéticos
(HEINEMANN et al., 2008).

O método mais utilizado atualmente na bioengenharia tecidual envolve o uso de
arcaboucos porosos tridimensionais, biocompativeis e biodegradaveis, denominados de
scaffolds, suportes nos quais as células-tronco, podem ser cultivadas com o propdésito de
construir um tecido in vitro. Sua estrutura fornece sustentacdo mecénica ao desenvolvimento
celular bem como permite o transporte de nutrientes, metabolitos, fatores de crescimento e
outras moléculas regulatérias, tanto no sentido do meio extracelular para as células, quanto no
sentido inverso (BRAGHIROLLI, 2012).

A capacidade de autorrenovacéo e diferenciacdo das células-tronco em diversos tipos
celulares, torna-as como uma fonte promissora e atraente para uso na engenharia tecidual. O
cultivo de células-tronco mesenquimais de diferentes fontes teciduais é uma pratica laboratorial
utilizada de forma recorrente para caracterizacdo bioldgica do comportamento celular in vitro
qguando submetido a diferentes microambientes de cultura, sua capacidade de manutencdo da
autorrenovacao e de diferenciagdo em diferentes tipos celulares pode ser observada e gerar
resultados promissores para sua aplicacdo terapéutica. As células-tronco mesenquimais da
polpa dentéria séo de facil acessibilidade, crescem bem em cultivo, apresentam as propriedades

das demais células-tronco e sdo usadas em uma ampla gama de aplicacdes clinicas (VOLPANI,;
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PANG; CHARK, 2010). Portanto, investigacOes acerca de sua biologia celular e molecular séo
fundamentais e podem desencadear uma analise mais profunda sobre as células-tronco da polpa
dentaria para uma melhor definicdo dos aspectos de sua aplicacéo terapéutica (PISCCIOTA et
al., 2015).

Este estudo foi realizado utilizando-se dois diferentes polimeros naturais para a
producdo de scaffolds em estudos in vitro. A quitosana, por apresentar caracteristicas basicas
para aplicacdo na engenharia de tecidos como, biodegradabilidade, biocompatibilidade, ampla
distribuicdo na natureza e semelhanca com a matriz extracelular (DI MARTINO et al., 2005;
DONATI et al.,2004); e a goma de cajueiro (Anacardium occidentale L.), modificada com
adicdo de anidrido ftalico. Este polimero natural vem sendo bastante estudado quanto suas
caracteristicas antimicrobianas (CAMPOS et al., 2012; QUELEMES et al., 2017; TORQUATO
et al.,, 2004), anti-inflamatérias (SHIRATO et al., 2006) e antifingicas (MARQUES;
ALBUQUERQUE; XAVIER-FILHO, 1992). Aliado a isso, quando modificado, com a adi¢éo
de anidrido ftalico, apresentou forte interacdo quando combinado a quitosana, fato propiciado
pelas ligacBes das cargas positivas da quitosana e negativas da goma modificada, criando um

complexo eletrolitico crucial, para a produc¢édo do scaffold.

O estudo objetivou de desenvolver scaffold utilizando como matérias-primas a
quitosana e a goma de cajueiro modificada com anidrido ftalico, e testa-lo in vitro em cultura

de células-tronco mesenquimais da polpa dentaria humana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Scaffolds

A éarea de engenharia de tecidos inclui conceitos e técnicas que vao da biologia celular
a engenharia e ciéncias dos materiais. Essa area envolve o uso de materiais biocompativeis e
biodegradaveis que atuam como matrizes utilizadas para o crescimento celular, chamadas de
scaffolds (BRAGHIROLLI, 2012).

Muitos estudos estdo sendo realizados com a abordagem da engenharia tecidual, pela
qual a proliferacdo celular e a organizacdo da matriz extracelular sdo realizdas sob matrizes
porosas bidimensionais (2-D) ou tridimensionais (3-D), as quais recebem o nome de scaffolds
(FERNANDES et al., 2011)

Conforme citado, estes suportes biocompativeis promovem a adesdo, crescimento e
diferenciacdo celular com o proposito de construir um tecido in vitro. Um scaffold ideal deve
ser biocompativel, bioreabsorvivel, possuir propriedades mecanicas compativeis com a
aplicacdo destinada, porosidade e permeabilidade (BOSE et al., 2012). Para que se torne um
biomaterial aplicAvel na engenharia de tecidos, um scaffold deve apresentar algumas
propriedades consideradas essenciais: (1) possuir estrutura tridimensional com poros
interligados, a fim de favorecer a conexdo das células ao tecido em desenvolvimento, para
permitir o transporte de nutrientes e metabolitos; (2) ser originado de materiais com taxas de
biodegradacdo ou bioabsorcdo controladas para que assim possam ser degradados ou
absorvidos a medida que ocorre a formacdo do novo tecido (in vitro ou in vivo); (3) estrutura
superficial quimica que favoreca a adesao, proliferacéo e a diferenciacéo celular; (4) apresentar
propriedades mecanicas adequadas ao manuseio e ao local de implantacéo; (5) ser facilmente
produzido (HUTMACHER, 2001), tornando-se assim um material biocompativel passivel de

sucesso na regeneragéo e organizagéo tecidual.

Os scaffolds liberam substéncias bioativas a uma velocidade controlada e ainda podem
influenciar diretamente no comportamento das células incorporadas ao mesmo. Além da
microestrutura porosa do scaffold, sua interagdo especifica, ou mimetismo, com os
componentes da matriz extracelular, fatores de crescimento e receptores celulares sdo aspectos
desejaveis para escolha e utilizacdo da matriz ideal (MADIHALLY; MATTHEW, 1999).
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O tamanho e interconectividade dos poros do scaffold sdo pontos importantes que
promovem a vascularizagdo, crescimento, fornecimento de nutrientes e processos de
diferenciacéo celular (MITTAL et al., 2010). Para aplicacdo na engenharia tecidual, o scaffold

ideal, geralmente, deve possuir elevada porosidade e alta area de superficie (ATALA, 2007).

O processo de adesdo das células ao scaffold € influenciado pelas propriedades fisicas e
quimicas da superficie da matriz. Este processo € mediado por proteinas, dentre elas, a
integrina, que se ligam ao colageno presente na matriz extracelular proporcionando resisténcia
amatriz, e a fibronectina responsavel por interceder e facilitar o processo de fixagao das células
a matriz. As interacdes célula-matriz influenciam os processos de crescimento, proliferacéo e
diferenciacéo celular, assim como mudancas morfoldgicas nas células aderidas ao mesmo. Uma
adesdo ruim ou mesmo comprometida das células a matriz pode levar a um processo apoptético,

levando a autodestruicao celular (CHEN et al., 2013).

A biodegradacdo, outra caracteristica importante para escolha do scaffold ideal,
representa a capacidade de um polimero ser degradado por hidrolise ou digestdo enzimatica
(GE et al., 2008). Os produtos finais da biodegradacdo ndo devem provocar inflamagéo ou
citotoxicidade e devem ser removidos através de vias metabolicas (MIRANDA, 2010)

A selecdo da matéria-prima ideal para fabricacdo e utilizacdo do scaffold é de grande
importancia. O uso de polimeros sintéticos ndo cumpre todas as necessidades na aplicabilidade,
a qual se destina. Assim, recentemente, pesquisadores tém concentrado seus estudos em
materiais de origem natural (SILVA et al., 2007). A utilizacdo destes na engenharia de tecidos
0sseos, valvulas de coracgdo e cartilagem tém sido recorrente, no entanto, apresentam problemas
como adesdo insuficiente de células, superficie hidrofébica (que evita o crescimento interno da
celula) e desenvolvimento de processo inflamatdrio no tecido implantado (HEINEMMAN et
al., 2008).

A utilizacdo de polimeros naturais na producao de matrizes porosas para o crescimento
celular tem se mostrado promissora (FERNANDES et al., 2011; FURUYA, 2015; MACEDO,
2013; MIRANDA, 2010). Estes materiais apresentam uma maior interacdo celular, devido as
suas propriedades bioativas, o que lhes permite ter um melhor desempenho biol6gico no sistema
(VAZQUEZ et al., 2015). A selecdo de polimeros naturais para utilizacio como biomateriais é
feita com base em algumas caracteristicas como composi¢cdo quimica, peso molecular,
solubilidade, estrutura, propriedades hidrofilicas e hidrofobicas, energia de superficie, absorcéo
de &gua (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).
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Dessa forma, a combinacdo da estrutura quimica do biomaterial e a técnica de
processamento do mesmo proporcionam a formacéo de matrizes altamente complexas. Assim,
a escolha de ambos deve ser feita rigorosamente a fim de se obter um scaffold com

caracteristicas ideais para o0 uso ao qual se destina (BRAGHIROLLI, 2012).

Os scaffolds devem ser facilmente produzidos com elevada preciséo e reprodutibilidade.
Sua esterilizacdo para utilizacdo in vivo e in vitro deve ser simples e efetuada através da
exposicdo a altas temperaturas, exposicdo a agentes quimicos (oxido de etileno ou CO:
supercritico) ou mediante processos fisicos (radiagdo UV, B ou y) sem alteracdo das
propriedades bioquimicas da matriz (DOMINGOS, 2012).

Embora os scaffolds sejam primeiramente usados em aplicac6es médicas voltadas para
tratamento e regeneracdo tecidual, estes também podem ser usadas como dispositivos para
crescimento celular in vitro, para anélise de proteinas sanguineas em laboratério e também em

equipamentos para o processamento de biomoléculas (RIBEIRO, 2009).

Alguns scaffolds produzidos a base de polimeros naturais j& foram estudados em ensaios
de reparacdo tecidual (FUNAKOSHI et al., 2005; MIRANDA, 2010; YAN et al., 2010).

2.2 Propriedades e utilizacdo da goma de cajueiro (Anacardium occidentale L.) e quitosana

em ensaios bioldgicos

Produtos naturais apresentam historicamente, grande importancia econdmica e
medicinal para a humanidade (ZUANAZZI; MAYORGA, 2010). H& milhares de anos, o
homem vem utilizando recursos da flora como principais componentes da sua farmacopeia
(BRODY et al., 2000). O desenvolvimento da fitoquimica e fitofarmacologia a partir da década
de 90 propiciou a descoberta de relevantes propriedades medicinais em plantas nativas, as quais
ndo eram normalmente utilizadas para esta finalidade (RANGEL; BRAGANCA, 2009).

Polissacarideos sdo polimeros naturais, constituidos de um Unico ou de diferentes tipos
de monossacarideos. Nas plantas superiores os polissacarideos podem ser obtidos de exsudatos,
sementes, frutos e tubérculos. Polissacarideos de exsudatos s@o heteropolissacarideos
complexos, ramificados e polidispersos, produzidos como mecanismo de defesa das plantas
contra o estresse causado por injdrias fisicas ou ataque microbiano. Acidos carboxilicos, como
acido glucurénico e galacturdnico, estdo sempre presentes. Estruturalmente, eles podem ser
divididos em trés grupos principais. O primeiro grupo é composto de uma cadeia principal de

unidades de B-D-galactose ligada com cadeias laterais de B-D-galactose e acido glucurdnico. O
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segundo grupo possui uma cadeia principal de B-D-acido glucurénico ligado a D-manose, com
ramificagdes de arabinose e acido glucurdnico. O terceiro grupo consiste de uma cadeia de a-

D-acido galacturénico ligado a a-L-ramnose com ramifica¢des de acido glucurdnico ¢ B-D-

galactose (CUNHA et al., 2009).

Celulose, alginato e goma arabica sdo alguns exemplos de polissacarideos, 0s quais
possuem uma gama de aplicacdes, especialmente nas areas de alimentos, biomédicas,

farmacéuticas e de cosméticos (CUNHA et al., 2009).

Existe uma tendéncia para o uso de materiais biodegradaveis e oriundos de fontes
renovaveis. Paises tropicais como o Brasil sdo depositarios de uma grande variedade de fontes
conhecidas e de outras ainda ndo exploradas de polissacarideos vegetais, com grande potencial
em aplicacGes industriais. A goma de cajueiro (Anacardium occidentale L.), inclusive, pode ser
citada como um desses polissacarideos (MOTHE; CORREIA, 2002).

A goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.) é constituida de unidades de galactose,
arabinose, glicose, acido uronico, manose e xilose. Possui caracteristica semelhante & goma
arabica, podendo substitui-la como cola liquida para papel, na industria farmacéutica, em
cosméticos, como aglutinante de capsulas e comprimidos, e na inddstria alimenticia como
estabilizante de sucos, cervejas e sorvetes (SARUBBO, 2007). Apresenta propriedades
importantes de emulsificacdo, adesividade e pode funcionar como estabilizante (MOTHE;
RAO, 2000). Alguns trabalhos tém demostrado seu uso como agente encapsulante em sistemas
de liberacdo para aplicacdo farmacéutica (MIRANDA, 2009; PAULA et al.,, 2010), na

utilizacdo de filmes comestiveis para revestimento de frutas (AZEREDO et al., 2011)

Além da semelhanca estrutural e quimica com a goma arabica, a goma do cajueiro
(Anacardium occidentale L.) tem um importante diferencial: sua alta disponibilidade na regido
Nordeste do territorio brasileiro, podendo gerar lucros no periodo da entressafra do caju
(ANDRADE et al., 2013).

Algumas pesquisas reportam a possibilidade do uso da goma de cajueiro (Anacardium
occidentale L.) em varios setores, porém, sua aplicacdo em nivel industrial ainda ndo foi citada
(MOTHE; CORREIA, 2002).

A purificacdo da goma de caju é feita por meio da trituracdo, dissolucdo em &gua,
filtracdo a vacuo e precipitacdo em etanol. O precipitado formado ¢é drenado e secado, onde é

novamente triturado e peneirado, resultando em um po fino e puro (TORQUATO et al., 2004).
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Trabalhos tém sido desenvolvidos visando modificagdes de polissacarideos naturais
com processos quimicos, fisicos e/ou bioquimicos, gerando uma diversidade de novos produtos.
Com isso, muitas vezes é possivel atribuir a um determinado polissacarideo propriedades de
outro polissacarideo (PORTO, 2013; QUELEMES et al., 2017). Furtado et al. (2013) relataram
que a goma de cajueiro pode ser combinada a outras substancias, no intuito de alterar
determinadas caracteristicas, tais como a elevada solubilidade em &agua e hidrofilicidade, de
forma a ampliar a sua possibilidade de uso industrial. Estudos de modificacdo quimica de gomas
naturais tém destacado o grande potencial desse procedimento na formulacao de biopolimeros
e aprisionamento de drogas farmacéuticas, gragas as caracteristicas de biocompatibilidade e
versatilidade de reagcdes quimicas possiveis.

Diversos estudos apresentando modificacdes e acdes contra microrganismos ja foram
realizados com a goma de caju (Anacardium occidentale L.). Sua acéo contra fungos e bactérias
fitopatogénicas foi detectada em pesquisa realizada por Marques et al. (1992). Torquato et al.
(2004), avaliaram a atividade antimicrobiana da goma de caju contra Listeria monocytogenes,
Saccharomycies cerevisiae e Kluyveromyces marxianus. Quelemes e colaboradores (2017)
apresentaram agdo da goma modificada contra S. aureus resistente a meticilina. A atividade da
mesma contra E. coli e P. aeruginosa também foi demonstrada (CAMPOS et al., 2012). Sua
acao como agente anti-inflamatorio no processo cicatricial de camundongos foi comprovada

em estudo realizado por Shirato et al. (2006) e por Vitorino filho (2011).

O desenvolvimento de novos materiais a base da goma do caju possibilita a obtencéo de
um produto a base de matéria prima regional com menor custo/beneficio, apresentando-se como

uma alternativa para agregar valor a cajucultura (SILVA et al., 2013).

A pesquisa cientifica tem focado em algumas substancias e matérias-primas de origem
natural para fabricacdo de matrizes porosas biocompativeis e biodegraddveis como utilizagdo
para cultivo celular e regeneracdo tecidual, ja que alguns materiais sintéticos utilizados para
este fim tém desencadeado resposta imune em seus hospedeiros. Biomateriais de
polissacarideos tém sido desenvolvidos por meio de modificages quimicas com o objetivo de
melhorar suas propriedades fisico-quimicas, mecanicas ou quimico-bioldgicas, ampliando suas
possibilidades de utilizagdo em diversos campos como, a engenharia de tecidos (AZEVEDO,
2002).

A quitosana apresenta caracteristicas basicas para a escolha do biomaterial ideal a ser

utilizado na regeneragdo tecidual como, biodegradabilidade, biocompatibilidade, ampla
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distribuicdo na natureza e semelhanca com a matriz real do tecido desejado, alem de apresentar
um baixo custo. Esse polissacarideo, derivado da quitina, principal molécula estrutural da
carapaca de crustaceos, é parcialmente deacetilado e tem baixo peso molecular (DI MARTINO
et al., 2005; DONATI et al.,2004).

Estruturalmente, a quitosana é um polissacarideo linear consistindo de residuos de D-
glicosaminas com ligagdes P(1—4), com numerosas ligagdes randomicas de N-acetil-
glicosamina, semelhante as unidades repetitivas de glicosamanoglicanos e acido hialurénico
(DI MARTINO et al., 2005; DONATI et al.,2004). Seu peso molecular pode oscilar de 300 a
mais 1000 kD, de acordo com o grau de desacetilacdo. Apresenta-se insolvel, em sua forma
cristalina, em solugbes aquosas com pH acima de 7, no entanto solucBes acidas (pH<6)
facilitam a solubilidade da mesma (DI MARTINO et al., 2005).

A quitosana é um importante polimero utilizado para producdo de géis e filmes,
justamente por ter propriedades biodegradaveis e biocompativeis (CHIN; AHMAD, 2010). A
literatura aponta seu uso na agricultura (adubagem) e na area médica, aparecendo como
bandagens, curativos e até enxertos (FURUYA, 2015). Pode ser usado ainda na &rea
farmacéutica, como sistema de liberacdo de farmacos (DASH et al., 2011), na industria de
cosméticos e no tratamento de agua (AZEVEDO et al., 2007).

Propriedades antimocrobianas da quitosana ja foram comprovadas para Céandida
albicans, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, e Streptococcus pyogenes
(RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015).

Estudos tém revelado a quitosana como constituinte para fabricacdo de scaffolds
destinados a cultura de células e em processos de reparacao tecidual (FERNANDES et al.,
2011; RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015; SUN et al., 2009).

2.3 Células-Tronco Mesenquimais (CTM)

A célula-tronco é considerada por pesquisadores e profissionais da area da salide como
importante arma para combate de inimeras doencas (KOLYA; CASTANHO, 2007). Estas
células apresentam-se indiferenciadas e séo caracterizadas pela capacidade de auto-renovagéo,
diferenciacdo em diversos tipos celulares e reconstituicdo funcional de determinados tecidos
(SOUZA et al., 2010), podendo ser isoladas de diversos sitios anatbmicos, dentre estes 0 mais

estudado é a medula-6ssea.
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Na medula 6ssea existem além das células-tronco hematopoiéticas e das células-tronco
endoteliais, uma populagdo rara de células-tronco capaz de dar suporte a hematopoiese e de se
diferenciar em diversas linhagens celulares, como condrécitos, ostedcitos e adipdcitos. Estas
células foram originalmente identificadas a partir de células mononucleares da medula 6ssea
de camundongos em 1970, por Alexander Friedenstein e colaboradores, que as denominaram
celulas formadoras de colbnias fibroblasticas. Mais recentemente estas células tém sido
denominadas células-tronco mesenquimais (CTM) (MIRANDA, 2010)

Pittenger et al. (1999) caracterizaram as CTM como células ndo hematopoéticas que
apresentam crescimento in vitro em monocamada aderente ao plastico contendo meio com
baixo teor de glicose suplementado com soro fetal bovino, e que sdo identificadas por

anticorpos monoclonais como 0 CD105 e 0 CD73.

A Sociedade Internacional de Citoterapia estabeleceu requisitos minimos para
enquadrar populagdes celulares na categoria de CTM, sendo a plastico-aderéncia; expressao
positiva para os marcadores CD105, CD73 e CD90 e negativa para CD34, CD45, CD14 ou
CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR em mais de 90% das células em cultivo, assim como, sua
diferenciacdo em adipdcitos, condrocitos e ostedcitos (DOMINICI et al., 2006). Por possuirem
propriedades que as mantém indiferenciadas em cultura e apresentarem a capacidade de
originar tipos celulares especializados, representam importante ferramenta para o tratamento de
inimeras lesbes e doencas que sdo tratadas de forma pouco satisfatéria pelos métodos
tradicionais (WOBUS; BOHELER, 2005). Considerando estes aspectos, as CTM representam,
atualmente, a fonte mais promissora para regeneracao e reparo de diferentes tipos teciduais
(SOUZA et al., 2010).

As CTM foram primeiramente isoladas e identificadas a partir da medula 0ssea
(FRIENDSTEIN et al., 1966), no entanto muitos estudos mostram a presenca destas células a
partir de diferentes fontes teciduais, podendo ser isoladas a partir do tecido adiposo (COSTA,
2015; ROCHA, 2015), sangue do cordao umbilical (BIEBACK et al., 2004), sangue periférico
(KUZNETSOV et al., 2001), polpa dentaria (CARVALHO et al., 2015; GRONTHOS et al.,
2000, 2002; KERKIS et al., 2006).

2.4 Células-Tronco Mesenquimais do Tecido Pulpar

Tendo em vista que as CTM estéo presentes, mesmo que em quantidades pequenas, em

quase todos os tecidos do corpo, alguns pesquisadores focaram seus estudos no isolamento
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destas células, derivadas de dentes extraidos para fins ortodénticos e que sdo descartados em
clinicas odontoldgicas, desperdigando assim uma potencial fonte de células-tronco (JO et al.,
2007).

Os primeiros estudos realizados com células-tronco mesenquimais do tecido pulpar
(GRONTHOS et al., 2000, 2002) comprovaram a diferenciacdo destas células em linhagens
distintas in vitro, como odontoblastos e adipdcitos,e verificaram alta taxa de proliferacdo,
mesmo quando por tempo prolongado em cultura. Aliado a isso, as células compartilhavam
alguns marcadores com células progenitoras da medula éssea, 0 CD146, fosfatase alcalina,
colageno tipo I, colageno tipo I11, osteonectina, osteopontina, osteocalcina, fator de crescimento
do fibroblasto II ¢ a-actina de masculo liso.

Miura et al. (2003) demonstraram que as CTM da polpa de dente deciduos apresentam
maior taxa de proliferacdo se comparadas as células-tronco de dentes permanentes, formacéo
de colbnias, capacidade de 6steo-inducgdo in vivo, e elevada plasticidade, uma vez que estas
células sofreram diferenciacdo em neurénios, adipdcitos, osteoblastos e odontoblastos. Em face
desses resultados, as células-tronco de dentes deciduos representam uma populacdo mais
imatura do que as demais CTM dentarias pds-natais. Os dentes deciduos esfoliados, pela
facilidade de obtencdo, apresentam-se como uma fonte ideal de células-tronco para reparar
estruturas dentarias comprometidas, induzir regeneracao éssea e possivelmente, tratar injurias

de tecido nervoso ou doencas degenerativas (HAU et al., 2006).

A descoberta das células-tronco extraidas da polpa dental, incluindo, dentes deciduos
esfoliados, aumentaram as possibilidades para a regeneracdo do complexo dentino-pulpar em
dentes endodonticamente comprometidos (CASAGRANDE; LAUXEN; FERNANDES,
2009).

A marcacgdo imunofenotipica de CTM do tecido pulpar de dentes ndo deciduos humanos
revelou a expressdo de marcadores embrionarios como o Oct-4 e Nanog, bem como a expressao
positiva de proteinas especificas de CTM como CD105, CD73 e CD13 (KERKIS et al., 2006).
Agha-hosseini et al. (2010) evidenciaram a expressdao de marcadores positivos como CD44,

CD90 e CD166 e auséncia de expressdo para CD34, CD31 e CD45 nestes tipos celulares.

