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RESUMO

As células-tronco mesenquimais humanas (MSCs, do inglés
Mesenchymal Stromal Cells) podem ser ferramentas extremamente poderosas
para terapias celulares, engenharia de tecidos e medicina regenerativa, ndo
apenas pelo seu potencial de diferenciacdo multilinhagem, mas principalmente
por sua atividade paracrina, sendo uma realidade ja em expansao na clinica
devido ao seu enorme potencial terapéutico para o tratamento de doencas e
lesBes. Sua derivacdo de diversos tecidos adultos de diferentes fontes, no caso
do presente trabalho, células-tronco mesenquimais de polpa de dente (DPSCs,
do inglés Dental Pulp Stem Cells), resolve desafios éticos representados pelo
uso de outros tipos de células, além de que podem ser colhidas usando métodos
minimamente invasivos e tanto sua expansao quanto sua diferenciacdo podem
ser facilmente manipuladas in vitro. Devido a frequéncia de MSCs em tecidos
humanos ser baixa, a expansao ex vivo € frequentemente necessaria para obter
0 numero suficiente de células a serem administradas, mas este procedimento
tem algumas desvantagens, podendo acarretar problemas com estabilidade
genética e transformacéao. Por isso, é fundamental minimizar os riscos e garantir
as evidéncias de eficacia e seguranca pré-clinica. A avaliacdo da integridade
gendmica, portanto, é extremamente importante tanto para pesquisa basica
como para uma futura aplicacao clinica. Estudos citogenéticos sao considerados
determinantes para avaliagdo consistente do potencial uso terapéutico de
células-tronco cultivadas, sendo utilizada, principalmente, a cariotipagem por
bandeamento GTG (com tripsina e Giemsa), para confirmar a auséncia de
instabilidade citogenética. Diferentemente das células-tronco embrionarias, as
MSCs tém demonstrado manter a estabilidade gendmica durante o cultivo
celular. Nesta monografia, foram analisadas oito amostras de DPSCs, através
da técnica de bandeamento GTG com o objetivo de avaliar se h4 manutencgéao
da estabilidade citogenética durante o cultivo celular. Foi detectado o surgimento
de células tetraploides, um fendmeno ja conhecido em células cultivadas in vitro,
mas ndo foi detectado em nenhum caso o surgimento de aberracdo
cromossOmica clonal ou alteragéo estrutural nas amostras analisadas. Portanto,
houve manutencdo da estabilidade citogenética nas DPSCs, mesmo apés
diversas passagens de cultivo celular, visto que, houve manutenc¢éo do cariétipo
normal, demonstrada através da analise citogenética com bandeamento G,
técnica que se mostrou muito informativa e eficaz, comprovando a seguranca da
técnica de cultivo destas células in vitro.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais de polpa de dente. DPSCs.
Estabilidade Citogenética. Bandeamento GTG. Potencial Tumorigénico.



ABSTRACT

Mesenchymal Stromal Cells (MSCs) can be extremely powerful tools for
cell therapies, tissue engineering and regenerative medicine, not only because
of their potential for multilineage differentiation, but mainly because of their
paracrine activity, which is a reality already expanding in the clinic due to its
enormous therapeutic potential for the treatment of diseases and injuries. Its
derivation from several adult tissues from different sources, in the case of the
present work, Dental Pulp Stem Cells (DPSCs), solves ethical challenges
represented by the use of other types of cells, in addition, can be harvested using
minimally invasive methods and both their expansion and differentiation can be
easily manipulated in vitro. Due to the low frequency of MSCs in human tissues,
ex Vvivo expansion is often necessary to obtain a sufficient number of cells to be
administered, but this procedure has some disadvantages, which can lead to
problems with genetic stability and transformation. Therefore, it's essential to
minimize risks and ensure evidence of preclinical efficacy and safety. The
assessment of genomic integrity, therefore, is extremely important both for basic
research and for future clinical application. Cytogenetic studies are considered
essential for a consistent evaluation of the potential therapeutic use of cultured
stem cells, mainly using G-banding karyotyping (with trypsin and Giemsa) to
confirm the absence of genetic instability. Unlike embryonic stem cells, MSCs
have been shown to maintain genomic stability during cell culture. In this
monograph, eight samples of DPSCs were analyzed using the GTG banding
karyotyping technique in order to assess whether there is maintenance of genetic
stability during cell culture. The appearance of tetraploid cells was detected, a
phenomenon already known in cells cultivated in vitro, but the appearance of
clonal chromosomal aberration was not detected in any case. No structural
changes were detected in the samples analyzed. Therefore, the cytogenetic
stability of the DPSCs was maintained, even after several passages of cell
culture, since the normal karyotype was maintained, demonstrated through the
cytogenetic analysis with G-banding, a technique that proved to be very
informative and effective, proving the safety of the technique of culturing these
cells in vitro.