Batouli et al. (2003) implantaram CTM de polpa de terceiros molares humanos e da
medula 0ssea, misturadas com hidroxiapatita, no dorso subcutaneo de ratos. Os resultados

demonstraram que as células-tronco da medula 6ssea desenvolveram tecido 6sseo medular
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maduro, e as da polpa dentaria originaram o complexo, dentina-polpa. Cordeiro et al. (2008)
verificaram a formacdo de tecido com caracteristicas semelhantes ao tecido pulpar a partir de
CTM da polpa dentéria decidua, semeadas em scaffold desenvolvido no interior do conduto
pulpar de fatias de terceiros molares extraidos e implantadas no dorso de camundongos
imunodeprimidos. A diferenciagdo em células odontoblésticas foi comprovada por

imunohistoquimica e microscopia eletronica de transmiss&o.
2.5 Cultivo de Células-Tronco Mesenquimais em Scaffolds

Os biomateriais podem fornecer melhores condi¢bes para multiplicacdo de células e
sintese de tecidos com vistas a regeneracao de regides especificas de organismos vivos (DENG
et al., 2015; MARQUARDT; HEILSHORN, 2016). Diversos estudos do campo da
bioengenharia envolvem a busca por novos materiais que sejam eficazes na reparacao tecidual
e possam ser incorporados a medicina regenerativa. As pesquisas nesse campo do conhecimento
extensivamente, envolvem a associacao destes biomateriais com células tronco cultivadas in

vitro.

A reparacdo tecidual pode ser feita utilizando um pedaco de tecido retirado do proprio
paciente, dissociado em células e reimplantadas no hospedeiro ou ainda cultivadas in vitro sobre
matrizes porosas tridimensionais, conhecidos como ‘“scaffolds”, que apds proliferagdo sdo
reinseridos no individuo (ATALA, 2007). A cultura de células progenitoras semeadas sobre
essas matrizes, desenvolvem um microambiente ideal ao desenvolvimento destas células e
posterior organizacdo funcional similar ao tecido de origem (BURG et al., 2000; GOMES et
al., 2003).

O uso combinado de células e scaffold, baseia-se na capacidade de promover um
ambiente biomecanico adequado para adeséo, proliferacdo e diferenciacédo celular. Apds a fase
inicial de adeséo e proliferacédo celular, estas comecam a depositar no substrato (scaffold) sua
propria matriz extracelular estimulando a formacdo de um novo tecido. No decorrer do
processo, 0 scaffold vai-se degradando e sendo continuamente eliminado pelo organismo
(DOMINGOS, 2012).

As linhagens celulares ideais a serem utilizadas na engenharia tecidual, devem possuir
a capacidade de proliferacéo e diferenciagéo in vitro controlavel e reprodutivel. As CTM além
de serem isoladas de diferentes tecidos humanos, podem dar origem, no minimo, a trés tipos de

tecido conjuntivo (0sso, cartilagem e gordura) (DOMINGOS, 2012), enquadrando-se assim no
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perfil de células ideais a serem empregadas neste campo.

Células progenitoras isoladas da medula-6ssea, foram capazes de apresentar potencial
osteogénico quando, inoculadas em scaffolds ceramicos e, implantados em tecido subcutaneo e

0sseo em modelos animais (BARRY, 2003).

Miranda (2010) utilizou células-tronco mesenquimais da medula éssea (CTMMO) de
ratos, cultivadas em scaffolds fabricados a base de gelatina e quitosana, para avaliacdo do
comportamento desta associacdo (CTM + scaffold) in vivo na reconstrucédo de tecido 6sseo em
modelo de alvéolo dentario de ratos. Este autor obteve uma matriz adequada para formacéo de
construtos com CTMMO, a qual contribuiu para a regeneracdo epitelial, vascular e 6ssea e
acelerou o processo de maturacdo do tecido 6sseo neoformado, representado uma estratégia

viavel para a engenharia de tecido 6sseo em odontologia.

A utilizacdo de suportes porosos de hidroxiapatita e titania (HA-TiO2) como scaffolds
para crescimento e proliferacdo de fibroblastos e osteoblastos murinos, mostrou-se positiva,
uma vez que as células citadas aderiram e cresceram ao longo do compdsito, indicando que o

mesmo além de biocompativel é atoxico para as células avaliadas (GALDINO et al., 2014).

O teste de citotoxicidade e viabilidade celular € uma importante analise utilizada para
avaliar a biocompatibilidade do scaffold, para evidenciar possiveis efeitos toxicos causados
pelo mesmo no sistema biologico célula-scaffold (MUNDSTOCK et al., 2012). Scaffolds de
poli(acido latico-co-acido glicolico) construidos utilizando a associagdo das técnicas de
electrospinnig e bioelectrospinnig integrados a células-tronco do tecido pulpar humano,
apresentaram bons resultados, uma vez que, as células integradas mostraram-se capazes de
proliferar-se dentro da estrutura do biomaterial, evidenciada pela analise histolégica
(BRAGHIROLLLI, 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao de Células-tronco Mesenquimais da Polpa de Dente Humano (CTMPDh)

Foram utilizados seis dentes permanentes humanos, extraidos assepticamente, por
indicacdo ortodéntica na Clinica de Cirurgia Odontoldgica da Universidade Federal do Piaui e
conduzidos até a capela de fluxo laminar do Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com
Células-tronco (NUPCelt) da Universidade Federal do Piaui, para o isolamento do tecido
pulpar. Para o transporte, os dentes foram submersos em 1mL de meio de cultivo (para cada
dente) DMEM F12 suplementado com 20% de soro fetal bovino (Invitrogen Corporation, no
16000- 044), 1% de penicilina-estreptomicina, 1% de L-glutamina (Invitrogen® no 25030081)
e 1% de aminoacidos ndo essenciais (Sigma® no M7145) a temperatura ambiente. Todos 0s
procedimentos foram realizados apds concordancia dos responsaveis pelos pacientes, por meio
da assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Piaui (0218.0.045.000-11).

O isolamento de células-tronco mesenquimais (CTMSs) a partir de polpa dentaria foi
realizado por digestdo mecénica. Em cabine de fluxo laminar, o tecido pulpar foi removido dos
dentes com auxilio de instrumentos odontolégicos. Feito isso, o tecido foi lavado 3 vezes com
solucdo de PBS suplementado com 10% de antibidtico e entdo submerso em placa contendo
meio de cultura DMEM F12 suplementado com 20% de soro fetal bovino (Invitrogen
Corporation, no 16000- 044), 1% de penicilina-estreptomicina, 1% de L-glutamina
(Invitrogen® no 25030081) e 1% de amino&cidos ndo essenciais (Sigma® no M7145). O tecido
pulpar foi dissociado mecanicamente, com auxilio de lamina de bisturi, transferidos junto com
0 meio de cultura citado para pocos de uma placa de 6 pogos e, posteriormente, incubado em
estufa incubadora (TECNAL TE-399®) a 37°C em 5% de CO> e umidade de 95%.

3.2 Cultivo e expansédo de Ceélulas-tronco Mesenquimais da Polpa de Dente Humano
(CTMPDh)

Ap0s 48 horas do procedimento inicial de dissociacdo mecanica do tecido pulpar, as
células ndo aderentes foram removidas por troca de meio. As trocas de meio de cultura
subsequentes foram realizadas a cada 3 dias. Ao atingir 80% de confluéncia, as culturas
primarias foram tripsinizadas com solugdo 0,25% de tripsina-EDTA (Invitrogen®, no 25200-
114, solucdo de Tripsina-EDTA 10x) e incubada a 37°C durante cinco minutos. Apds esse
periodo, a acdo da tripsina foi inativada com acréscimo do dobro de meio D-MEM F12
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suplementado. A suspensdo foi transferida para um tubo de fundo coOnico e centrifugada
(Citocentrifuga de bancada FANEM MOD.280®) a temperatura de 20°C a 2000 rpm por 10

minutos.

O sobrenadante foi totalmente desprezado, o pellet ressuspendido em 1 mL de D-MEM
completo e realizada a primeira contagem celular. O contetdo celular em suspensdo foi
utilizado para expanséo celular. Para tanto, 0 mesmo foi plaqueado em garrafas de cultura de
tecidos de 25cm? juntamente com 3 mL de meio de cultivo DMEM F12 suplementado. Estas
foram mantidas em incubag¢do a 37°C em 5% de CO2 e umidade de 95%. As culturas foram
expandidas, fotografadas em microscépio invertido de contraste de fase (COLEMAN NIB-
100®) e repiques subsequentes foram realizados de maneira idéntica até as células atingirem a

62 passagem, quando foram entdo criopreservadas para e utilizacdo nos experimentos propostos.

3.3 Criopreservacdo de Células-tronco Mesenquimais da Polpa de Dente Humano
(CTMPDh)

As CTMPDh foram tripsinizadas na sexta passagem e o pellet ressuspendido em meio
de congelamento (50% de meio DMEM F12, 40% de soro fetal bovino e 10% de meio de
congelamento dimetil-sulféxido- DMSO). A suspenséo celular foi acondicionada em criotubos
e mantidas em frezzer - 80 °C por 48 horas. Apos este periodo, foram transportadas para botijoes
contendo nitrogénio liquido onde permaneceram armazenadas no Nucleo Integrado de
Pesquisas com Células-Tronco (NUPCelt) da Universidade Federal do Piaui. A concentracdo

celular congelada em cada criotubo foi de 1x108 células/ml.

3.4 Caracterizacdo de Células-tronco Mesenquimais da Polpa de Dente Humano
(CTMPDh)

As células aderentes isoladas de dentes deciduos foram caracterizadas como células-
tronco mesenquimais pelas seguintes propriedades: (1) capacidade de aderéncia ao plastico e

morfologia caracteristica, (2) perfil imunofenotipico e (3) plasticidade.
3.4.1- Capacidade de adesao ao pléastico e analise morfologica das culturas celulares

As células aderentes, confluéncia e morfologia caracteristica foram diariamente
observadas e fotografadas em microscopio invertido de contraste de fase (COLEMAN NIB-
100®).

3.4.2- Avaliacéo da plasticidade celular
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Para andlise da capacidade de diferenciacdo em linhagens mesenquimais, as celulas
foram plagueadas em placas de 12 pogos a uma densidade de 5x10° células/cm? e observadas
até atingirem 80% de confluéncia. Atingida a confluéncia adequada, deu-se inicio aos
tratamentos de diferenciacdo condrogénica, adipogénica e osteogénica. Foram usados meios

especiais de diferenciacdo, seguindo protocolos especificos para cada tipo de diferenciagéo.
I-Diferenciagédo condrogénica

Para a diferenciacdo condrogénica, as células foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's medium)/Hepes suplementado com 6,25 pg/mL de insulina,
10ng/mL TGF-B1 e 50 nM de solugdo de acido ascorbico-2 fosfato . O meio foi trocado a cada
3 dias. Ap6s aproximadamente 14 dias, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% e

coradas com Alcian Blue para deteccdo de matriz cartilaginosa extracelular.
I1-Diferenciacdo adipogénica

As células foram cultivadas, cerca de 14 dias, em meio IMDM (Iscove'sModified
Dulbecco’'s Media) contendo 20% de plasma humano, dexametasona (10-7M), insulina (2,5
pg/ml), indometacina (5uM), rosiglitazona (5uM) e heparina sddica (10 unidades/mL). Ap0s
este periodo os adipdcitos foram identificados atraves da morfologia tipica por observacéo ao
microscopio com contraste de fase (COLEMAN NIB- 100®), a cultura foi fixada com
paraformaldeido 4% e subsequentemente corada com Oil Red O para identificacdo dos

vacuolos lipidicos.
I11-Diferenciacéo osteogénica

Para a diferenciacdo osteogénica, as células foram mantidas durante 14 dias em meio
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) /Hepes suplementado com soro fetal bovino
(10%), dexametasona (10-8M), &cido ascorbico 2-fosfato (5 pg/ml) e B-glicerofosfato (10mM).
Apos este periodo, a cultura foi fixada com paraformaldeido 4% e submetida & colora¢do com
o corante Alizarin Red, o qual cora cristais de fosfato de célcio na matriz, detectando assim a

diferenciagdo em células osteogénicas.

3.4.3- Perfil imunofenotipico das células cultivadas

As células foram caracterizadas quanto a presenca de marcadores de células-tronco
mesenguimais e auséncia de marcadores de células-tronco hematopoéticas através da técnica

de citometria de fluxo. Para a correta identificacdo dos antigenos, foram utilizados os seguintes
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anticorpos monoclonais: CD14 (Anti-CD14 FITC-Abcam Cambridge, MA, USA), CD45
(Anti-CD45 FITC-Abcam Cambridge, USA), CD105 (Anti-CD105 FITC-Abcam Cambridge,
MA, USA). Celulas na sexta passagem foram descongeladas, expandidas, tripsinizadas e a
quantidade de aproximadamente 2,5x10° células foram incubadas com 10 L de cada anticorpo
citado. Um tubo foi utilizado como controle. Apds a incubagdo com os anticorpos, durante 30
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as células foram lavadas e ressuspensas em
1 mL de PBS. Posteriormente, as células foram analisadas em citdmetro de fluxo FACS
CANTO 11, equipado com laser de argonio para 488 nm. Para cada amostra serdo adquiridos
em torno de 30.000 eventos, e a anélise dos dados seré realizada com auxilio do software Cell
Quest (FACS DIVA).

3.5 Marcacéo de Células-tronco Mesenquimais da Polpa de Dente Humano (CTMPDh)
com Quantum dots (QDots) — CTMPDh-nac

As celulas mesenquimais, uma vez caracterizadas, foram submetidas a marcagdo com
nanocristais fluorescentes Qdots. Células na sexta passagem foram descongeladas e o pellet
ressuspendido em 1ml de meio de cultivo (DMEM F12). Os componentes do Qdots foram
homogeinazados (segundo protocolo especificado pelo fabricante) e adicionados ao pellet
celular, incubados em estufa de CO2 a 37 °C por 50 minutos e agitados no vortex (EVLAB-
EVO19) a cada 10 minutos. Em seguida foi acrescentado 1mL de meio DMEM F12 e
centrifugadas duas vezes, 1500 rpm durante cinco minutos para lavagem, e o pellet foi
ressuspendido em 1 mL meio DMEM F12. Para constatacdo da incorporagdo dos nanocristais
no interior celular e consequente marcacao, 10 microlitros da suspencéo celular foi colocada

em uma lamina e visualizada em microscépio de fluorescéncia.

3.6 Processo de fabricacéo de Scaffold a base de quitosana e goma do cajueiro (Anacardium

occidentale L.) modificada com anidrido ftalico.

A GCAF cedida para este experimento foi purificada e modificada por pesquisadores
do Nucleo de Pesquisas em Biodiversidade e Biotecnologia (Biotec) da Universidade Federal
do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso, Parnaiba-PlI.

A quantidade de 0,3 gramas de quitosana (Sigma) foi dissolvida em &cido acético 0,5%
(10 ml) sob agitagcdo constante em agitador magnético (FANEM-258) durante 60 minutos.
Durante este mesmo periodo, 0,3 gramas de goma de cajueiro (Anacardium occidentale L.)
modificada com anidrido ftalico (GCAF), foi dissolvida em 10 ml de agua. A solucdo foi

mantida sob agitacdo constante em agitador magnético (FANEN-258) durante 60 mim ou até
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dissolucgdo total da mesma. Ap0s este processo as duas solugdes foram misturadas sob agitacéo
constante por um periodo de 2 horas. A soluc¢éo final (20 ml) foi transferida para uma placa de
24 pogos, e distribuida numa quantidade equivalente a 2 ml por poco da placa. Posteriormente,
a placa levada ao refrigerador (AIR FLOW SYSTEM DC38) e congelada a -20 °C por
aproximadamente 12 horas. Na sequéncia, a placa foi transferida ao liofilizador e entéo
liofilizada por aproximadamente 14 horas até completa secagem das amostras. Apos
liofilizados, os scaffolds fabricados foram pesados em balanga analitica (SHIMADZU-AY 220)

e posteriormente esterilizados com Oxido de etileno para utilizagdo nos testes em cultura celular.

Figura 1. A. Demonstracdo da mistura das solucdes de quitosana e GCAF ap0s agitacao
magnética. B. Distribuicdo da solucdo em pocos de placa de cultivo para congelagdo e
liofilizacédo

 —

3.7 Cultivo de Células-tronco Mesenquimais da Polpa de Dente Humano (CTMPDh) em
Scaffold fabricado a base de quitosana e goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.)

modificada com anidrido ftalico.

Para avaliacdo da fixagdo e integracdo das CTMPDh ao scaffold fabricado, uma
quantidade de 1x10° células/ml foram contadas, ressuspendidas em 1,5 ml de meio de cultivo
adequado DMEM F12 e plaqueadas sobre a superficie do scaffold em placas de cultura celular
de 12 pocos. A placa contendo os scaffolds semeados com as CTMPDh foi incubada em estufa
(TECNAL TE-399®) a 37°C em 5% de CO2 e umidade de 95% durante o periodo de sete dias.
Este mesmo protocolo foi utilizado para avaliacdo da fixacdo das células marcadas com
nanocristais QDots (CTMPDh-nac).
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3.8 Andlise Histologica

A morfologia e adesdo de CTMPDh sobre os scaffolds foram avaliadas também por
meio do processamento histologico. Apds o tempo de incubacdo determinado, os scaffolds
foram fixados em formaldeido 4% durante 30 minutos, seguindo a desidratacdo em uma série
de diluicdes de etanol por 30 minutos cada (30%, 55%, 70%, 88%, 96%, 100%) e entdo
incluidas em parafina. Foram realizados cortes de 5 um em micrétomo (LEICA RM2235),
corados com hematoxilina e eosina, e visualizados em microscopio de luz (NIKON ECLIPSE
E200).

Para avaliacdo da aderéncia das CTMPDh-nac, as laminas preparadas ndo foram coradas
visto que estas apresentavam-se marcadas, sendo visualizadas diretamente em microscopio de
fluorescéncia (OLYMPUS TH4-200).

3.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A adeséo das CTMPDh sobre os scaffolds foram avaliadas por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV). Ap6s a incubacdo durante o tempo determinado, os scaffolds foram
retirados da placa de cultivo, transferidos par tubos conicos tipo falcon e fixados com 2,5% de
glutaraldeido por 24 horas. Subsequentemente as amostras foram lavadas com PBS e
submetidas a desidratacdo, com a troca lenta de agua, usando uma série de dilui¢fes de etanol
(30%, 55%, 70%, 88%, 96% e 100%) por 20 minutos em cada concentragcdo. Apos completa
secagem das amostras, os scaffolds foram metalizados com ouro e observados em microscépio
eletronico de varredura (QUANTA FEG 250).

3.10 Preparo das solucdes estoque de GCAF para os ensaios bioldgicos

A GCAF e a quitosana, separadamente, foram solubilizadas em dimetilsulféxido
(DMSO) (Mallinckrodt Chemicals, St. Louis, USA) a fim de se obter uma solu¢fes-méae de 80
mg/mL. Em cada protocolo, a solu¢do-mae foi diluida em meio de cultura DMEM F12 (para
ensaios com CTMPDh) e RPMI (para ensaios com macrofagos) ateé atingir as concentragdes

desejadas, ndo ultrapassando a quantidade de 0,2% de DMSO.
3.11 Avaliacdo da citotoxicidade da GCAF e quitosana sobre CTMPDh

Avaliou-se a citotoxicidade da GCAF e da quitosana utilizando o teste do brometo de
3-[4,5dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Em
placas separadas de 96 pogos foram adicionados 100 uLL de meio DMEM F12 suplementado ¢
cerca de 2x10° CTMPDh por poco. Essas células foram incubadas a 37 °C e 5 % de CO; por
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24 h para adesdo celular, seguindo-se de duas lavagens com meio DMEM F12 suplementado
para retirada das células que ndo aderiram. Posteriormente, em cada placa, foram adicionados
100 uL de DMEM F12 suplementado com diferentes concentra¢fes da GCAF e da quitosana,
separadamente (6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400, 800 pug/mL™).

Em seguida foram incubadas por 48 h e, ap0s este periodo, foi adicionado 10 pL de
MTT diluido em meio DMEM F12 a 5 mg/mL. Foram incubados por mais 4 h em estufa a 37
°C com 5 % de COg, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 100 pLL de DMSO em todos
0s pocos. As placas foram colocadas sob agitacdo por 30 minutos em agitador de Kline (modelo
AK 0506), a temperatura ambiente para dissolugdo completa do formazan. Por Gltimo, foi
realizada a leitura a 550 nm em leitora de placa Biotek (modelo ELx800). O procedimento foi
realizado em triplicata e os resultados foram expressos em porcentagem e em concentracdo
citotoxica para 50% das CTMPDh (CCso) sendo o grupo controle considerado como 100 %
(NOGUEIRA, 2007). O controle negativo foi realizado com meio DMEM F12 a 0,2 % de
DMSO.

3.12 Avaliacdo da citotoxicidade da GCAF sobre eritrdcitos

Para a avaliacdo da atividade hemolitica foram utilizados eritrocitos de caprinos
coletados com anticoagulante (EDTA). O teste foi aprovado pela comisséo de ética no uso de
animais (CEUA/UFPI), n® 117/15. Apoés a coleta, os eritrocitos foram diluidos em 80 pL de
PBS, ajustando a concentragdo do sangue para 5 % de hemécias. Em seguida foram adicionadas
as diluicdes da GCAF a serem analisadas (6, 25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400, 800 pg/mL™)
diluidas em volume de 20 uL de PBS. Logo apo6s, foram incubados durante 1 ha 37°C e a
reacao foi interrompida pela adicdo de 200 pL de PBS. As suspensdes foram centrifugadas a
1000 G, por 10 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a espectrofotometria
a um comprimento de onda de 550 nm para quantificar a atividade hemolitica. A auséncia
(controle negativo) e 100 % de hemdlise (controle positivo) foram determinadas, substituindo
a solucdo de amostra testada com igual volume de PBS e agua Milli-Q estéril, respectivamente.
O procedimento foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos em porcentagem e
em concentragdo hemolitica para 50 % dos eritrocitos (CHso) considerando o controle positivo
como 100 % de hemdlise (LOFGREN et al., 2008).

3.13 Avaliacéo de parametros de ativacdo de macrdfagos

Neste experimento foram utilizadas células peritoneais de ratos wistar. Os cuidados com

0s animais e os procedimentos experimentais foram conduzidos seguindo as orientagfes do
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Comité de Etica em Experimentacdo Animal, Universidade Federal do Piaui (CEEA-UFPI,
parecer 023/14 e 143/16).

Foram coletados macrdfagos residentes da cavidade peritoneal de 01 rato wistar. O
animal foi eutanasiados por deslocamento cervical apos ser tranquilizado e sedado por injecao
intraperitoneal de uma associacao de cloridrato de xilazina (10 mg/Kg de peso vivo) e cloridrato
de cetamina (80 mg/Kg de peso vivo).A retirada dos macréfagos foi feita em capela de fluxo
laminar com o animal fixado em placa na posicdo de decubito dorsal, administrando-se 8mL de
salina tamponada com fosfato (PBS — NaCl 145mM, Na2HPO4 9mM, Na2HPO4 1mM, pH
7,4), estéril, a 4°C, na cavidade abdominal. Foi realizada uma massagem suave na regido
abdominal e feita a aspiracdo utilizando-se uma agulha acoplada a uma seringa estéril. Baseado
no critério morfolégico de viabilidade celular, as células foram contadas em cémara de
Neubauer, utilizando-se o método colorimétrico de exclusdo azul de Trypan, obtendo-se um
minimo de 95% de células vivas. Novamente, as células foram contadas utilizando-se Vermelho

Neutro para ajustar a concentracdo desejada de macrdfagos (2 x 10° células/ml).

Para avaliacdo da capacidade de ativacdo dos macrdfagos, nos testes seguintes, foram
realizados ensaios utilizando macréfagos plaqueados sobre o scaffold em estudo, como também

utilizando somente solugdes da GCAF em diferentes concentragdes.

3.13.1 Determinacdo da capacidade fagocitica de macréfagos sobre diferentes
concentracdes da solucdo de GCAF e em scaffold fabricado a base de quitosana e GCAF

Para avaliacdo da capacidade fagocitica dos macrofagos sobre o scaffold, foram
plagueados 2x10° macrofagos peritoneais por pogo e incubados sobre 0 mesmo. Paralelamente,
realizou-se este mesmo ensaio sobre a solucdo da GCAF em diferentes concentracdes (6,25;
12,5: 25; 50; 100; 200; 400 e 800 ug.mL'l). Ap6s 48 h de incubagdo em estufa a 37°C e a 5%
de CO., acrescentou-se 10 pL de solucdo de zimosan corado sobre o scaffold e sobre as solugbes
de diferentes concentracdes da goma, seguindo de incubagéo em estufa durante 30 min a 37°C.
Apos este procedimento, foram adicionados 100uL de fixador de Baker para paralisar o
processo de fagocitose e apos 30 min, a placa foi lavada com solucgéo salina 0,9% a fim de
remover 0 zimosan e o0 vermelho neutro ndo fagocitados pelos macrofagos. Removeu-se 0
sobrenadante, adicionou-se 100 pL de solucdo de extracdo e ap6s solubilizacdo em agitador de
Kline as absorbancias foram medidas a 550 nm em leitora de placa Biotek (modelo ELx800).
O procedimento foi realizado em triplicata.

3.13.2 Inducéo da sintese de Oxido Nitricoem GCAF
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Foram plaqueados 2x10° macr6fagos peritoneais por pogo e incubados com solugdes de
GCAF em diferentes concentragfes (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 pg.mL™). Apos 24
horas de incubagio a 37°C e 5% de CO2, transferiu-se os sobrenadantes do cultivo celular para
outra placa de 96 pocos para a dosagem de nitrito. A curva-padrdo foi preparada com nitrito de
sodio em agua Milli-Q® a concentracdes variadas de 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 150 uM diluidos
nos respectivos meio de cultivo. No momento da dosagem misturou-se partes iguais das
amostras ou das solucdes preparadas para obtencdo da curva-padrdo com o mesmo volume do
reagente de Griess (1 % Sulfanilamida em H3PO4 10 % (v:v) em agua Milli-Q®, adicionados
em partes iguais a 0,1% naftilenodiamino em agua Milli-Q®) e procedeu-se a leitura das
absorbancias na leitora de placa Biotek (modelo ELx800) a 550 nm. O procedimento foi

realizado em triplicata e como controle positivo utilizou-se Lipopolissacarideo (LPS).

3.14 Avaliacdo da citotoxicidade de scaffold fabricado a base de quitosana e GCAF sobre
CTMPDh

Para analise da viabilidade celular de CTMPDh em contato com o scaffold fabricado,
em placa de 96 pocos foram adicionados 100 pL. de meio DMEM F12 suplementado e cerca de
2x10° CTMPDh por pogo. Essas células foram incubadas a 37 °C e 5 % de CO2 por 24 h para
adesdo celular, seguindo-se de duas lavagens com meio DMEM F12 suplementado para retirada
das células que ndo aderiram. Os scaffolds foram lavados com meio de cultura e adicionados
aos pocos contendo as células aderidas. A placa contendo as CTMPDh e os scaffolds
permaneceu em estufa por 24 e 48 horas. Passados 0s respectivos tempos, os scaffolds foram
retirados juntamente com o meio de cultivo e 10 pL de MTT diluido em meio DMEM F12 a 5
mg/mL foi adicionado. A placa foi incubada por mais 4 h em estufa a 37 °C com 5 % de COy,
e em seguida o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 100 uL. de DMSO em todos 0s
pocos. A placa foi colocada sob agitacao por cerca de 30 minutos em agitador de Kline (modelo
AK 0506), a temperatura ambiente para dissolugdo completa do formazan. Por altimo, foi
realizada a leitura a 550 nm em leitora de placa Biotek (modelo ELx800). O procedimento foi
realizado em triplicata e utilizados como controle positivo CTMPDh cultivada em DMEM F12
suplementado com 20% de soro fetal bovino (Invitrogen Corporation, no 16000- 044), 1% de
penicilina-estreptomicina, 1% de L-glutamina (Invitrogen® no 25030081) e 1% de
aminoacidos néo essenciais (Sigma® no M7145).

3.15 Analises estatisticas

Todos os Ensaios foram realizados em triplicata e trés experimentos independentes. Para
0 célculo das CCso e CHsg com limite de confianca de 95%, foi utilizado o modelo de regresséo
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Probit do programa SPSS 13.0. Foram realizadas analises de variancia ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni através do programa GraphPad Prism versdo 5.0, tomando-se o valor de

p<0,05 com nivel maximo de significancia estatistica.
3.16 Diametro médio dos poros do scaffold

Para a determinagéo do diametro dos poros utilizaram-se as micrografias obtidas por
meio do microscopio eletrdnico de varredura (MEV). As dimensdes dos poros, como aparecem
nas imagens de MEV, foram determinadas individualmente através do processamento das

imagens utilizando o programa ImageJ (FERREIRA, 2016).
3.17 Taxa de intumescimento do scaffold

A taxa de intumescimento do scaffold foi determinada pela percentagem de absorcao de
agua. Inicialmente os scaffolds secos (n=3) foram pesados e seus pesos anotados (Ps). Em
seguida, os mesmos foram imersos em solucdo de PBS com pH 7,4 a 37 °C durante 24 horas.
Ap0s 24 horas, os scaffolds imidos foram retirados da solucdo de PBS, o excesso de agua foi
rapidamente removido com papel filtro levemente umedecido e em seguida foram pesados

novamente (Pu). A taxa de intumescimento foi calculada utilizando a equacédo abaixo:
Intumescimento (%) = (Pu—Ps) / Pu x 100

3.18 Caracterizacao fisico-quimica da GCAF, da quitosana e scaffold fabricado a base de
quitosana e GCAF

3.18.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros FT-IR da GCAF, da quitosana e do scaffold produzido foram obtidos em
equipamento espectrébmetro Bomem—Hartmann & Braun, modelo MB-series, em pastilhas de
KBr, no alcance de 4000 a 500 cm™.

3.18.2 Difracéo de Raios X

Para verificacdo da cristalinidade dos polimeros utilizados e do scaffold fabricado, foi
utilizada a técnica de difracdo de raios X, feita através do instrumento Shimadzu, modelo XR-
D600 A, na faixa 20 entre 1,4 ¢ 70°. A velocidade de varredura foi de 5° min™, utilizando a

fonte de radiagdo CuKa, com comprimento de onda 154,06 pm.

3.18.3 Anélise Térmica

As curvas termogravimétricas para os polimeros e para o scaffold, foram obtidas em

equipamento TA Instruments SDT Q 600, em atmosfera inerte, na taxa de aquecimento de 10°C
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mint, de 10 a 800°C, para os polimeros utilizados e para o scaffold sintetizado. As amostras

foram analisadas em porta amostra de alumina com massa variando entre 6 a 8 mg.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos primeiros dias de cultivo observou-se grande quantidade de células arredondadas
em suspensao presentes em decorréncia da dissociacdo mecanica do tecido pulpar. Estas foram
eliminadas logo nas primeiras lavagens. As primeiras células aderentes liberadas pelo tecido
pulpar foram verificadas a partir do décimo dia de cultivo celular, algumas com morfologia
arredondada que aos poucos se alongavam tornando-se fusiformes e outras que ja se
apresentavam com esta morfologia, dispostas adjacentes ao redor do tecido pulpar (Figuras 2A
e 2B). O estabelecimento de uma monocamada celular, com substrato bem definido seguiu-se
do 22° dia de cultivo, quando a cultura apresentou células alongadas e dispostas paralelamente,
muitas adotando posicionamento radial tipico, atingindo 80% da area de uma garrafa de 25 cm?
(Figuras 3A e 3B).

Figura 2. A, B. Fotomicrografias do isolamento inicial das CTMPDh. Células em formato
arredondado e fusiforme migrando (seta) a partir do tecido explante com 10 dias de cultivo
(Objetiva 4x, barra: 400um).
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Figura 3. A, B. Fotomicrografias das CTMPDh em primeira passagem (P1). Culturas
homogéneas com células em formato fusiforme dispostas paralelamente. Cultura com 80% de
confluéncia geral (Objetiva 10x, barra: 200um).

A B A A

O isolamento de CTM do tecido pulpar foi realizado usando-se apenas técnicas
mecanicas, dispensando, portanto, a utilizacdo de enzimas, a fim de preservar as células do
estresse gque sdo submetidas neste processo. De acordo com a literatura, o isolamento deste tipo
celular, é realizado tanto pelo método enziméatico (GRONTHOS et al., 2000,2002; PAINO et
al., 2010), quanto, apenas pela dissociacdo mecanica (CARVALHO et al., 2015), conforme

realizado neste estudo.

Independente da dissociacdo enzimatica as células preservaram seu comportamento de
crescimento, mantendo assim caracteristica fibroblastoide e crescimento em monocamada. A
morfologia arredondada inicial das CTM do tecido pulpar, o formato fusiforme semelhante a
fibrobrasto, com crescimento paralelo e a formacdo de uma monocamada aderente, com
substrato bem definido, foram igualmente apresentados em outros estudos com este mesmo tipo
celular (GRONTHOS et al., 2000,2002; KERKIS et al., 2006; PAINO et al., 2010).

De acordo com Dominici et al. (2006), aléem da capacidade de autorrenovagéo,
morfologia fusiforme, aderéncia ao pléstico e a presenca de marcadores especificos de
superficie celular, estas células para serem classificadas como CTM, devem apresentar

capacidade de diferenciacdo in vitro nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica.

As CTMPDh isoladas foram capazes de se diferenciar in vitro em tecido 6sseo, adiposo
e cartilaginoso, pela indugdo com meios especificos, comprovada pela mudanga na morfologia
e coloracdo positiva, corroborando com resultados de estudos utilizando 0 mesmo tipo celular
(BALIC et al., 2010; DISSANAYAKA et al., 2011).
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Na diferenciacdo condrogénica, foi observado crescimento lento das células nos
primeiros dias e manutencdo da morfologia fibroblastoide. A partir do sexto dia em cultivo foi
evidenciada mudanca no formato e proliferacao celular. Apos a coloracdo com Alcian Blue, foi
identificada uma matriz fortemente corada (Figuras 4A e 4B), evidenciando a
multipotencialidade das CTMPDh, fato observado também em relagdo aos resultados obtidos

por Rocha (2015), com protocolo semelhante.

Figura 4. A,B. Fotomicrografias da diferenciacdo condrogénica de CTMPDh. Cultura celular
apresentando matriz extracelular fortemente corada com Alcian Blue compativel com formacao
cartilaginosa (Objetiva 20x, barra: 100 pm).
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Na diferenciacdo adipogénica, ocorreu modificacdo da morfologia inicial das células,
passando-se a arredondadas, de tamanho grande, com citoplasma contendo granulos
birrefringentes de gordura. As células diferenciadas mostraram a presenca de goticulas de
gordura coradas em marrom preenchendo o citoplasma das células. Chama a aten¢do o aspecto
arredondado das células, cuja morfologia assemelhava-se a de células de gordura tipicas (Figura
5). A mudanca na morfologia destas células, pode ser justificada pelo aumento ou fusdo de
pequenos vacuolos com goticulas de gordura, assim como, por um maior direcionamento para
formagc&o de adipdcitos uniloculares (PINO; ROSEN; RODRIGUEZ, 2012).
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Figura 5. A,B. Fotomicrografias da diferenciacdo adipogénica de CTMPDh. Cultura celular
apresentando células arredondadas (setas), com limites citoplasméticos bem definidos,
contendo granulos de lipidios no seu interior, corados em tom marrom pelo corante Oil Red
(Objetiva 40x, barra: 50um).
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Nas culturas submetidas a diferenciacdo osteogénica, foram observadas alteracGes
morfoldgicas progressivas a partir do 10° dia em cultivo. Apos coloragdo, a cultura apresentou
uma matriz rica em calcio fortemente corada em vermelho e pontos redondos concentrados
semelhantes a osteoblastos (Figura 6), corroborando com pesquisa desenvolvida por Carvalho
et al. (2013), os quais apresentaram resultados semelhantes utilizando CTM de tecido adiposo
de ratos, evidenciando a mudanca na morfologia fibroblastoide destas células para osteoblastos,
e também a presenca de nddulos de mineralizacdo, comprovando a especializacdo nesta

linhagem.

Figura 6. A,B. Fotomicrografias da diferenciacdo osteogénica de CTMPDh. Cultura celular
apresentando estruturas arredondadas (setas) e matriz extracelular rica em calcio corada em
vermelho pelo corante Alizarin Red. (Objetiva 20x, barra: 100um).
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Na caracterizacdo imunofenotipica por citometria de fluxo, a populacdo celular ndo
expressou marcagdo para os anticorpos monoclonais CD14 e CD45, excluindo-se a
possibilidade de serem células hematopoiéticas (Figuras 7A, 7B). Todavia, estas células
apresentaram 59,3% de positividade para a proteina CD105, marcador especifico de células-

tronco mesenquimais (Figura 7C).

Figura 7. Histogramas de citometria de fluxo de amostras de CTMPDh. Os graficos
demonstraram a auséncia de expressdo de CD45 e CD14 (A, B) e expressdo positiva para
CD105 (C).

A Tetido pulpar Humano-CD45 B Tecido pulpar Humano-CD1 4
& ]
; #
8 ]
] #H
_# :
(= €]
EEE P2 F3 Eﬁd P2 P3
# \ H
] S:. 1
g-: " = j
3 . 1
LRRLEL LR LR LI T T T = TTATO & T CEEa] |M‘
e w’ 1w 0° 0¥ 1 T 1n®
D45 Alexa Fluor 438-A CO01 4 Alexa Fluor 4BE-A
C Tecido pulpar Humano-CO1 05
E_: 1
o
- |
3.7 P2 ! CE]
ik s .'
1 i
p |
4 II
E__ I
= T =y TETTH

¢ w " 10

COA0S Abpxa Fluor 4884

Dominici et al (2006) afirmam que para uma completa caracterizacdo das CTM, além
dos padrdes estabelecidos de morfologia, plastico-aderéncia e diferenciacdo nas linhagens
mesenquimais, é necessario a utilizacdo de um conjunto de anticorpos monoclonais, 0s quais
serdo capazes de avaliar corretamente a expressao imunofenotipica destas células. A expressdo
positiva para a proteina de superficie CD105 apresentada pelas CTMPDh, mostra-se condizente
com a literatura, no que concerne a expressdo positiva de marcadores de superficie celular como
CD105, CD73 e CD166 seria suficiente para enquadrar tais células na classificagdo de CTM
(ALSALAMEH et al., 2004; PITTENGER et al., 1999). J4, para Badoo et al. (2003), a auséncia
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de antigenos CD14, CD34 e CD45 na superficie de CTM as distingue de precursores
hematopoiéticos, assim como, foi demonstrado neste estudo, ocorrendo expressdo negativa para
CD45 E CD14.

As CTMPDh foram capazes de incorporar 0s nanocristais de QDots em seu citoplasma,
conforme mostra a figura 8. A identificacdo dos marcadores no citoplasma foi possivel através

da microscopia de fluorescéncia.

Figura 8. A,B. Fotomicrografias de fluorescéncia de CTMPDh contendo nanocristais de QDots
dispersos no citoplasma. Lamina prepara a fresco, coberta com laminula 10X20. (Objetiva 10X,
barra: 50 pm)

Para Domingos et al. (2012) o bom desempenho in vitro e in vivo dos scaffolds, é
influenciado tanto pelas propriedades intrinsecas dos materiais utilizados na fabricacdo quanto

do processo utilizado para producéo.

Abdelwahed et al. (2006) afirmam que a formacao de matrizes porosas € hibridas através
da liofilizagdo torna-se interessante por favorecer a formagéo biomateriais com alta porosidade
e arquitetura complexa. Este fato tambem foi evidenciado na fabricacdo do scaffold em estudo
com a mistura de dois polissacarideos diferentes, congelacdo e posterior liofilizacdo. Este
processo resultou em uma estrutura porosa, similar a uma esponja, com peso em torno de 0,036
gramas, 1,2 cm de didmetro e 0,5 cm de espessura (Figura 9), apresentando-se como arcabouco

que possibilitou o cultivo das células.
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Figura 9. Scaffolds fabricados a base de quitosana e goma de cajueiro modificada (Anacardium
occidentale L.) com anidrido ftalico.

A

Outros trabalhos com protocolos semelhantes na fabricacdo de scaffolds para cultivo
celular, com compostos diferentes, forneceram resultados satisfatérios na sua producéo e uso
(ANNAPOORNA et al., 2013; FERNANDES et al., 2011; SOUMYA et al., 2012). Para
Oréfice et al. (2006) no processo de congelacdo/liofilizacdo, a solucdo contendo a mistura dos
polimeros € rapidamente resfriada com o objetivo de congelar o solvente utilizado no processo.
Com a liofilizacdo, a pressao da solucdo é reduzida para permitir a sublimacéo do solvente,
formado os poros, que antes eram preenchidos pelo solvente congelado, e permitindo através

desse método, estruturas com porosidades acima de 90%.

Quanto & sua aplicabilidade, o scaffold desenvolvido mostrou-se eficaz como suporte
para o crescimento de CTMPDh. As células semeadas sobre a matriz apresentaram boa fixacéo
e crescimento, observados por meio da MEV e microscopia de luz. O scaffold manteve-se
integro, durante os sete dias, submerso em meio de cultivo, ndo ocorrendo desintegracédo

quando colocado no meio aquoso.

A avaliacdo histolégica do scaffold, pelo método de inclusdo em parafina e coloragdo
com HE (hematoxilina/eosina), demonstrou que as CTMPDh apresentaram morfologia tipica,
capacidade de fixacdo e distribuicdo adequada pelo interior dos poros da matriz. A maioria das
células apresentou morfologia esférica, aderidas a membrana de goma de caju e quitosana.
Algumas células apresentaram-se com morfologia fusiforme e fibroblastoide, caracteristicas

estas também tipicas, para as CTMPDh (Figura 10).
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Figura 10. Corte histolégico evidenciando a fixacdo e morfologia de CTMPDh (foco principal)
aderidas as membranas do scaffold (foco secundario). A, Células arredondadas aderidas a
membrana da matriz (setas). (Objetiva 10x, barra: 200 um) B, Célula fusiforme ligada a
membrana da matriz (circulo) (Objetiva 10x, barra: 200 um). C, Células arredondadas aderidas
e soltas a matriz (setas) (Objetiva 40x, barra: 50 um) e D, Células arredondadas aderidas a
matriz (Objetiva 100x, barra: 25 pm). Lamina histoldgica corada com HE.
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A principal funcdo de um scaffold é fornecer um suporte temporario com capacidade
suficiente para manter sua estrutura enquanto ocorrem a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo
celular (JONES et al., 2009). A adesdo das células a biomateriais mostra-se relevante pois apos
aderidas, as células iniciam seu processo de espalhamento, divisdo e produgdo de matriz
extracelular (DEWEZ et al., 1998). Quando as células semeadas ndo conseguem aderir ao
scaffold, a apoptose celular é induzida e consequentemente, ocorre a autodestruicdo celular
(CHEN et al., 2013).

Chan et al. (2002) descrevem que a utilizagdo de nanocristais no rastreamento celular,
consiste de um metodo rapido, que libera cristais fluorescentes no citoplasma de celulas vivas
e que podem ser rastreados por varias geragdes celulares, por possuirem ainda a capacidade de
florescéncia ativa. Este fato foi observado neste estudo, mediante cortes histologicos do scaffold
com as CTMPDh-nac (Figura 11), mostrando que se apresentavam vivas e aderidas as

membranas do scaffold, em acordo com ensaios utilizando estes cristais para rastreamento
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celular em estudos in vivo (COSTA, 2015; OLIVEIRA et al., 2009; ROSEN et al., 2007).
Ainda, Rocha (2015), demonstrou comportamento similar isolando CTM da medula 6ssea de
cutias (Dasyprocta prymnolopha), as quais apresentaram a fluorescéncia dos nanocristais

mesmo apos cinco passagens destas células in vitro.

Figura 11. Fotomicrografias de fluorescéncia de CTMPDh marcadas com Qdots e incorporada
em Scaffold. A e B com o uso do filtro verde e C e D, com filtro vermelho. Corte parafinizado
sem coloracéo. (Objetiva 10x, barra: 50 pm).

A microscopia eletrénica de varredura revelou uma matriz de superficie porosa, com
presenca de células fixadas no interior dos poros, com morfologia e distribuicdo condizente

com a descricdo histologica (Figura 12).

Figura 12. Micrografia Eletronica de Varredura (MEV) do scaffold com CTMPDh aderidas.
Em (A) e (B) MEV evidenciando as CTMPDh com morfologia arredondada fixadas ao scaffold
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fabricado (setas). Em (B) CTMPDh exibindo prolongamento citoplasmatico (seta). (C) Célula
circundada por matriz extracelular. (D) Célula em poro do scaffold (seta). Anélise apds 7 dias
de cultivo.

A analise morfoldgica realizada por meio da microscopia de luz e da microscopia
eletronica de varredura (MEV), mostrou que o scaffold desenvolvido neste estudo apresentou
a capacidade de promover a adesdo das CTMPDh semeadas sobre o mesmo. As células
cultivadas durante sete dias sobre o scaffold, apresentaram intimo contato com a matriz em
diversos pontos, mantendo-se integras, fato este evidenciado principalmente pelos cortes
histoldgicos realizados por todo o scaffold. Estes resultados apontam para a eficiéncia da matriz
desenvolvida em funcionar como um arcabougo para crescimento celular, e que o tamanho e
interconectividade dos poros foram adequados, jA que houve adesdo e integracdo celular,
mostradas por essas técnicas.

Estudo realizado com scaffolds de quitosana em associagdo com alginato mostrou
adesdo celular similar (LI et al., 2005). Da mesma forma, Malafaya et al. (2005), utilizando
scaffolds de quitosana semeados com células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano,

evidenciaram a boa integracéo destas células ao mesmo.

Uma das formas de avaliar a biocompatibilidade de scaffolds, além da analise

morfoldgica das células em contato, € utilizado teste complementar de redu¢do do MTT a azul



50

de formazan, que indica a atividade mitocondrial e das enzimas desidrogenazes das células em
contato (GRANJEIRO, 2011). Para Mundstock et al. (2012) verificando a viabilidade celular
pelo teste de citotoxicidade do material, avaliando a biocompatibilidade e sua acdo sobre 0s
sistemas biologicos, citam que € indispensavel a realizagdo de testes com novos materiais em
estudos in vitro e in vivo. Granjeiro (2011) ressalta que diferentes tipos celulares, apresentam
diferentes sensibilidades aos compostos quimicos utilizados.

A GCAF apresentou reducdo na viabilidade celular apenas nas concentragdes mais altas
(400 e 800), no entanto ainda com sua CCso superior a 1000 pg/ml™* (Gréafico 1), a qual
representa a seguranca deste polissacarideo para fabricacdo de compostos, matrizes e
biomateriais utilizadas para cultivo celular e testes in vivo. Resultado semelhante foi observado
com a solucdo da quitosana, utilizada para fabricacdo do scaffold em estudo. A viabilidade
celular foi reduzida apenas na concentracdo de 800 pg/mli™ e sua CCso apresentou-se superior

a 1000 pg/mlt (Gréafico 2), demonstrando assim sua seguranca para testes bioldgicos.

Gréfico 1: Efeito da goma de cajueiro (Anacardium occidentale L.) modificada com anidrido
ftalico sobre a viabilidade de células-tronco mesenquimais da polpa dentaria humana
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As CTMPDh foram incubadas com diferentes concentragfes de goma de cajueiro (Anacardium
ocidentale L.) modificada com anidrido ftalico. Foi realizado ANOVA One Way, sendo ***p
<0,001. C — Controle.

Yamassaki (2013) demonstrou que a goma de cajueiro ndo diminuiu a viabilidade
celular de macrofagos peritoneais de camundongos, tanto em 24 quanto em 48 h, sugerindo

baixa citotoxicidade nas concentracdes testadas.
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Os ensaios celulares sdo relevantes, pois fornecem respostas similares as dos tecidos,
sendo usados na descoberta de novos farmacos, visando a identificacdo da atividade citotoxica
para seguranca na sua utilizacdo (LINARES, 2013). O sal tetrazdico (MTT) ao ser incubado
com células em plena atividade metabdlica atravessa a membrana plasmatica e, ao entrar em
contato com o superoxido produzido pela atividade mitocondrial € reduzido pelo
succinatodesidrogenase presente nas mitocondriasa MTT-formazan. Os cristais formados sdo
insolUveis em agua, contudo sdo solubilizados em meio DMSO e apresentam coloracéo violeta.
Assim, a viabilidade celular é diretamente proporcional a intensidade da coloracdo. (GALDINO
etal., 2014; SILVA, 2012).

Graéfico 2: Efeito da quitosana sobre a viabilidade de células-tronco mesenquimais da polpa
dentaria humana
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As CTMPDh foram incubadas com diferentes concentracGes da quitosana. Foi realizado
ANOVA One Way, sendo ***p <0,001. C — Controle

O teste de citotoxicidade é util principalmente para avaliar se o material tem a
capacidade de produzir efeitos letais ou subletais no meio bioldgico a nivel celular e deve ser
aplicado a todos os tipos de biomateriais (PEREIRA, 2008).

A avaliacdo da atividade hemolitica da GCAF confirma e complementa o resultado da
viabilidade celular utilizando o método do MTT, evidenciando que este polissacarideo
apresenta grande potencial para aplicacdo na area clinica, uma vez que 0 mesmo apresentou

taxa de hemdlise inferior a 20% e CHso superior a 1000 pg/ml (Gréafico 3).
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Este resultado apresenta-se condizente com a literatura, onde é descrito que a lise da
membrana dos eritrdcitos com consequente liberagdo da hemoglobina para o plasma, chamada
de hemolise, pode ocorrer em virtude do uso de substancias ou compostos utilizados, como
medicamentos e plantas medicinais (PAULA et al., 2014). Em laboratérios, este teste vem
sendo empregado rotineiramente em estudos de toxicidade de plantas medicinais e de interesse
pecudrio (PEQUENO; SOTO-BLANCO, 2006).

Gréfico 3: Efeito da goma de cajueiro (Anacardium occidentale L.) modificada com anidrido
ftalico sobre eritrocitos de caprinos
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Eritrocitos de caprino foram incubados em diferentes concentracdes de goma de
cajueiro (Anacardium ocidentale L.) modificada com anidrido ftalico. Foi realizado
ANOVA One Way, sendo *p <0,05. C — Controle.

Quando avaliada em relacdo a capacidade de ativacdo dos macrofagos, a solucéo da
GCAF apresentou uma reducdo da sua atividade, a partir da concentracio de 100 pg/mi™.
Infere-se que este fato pode ter ocorrido em virtude da diminuicdo da viabilidade celular
observada no teste de citotoxicidade atraves do MTT. No entanto, pode-se observar que houve
um aumento significativo na ativacdo dos macréfagos quando utilizado o scaffold fabricado.
Com este resultado, pode-se deduzir que a atividade fagocitica dos macréfagos aumentou
devido a degradabilidade do scaffold em contato com as células (Gréfico 4), caracteristica
desejavel em polimeros e dispositivos solidos, e refere-se ao fato de quando implantados no
sistema, sofrerem degradacgdo por particulas bioldgicas e também disperséo celular (BOLSON
et al., 2005), formando fragmentos ou outros subprodutos (TAMAI et al., 2002).
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Gréfico 4: Fagocitose de particulas de zimosan pelos macrofagos tratados com a goma de
cajueiro (Anacardium occidentale L.) modificada com anidrido ftalico e sobre scaffold
fabricado
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A fagocitose das particulas de zimosan foi determinada colorimetricamente ap6s a solubilizacéo
da GMAF e sobre o scaffold fabricado. Foi realizado ANOVA One Way, sendo **p <0,01 e
***p<0,001. C — Controle.

Bispo (2009) afirma que as matrizes hibridas, utilizadas na regeneracéo tecidual, séo
produzidas visando potencial para se degradarem na proporcao que ocorre a regeneracdo do

tecido danificado.

Outro parametro utilizado na verificacdo do processo de ativacdo de macréfagos, foi a
avaliacdo da sintese do oxido nitrico (Gréafico 5). Esta sintese, ocorre ap0s ativagdo da expressao
da enzima 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS), que apresenta pequena expressao em
macrofagos ndo ativados. Estas celulas utilizam desta via de sinalizagdo para eliminagdo de
microorganismos e moléculas fagocitadas (KORHONEN et al., 2005). Os resultados desta
pesquisa sobre o teste do oxido nitrico demonstraram uma reducéo da atividade dos macréfagos
a partir da concentracdo de 200 pg/ml?, que pode ter ocorrido em virtude da diminuicdo da
viabilidade celular mostrada no teste do MTT. O aumento da atividade dos macr6fagos ocorreu
até a concentracdo de 100 pg/ml?, no entanto ainda assim, esta atividade ndo apresentou

superior a atividade do LPS, utilizado como controle positivo no estudo, e que induziu ao
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maximo a atividade fagocitica dos macrofagos. Esse aumento na produgdo de NO nas células
aponta provavelmente para um papel imunomodulatorio adicional da GCAF.

Gréfico 5: Dosagem colorimétrica de nitrito produzido por macréfagos tratados com a goma
de cajueiro (Anacardium occidentale L.) modificada com anidrido ftalico
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O Oxido nitrico foi dosado a partir da concentracdo de nitritos produzido por macréfagos
tratados com GCAF. . Foi realizado ANOVA One Way, sendo *p <0,05 e ***p<0,001. C —
Controle e LPS — Lipopolissacarideo.

A avaliacdo da citotoxicidade do scaffold sobre as CTMPDh, demonstrou uma pequena
reducéo na viabilidade celular nos dois tempos avaliados, 24 e 48 horas, ndo chegando a atingir

20%, o que pode ter ocorrido em virtude da migracdo das células para o interior do scaffold
(Grafico 6).

Uma propriedade crucial para o estabelecimento de um scaffold é a capacidade de
possuir poros interconectados, favoraveis a adesdo e crescimento celular. Conforme
demostrado microscopicamente o preenchimento das células nos poros, pode-se inferir que as
células ja aderidas ao fundo da placa, ao entrarem em contato com scaffold, migraram para o

seu interior, interferindo na concentracdo celular avaliada pelo teste do MTT das ceélulas
aderidas na placa.

A migracdo das células para interior dos poros do scaffold, foi verificada também por

Galdino et al. (2014) utilizando scaffolds de hidroxiapatita — titdnia, no qual observaram
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coloracéo roxa dos scaffolds apos teste com MTT, indicando que as células estavam presentes

no interior dos poros permanecendo viaveis em contato com o material.

Gréfico 6: Viabilidade celular de células-tronco mesenquimais da polpa dente humano avaliada
pelo método do MTT apos 24 e 48h de incubacgdo com scaffold desenvolvido
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O gréfico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes,
considerando o controle como 100% de viabilidade. Foi realizado ANOVA One Way, sendo
**p <0,01 ***p <0,001.

Ao analisar o tamanho dos poros do scaffold mediante software ImajeJ, verificou-se em
sua estrutura microporos e macroporos, com dimensdes variando entre 73 pum a 124 um, com
tamanho médio de 86 um (figura 13). Outros estudos utilizando mesma metodologia de anélise
para determinacdo de tamanho de poros de scaffolds ja foram realizados (MACEDO, 2013;
WATTANUTCHARIYA E CHANGKOWCHAI, 2014). Baseado no estudo realizado por
Majore et al (2009), mostrando que o tamanho das células mesenquimais podem variar de 11 a
19 um, acredita-se que o tamanho dos poros apresentados no scaffold desenvolvido neste estudo
seja suficiente para o crescimento celular, possibilitando a troca de nutrientes e metabdlitos

entre as células permeadas no interior da material.

Figura 13. Micrografia Eletronica de Varredura (MEV) do scaffold modificada através do
software ImajeJ para mensuragdo do tamanho dos poros.
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Wattanutchariya, Changkowchai (2014), produziram scaffolds a base de quitosana-
gelatina/hidroxiapatita, obtendo dimensdes de poros variando de 50 a 350 um. Na literatura é
relatado que o tamanho, distribuicdo e conectividade dos poros nos scaffolds sdo fatores
importantes na determinacdo de sua funcionalidade e que poros extremamente grandes podem
prejudicar a vascularizacdo do biomaterial por dificultar o contato entre as células
(BRAGHIROLLLI, 2012).

Matrizes porosas tridimensionais apresentam superficie e tamanhos dos poros ideais
para promoverem a migracao, proliferacdo e diferenciacao celular. Quando utilizadas junto com
células mesenquimais, sdo capazes de promover a remodelacdo e formacdo de tecido

conjuntivo, em toda regido onde o mesmo é necessario (OREFICE et al., 2006).

Na analise da capacidade de absorcao de agua do scaffold produzido, verificou-se taxa
de intumescimento equivalente a 96,4%, corroborando com estudo realizado por
Wattanutchariya, Changkowchai (2014) que apresentaram taxa de intumescimento de 95,5%
para scaffold produzido a base de quitosana/gelatina/hidroxiapatita, afirmando que quanto
maior e mais rapida a capacidade de expancéo e inchago do scaffold, mais benéfico ao sistema

esta caracteristica se apresenta.

Para realizacdo da caracterizacéo fisico-quimica dos polimeros utilizados e do scaffold
fabricado, foram desenvolvidos testes de espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR), difracdo de raios X (DRX) e analise termogravimétrica (TGA).

No espectro do FT-IR da quitosana (grafico 7), assim como apresentado na literatura
(MACEA et al., 2015; MESSA et al., 2016), foi observado uma banda em torno de 3412 cm™
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referente ao estiramento axial de OH, sobreposta a banda de estiramento N-H. A banda em
2880 cm™ ¢ atribuida ao estiramento assimétrico do grupo C-H. O espectro, apresentou ainda
bandas de 1650 a 1560 cm referentes a presenca de bandas de amida I e 11, respectivamente.
Bandas tipicas em 1065 a 1035 cm™ foram observadas para estiramento C-O em grupo éter. A
GCAF apresentou banda larga em 3650 a 3100 cm referentes a estiramento O-H, banda em
1755 cm! caracterizando a presenca da carbonila de grupos -COOH , a qual representa o maior
indicio da modificagdo com anidrido ftalico, banda em 1300 a 1231 cm™ referente ao
estiramento do C-O. As bandas das regides de 1125 a 1030 cm™, podem ser atribuidas a
estiramentos de vibracdo referentes aos grupos éter da ligacao glicosidica e deformacao de —
OH, Aélcool (CHADLIA; FAROUK, 2010; SILVA et al. 2010; VIEIRA et al., 2010 ). No
espectro do scaffold produzido o aparecimento de novas bandas na regido de 1560-1520 cm™
atribuidos a grupos NH3* é um indicio da formacdo de complexo polieletrolitico entre a goma
modificada e a quitosana (SILVA et al. 2010).

Graéfico 7: Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) da quitosana,
da GCAF do scaffold fabricado
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A técnica difratometria de raios X foi utilizada para identificar a estrutura cristalina dos
polimeros e do scaffold. Assim, os difratogramas da GCAF, da quitosana e do scaffold

sintetizado s&o observados no grafico 8.
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No difratograma da quitosana, observou-se a presenca de picos caracteristicos para este
material, j& citados por Monteiro (1999), com 26 igual a 9,3° ¢ 20,1° respectivamente. No
difratrograma da GCAF foi possivel observar um primeiro pico largo em 26 igual a 21,0° e um
segundo pico mais discreto com 26 igual a 43,5°. No DRX do scaffold, observou-se que apés a
interacdo da GCAF com a quitosana, o material formado apresentou uma maior cristalinidade
devido apresentar picos mais definidos em sua estrutura o que pode inferir 0 sucesso da
interacdo entre os dois polimeros. Além disso, foram verificados a presenca de picos
caracteristicos para a quitosana, representados em 26 por 9,7° e 17,1°, este tltimo apresentando
um leve deslocamento provavelmente em virtude da interagdo com a GCAF. Nesse contexto,
0s picos presentes em 260 igual a 22,0° e 43,5° mostram-se caracteristicos aos presentes na
GCAF, apresentando no primeiro pico um deslocamento e diminui¢do do mesmo, passando de
20,0° para 22,0°. Houve ainda o aparecimento de novos picos, com valores em 26 de 14,0° ¢
25,4°, que pode ter ocorrido devido o surgimento de novas ligagdes de hidrogénio
proporcionado pela interacgdo entre a quitosana e a GCAF sugerindo assim que a interacdo entre

0s materiais quitosana e GCAF ocorreu de forma satisfatéria.

Gréfico 8: Difratometria de Raios X da quitosana, da GCAF e do scaffold fabricado
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A andlise termogravimétrica para os polimeros e o scaffold é apresentado no gréafico 9,
no qual demonstra o perfil de decomposicdo dos mesmos. Para a quitosana, o perfil de
decomposigéo ocorreu em 2 eventos. O primeiro foi observado na temperatura de 52 °C, sendo

este referente a agua fissisorvida. O segundo evento, representativo da maior perda de massa,
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foi entre 210 e 391 °C, totalizando 60% de massa perdida, e indicando a completa decomposicao
do material, pois a partir deste evento ndo houve o surgimento de novos picos no DTG (gréfico
9B). Este resultado corrobora com estudo desenvolvido por Furuya (2015) que apresentou
também 2 eventos de perda de massa para a quitosana com picos exotérmicos em 61 e 299 °C,

este Ultimo apresentando também 57, 4% de perda de massa.

O perfil termogravimétrico da GCAF ocorreu em 3 eventos. O primeiro evento, assim
COmMo na quitosana, apresentou-se na temperatura de 52 °C, sendo da mesma forma, referente a
perda de compostos volateis. Na temperatura de 135 °C iniciou-se 0 segundo evento, havendo
no mesmo a perda de 72% de massa que pode ter ocorrido em virtude da quebra e saida de
grupos funcionais do polissacarideo. O terceiro e continuo evento é finalizado na temperatura

de 471 °C com a completa decomposi¢dao do material.

A curva termogravimétrica do scaffold apresentou 4 eventos. O primeiro evento, assim
como na quitosana e na GCAF, ocorreu na em virtude da perda de compostos volateis na
temperatura de 56 °C. O segundo, porém discreto evento, inicia-se na temperatura de 138 °C,
corroborando neste ponto, com o inicio do segundo evento apresentado na curva da GCAF. O
evento 3 aparece em temperatura semelhante a verificada na GCAF e quitosana, em torno de
300 °C, seguido pelo quarto e ultimo evento que ocorre na temperatura de 354 °C e apresenta
cerca de 30% de perda de massa. O scaffold produzido apresentou temperatura de
decomposicdo maior que os polissacarideos usados para sua fabricacdo. Esse fato pode ter
ocorrido em virtude da quebra e formacéo de novas ligacGes, proporcionando ao scaffold maior
estabilidade térmica e maior temperatura de decomposicéo que os demais polissacarideos. Ja,
Furuya et al. (2015) avaliando curva termogravimétrica de scaffold a base de quitosana,
observaram apenas 2 eventos de perda de massa. O primeiro evento de acordo com a primeira
perda de massa do scaffold e o segundo, conforme o terceiro evento de perda de massa do

scaffold em estudo, aproximadamente a 350 °C.

Grafico 9: Curvas termogravimetricas para a quitosana, GCAF e scaffold fabricado. A (TG) B
(DTG).
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5 CONCLUSAO

O scaffold fabricado a base de quitosana e GCAF, apresenta aplicabilidade para cultivo
celular in vitro, atuando como uma matriz de suporte para o crescimento das células-tronco
mesenquimais derivadas da polpa dentaria humana (CTMPDh). Surge, portanto, como um
importante biomaterial a ser utilizado como suporte e meio de transporte de células em
processos de regeneracdo tecidual.

Os polimeros utilizados na fabricacdo do scaffold, ndo apresentaram efeitos toxicos,
como também, o scaffold desenvolvido, evidenciando-se, assim sua propriedade biocompativel
e possibilidade de utilizacdo para testes in vitro e in vivo.

A caracterizacdo fisico-quimica mostrou que o scaffold desenvolvido apresentou maior
cristalinidade proporcionada pela interagdo positiva entre quitosana e a GCAF, demonstrando
ainda melhor estabilidade térmica que os polimeros individuais, avaliada por meio da analise

termogravimeétrica.

Considerando o periodo de duracdo deste ensaio, de apenas sete dias, acredita-se que as
células tendem a preencher por completo os poros, porém, se faz necesséria a realizacdo de

ensaios com periodo mais longo para avaliar a ocorréncia desse preenchimento.
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ANEXOS

ANEXO 1: Carta de Aprovacio Comité de Etica Humano

MIKESTERSD DA SAUDE UNNERSIDADE FEDERAL DO PLALE .ol
Canseha Maclonal do Satds Pri-Ashioris de Pesguisas Pos-Graduscds o |
Comissbo Macional de Ellcaem Fesquisa | Combé de Efica em Pesquisa - CEP- UFPT = UFPI
{ CONEF) REGISTRO COMEF: 045 g
CARTA DE APROVACAO

O Comité de Efica em Pesguisa — UFPI, reconhecido pela Comisso Macional de Etica
em Pesguisa — (CONEP/MS) analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo: lsolamento e culivo de células tronco messnquimais provenisntes da Polpa de
Dentes Humanos. )

CAAE (Cerfificado de Apresentaciao para Apreciagao Etiea): 0218.0.045.000-11
Pesquisador Responsdvel: Carmem Milena Rodrigues Siqueira Carvalho

Este projeto foi APRCOVADD em seus aspecios &ticos e metodoldgicos de acordo com as
Diretrizes estabelecidas na Resclugdo 19696 & complementares do Conselho Macional

de Salde. Tods e qualguer sleracéo do Projeto, assim como o eventos adversos
graves, deverao ser comunicados imediatamente a este Comité, O pesguisador deve

apresentar 2o CEP:

Py P . T I | P T P S T
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ANEXO 2: Comité de Etica em Experimentacdo Animal

-

Campus Universitario Ministio Peurdnio Portela. Sairro Ininga. Terasina, Piaul, Brasil: CEP: 63049-550
Tolofone (86) 3215-5734 _e-mali: cecapi@uipi.edu br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Correlagio enire os inibidores de crescimento
Axonal NOGO A/OMG/AMG e a formagZo da cicatriz Glial em mcdelo animai de
transeccao dorsal da medula espinal”, protocoioc n° 143/16, sob a responsabilidade <o
Prof. Dr. MATHEUS LEVI TAJRA FEITOSA- NUPCelty CCA/ UFPi que envolve a
produgao, manutengao efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, suzfile
Vertebrata (exceto o homem), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de accrdc
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de i5
de jylno de 2009, e com as normas editadas pele Conselho Nacional ce Controls ca
Experimentagao Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissac dé tica no Uso de
Arimais (CEUA/UFPI) da Universidade Fzcaral do Piaui, em Reunido na presente dzta
17/05/2916. .

| Vigéncia do Projeto | Julhol 2016 a Fevereirol 3017 i
1 Especie/Linhagem Rato helerogénico/ wistar TR T
N° de Animais 40
I"Peso/ Idade 250 50g/ 4 meses
| Sexo Machos
i Origem Biotéric nc Centro de Ciéncizs Agrarias/UFPL

Teresina, 17 de Junho de 2016.

Pro tel. de Mendonca 7

Comlé de Enca am Ex EIMentag 40 Amimal-Us 21
Cooraenadora

MINISTERID DA EDUCAGAO =iy
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MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Campus Universitério Ministro Petrbnio Portels, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-560
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliagao do potencial de utilizagdo de células-
tronco no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e na regeneragao in vivo
de tecido ovariano lesionado”, protocolo n® 117/15, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
MARIA ACELINA MARTINS DE CARVALHO- CCAJIUFPI que envolve a produgéo,
manutencdo efou utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebraia
(exceto o homem), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo com 0sS
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comisséo de Etica no-Uso de
Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piauf, em Reunido na presente data
15/03/2016.

Vigéncia do Prejeto Abril/ 2016 a Dezembro/ 2018

Espécie/Linhagem | Caprinos/ Sem raca

N° de Animais 20

Peso/ |dade 35-45 kg/ 2 anos

Sexo fémeas

Origem Abatedouros  credenciados a inspegéo sanitaria
regional ¢ fazendas de caprinos. ]

Teresina, 15 de Margo ge 2016.

o

o | ek o)
Praf®. L. de WMendonca
Comigh @@l em Ekperimintacao Animai-UFPI

Coordenadora
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ANEXO 3: Requerimento para solicitacdo de depo6sito de patente e declaragdo de tramitacao
da mesma

nintec

\ REQUERIMENTO |

Ao Nicleo de Inovagdo e Transferéncia de Tecnologia da Universidade Federal do Piaui:

O requerente solicita analise da documentacao técnica e formal para fins de depoésito/registro
junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI.

1. Dados do Requerente
Nome civil completo:
José Raoberto de Souza de Almeida Leite

Centro/Unidade: Departamento:
Faculdade de Medicina/UNB Morfologia

Fone institucional: Celular: E-mail:

+55 31071891. +55 11 974904394 jrsaleite@gmail.com

2. Dados do Objeto de Protegao

O gue o requerente deseja proteger? Marque com um “xX” a opgdo desejada.

( X ) Patente ( ) Marca ( ) Programa de Computador ( ) Desenho Industrial
Titulo do Objeto de Protegdao: MATRIZ POROSA DESENVOLVIDA A BASE DE QUITOSANA
E GOMA DO CAJUEIRO (Anacardium ocidentale L.) MODIFICADA COM ANIDRIDO
FTALICO PARA CULTIVO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS”

3. Documentos anexados a este formulario
Informar quantidade de folhas de cada documento ou de CD’s necessarios para deposito/registro.

Documento Qde. Documento Qde.

Relatério de Invencao 06fls. | Resumo (Patente) 01fls.

Dados dos Inventores 04fls. | Solicitacao de Registro de Software fls.

Termo de Ciéncia 02fls. | Declaragao de contrato de Trabalho ou fls.
Vinculo Institucional (software)

Relatério Descritivo (Patente) 04fls. | Termo de Cesséo (software) fls.

Desenhos (Patente) fls. CD (codigo-fonte / software) unid.

Reivindicagoes (Patente) 01fls. | Outro:

3.1. Total de folhas anexadas (referentes ao campo 3): fls.

4. Declaro:

4.1 que a documentagao técnica referente ao objeto de protecdo foi elaborado de acordo
com as Leis, Atos Normativos e Resolugdes do INPI referentes a matéria do presente
requerimento;

4.2 sob penas da Lei, que todas as informagbes apresentadas neste formulario e em
documentos anexos séo completas e verdadeiras.

Nestes termos, pede deferimento.

Local e Data Assinatura do Requerente

Formulario PI-01: Requerimento para Depdsito de Pedido de Patente, Registro de Software ou Registro de Marca. NINTEC/UFPI

ANEXO 4: Declaragédo de deposito de pedido de patente de invencao



MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
NUCLEO DE INOVAGAO E TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Setor de Convivéncia LO9 e L10
Bairro Ininga CEP: 64049-550-Teresina-PI Fone/Fax (86)3237-1638

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que a Universidade Federal do Piaui, através do
Nucleo de Inovacao e Transferéncia de Tecnologia da UFPI - NINTEC -, efetuou as
10:06 horas do dia 08/06/2017, sob o namero de Protocolo do INPI: 870170038899 o
depdsito de Pedido de Pedido de Patente de Invengao intitulado “MATRIZ POROSA

DESENVOLVIDA A BASE DE QUITOSANA E POLISSACARIDEO EXSUDATO DA Anacardium
occidentale L. MODIFICADO COM ANIDRIDO FTALICO PARA CULTIVO DE CELULAS-TRONCO

mesenauimais™, com o numero BR 10 2017 012139-9 desenvolvido pelos inventores:

JOSE ROBERTO DE SOUZA DE ALMEIDA LEITE
YULLA KLINGER DE CARVALHO LEITE
NAPOLEAO MARTINS ARGOLO NETO
MARIA ACELINA MARTINS DE CARVALHO
DURCILENE ALVES DA SILVA
ANTONIA CARLA DE JESUS OLIVEIRA
PATRICK VERAS QUELEMES
CAMILA ERNANDA SOUSA DE CARVALHO

Teresina, 23 de junho de 2017

(\W%DAL@:D

Profa. Dra. Mana Rita de Morais Chaves Santos
Coordenadora do Nucleo de Inovagéo e Transferéncia de Tecnologia
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