Keywords: Dental Pulp Stem Cells. DPSCs. Cytogenetic Stability. G-banding
karyotyping. Tumorigenic Potential.
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1 INTRODUCAO
1.1 TERAPIA CELULAR COM CELULAS-TRONCO

As células-tronco humanas podem ser subdivididas em trés tipos
principais de células (Figura 1), de acordo com sua origem e potencial de
diferenciacdo: células-tronco embrionarias, células-tronco pluripotentes
induzidas e células-tronco adultas multipotentes, como por exemplo as
células-tronco estromais mesenquimais (MSCs, do inglés Mesenchymal Stromal
Cells) (NERI, 2019).

As células-tronco embrionarias (ESCs, do inglés Embryonic Stem Cells)
séo células pluripotentes, pois tém a capacidade de se transformar em qualquer
tipo celular; sdo encontradas na camada interna do embrido, quando este se
encontra na fase de blastocisto (LEROU, 2011).

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglés Induced
Pluripotent Stem Cells) podem ser geradas in vitro a partir de células somaticas
adultas reprogramadas para um estado pluripotente pela introducdo de fatores
de transcricdo especificos, passando entdo a apresentar propriedades
semelhantes as células-tronco embrionarias (TAKAHASHI et al., 2007).

Ja as células-tronco adultas multipotentes possuem um potencial de
diferenciacéo e capacidade de proliferacdo mais restritos quando comparadas
as anteriores (LIRAS, 2010); esse grupo inclui as MSCs, que sao originadas da
camada germinativa mesodérmica e estdo disponiveis em muitos tecidos
humanos adultos.

a) Blastocisto /_\
g ( \,
. &
¢ c 4 b) FBFGtlEsTO Bidpsia
% * de pele
- e s l
- !
Medula dssea
\J
—N.
(a3 Ea R R R s
Camadainterna  OCt3/4, Sox-2, €) Células-tronco
c-Myc, Kif4 PR
mesenquimais
EIETIS REIIE e
Células-tronco Células-tronco Células-tronco
embrionadrias pluripotentes adultas
induzidas

Figura 1. Tipos de células-tronco e suas origens. As vias a), b) e c) mostram como séao
originados os trés tipos de células-tronco. a) células-tronco embrionarias derivadas de
blastocisto; b) células-tronco pluripotentes induzidas derivadas de fibroblastos adultos; c) células-
tronco adultas derivadas de medula 6ssea, por exemplo: células-tronco mesenquimais. Fonte:
Martino et al., 2012.
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De acordo com a hipétese de sua origem perivascular, as MSCs estéo
presentes em praticamente todos os tecidos vascularizados: células
perivasculares separadas de diversos tecidos humanos e cultivadas a longo
prazo dao origem a células progenitoras multilinhagens aderentes que exibem
as caracteristicas das MSCs (CRISAN et al., 2008). Sao células altamente
notaveis por sua capacidade de autorrenovacéao, seu potencial de diferenciacao
multiinhagem, sua atividade paracrina e por suas propriedades
imunomoduladoras. Por todas estas razdes estas células sdo um candidato ideal
para terapias celulares e engenharia de tecidos, oferecendo novas
oportunidades para o tratamento de doencas e lesdes, com um enorme potencial
de desenvolvimento (VERMA et al., 2013; TATULLO et al., 2015; YAMADA et
al., 2019; MASUDA et al., 2021).

O consideravel potencial terapéutico das MSCs tem gerado um interesse
crescente em uma ampla variedade de disciplinas, por isso o Comité de
Células-Tronco Mesenquimais e Teciduais da Sociedade Internacional de
Terapia Celular (ISCT) propds trés critérios minimos para definir a MSCs
humanas, como forma de padronizagéao dos estudos: primeiro, a MSC deve ser
aderente ao plastico quando mantida em condi¢cdes de cultura padrdo; em
segundo lugar, deve expressar certos marcadores de superficie especificos e,
por fim, deve reter o potencial de se diferenciar em osteoblastos, adipécitos e
condroblastos in vitro (DOMINICI et al., 2006).

As células-tronco mesenquimais de medula éssea (BMSCs, do inglés
Bone Marrow Stem Cells) compreendem o tipo de MSCs mais bem descrito e
mais utilizado em estudos até o momento (LI et al., 2016), porém, elas também
podem ser isoladas de uma série de outros tecidos, como por exemplo, tecido
adiposo, corddo umbilical, endométrio, cérebro, pele, mucosa nasal e também
podem ser derivadas de polpa de dente. Estas Ultimas, especificamente, sédo
referidas como células-tronco mesenquimais de polpa de dente (DPSCs, do
inglés Dental Pulp Stem Cells).

As DPSCs possuem certas vantagens quando comparadas as células-
tronco mesenquimais de medula 6ssea, por ndo apresentarem riscos ou

desconforto aos doadores no momento da coleta, pois esse material é
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descartado como residuo em procedimentos odontoldgicos, o que € de grande
relevancia pratica; também apresentam maior potencial de expansao e
diferenciacéo in vitro, conferindo o fornecimento de maior nimero de células
(NAKAMURA et al., 2009; KARAOZ et al., 2011). Quando comparadas as
células-tronco embrionarias, a questao ética também é uma vantagem a favor
do uso das DPSCs, pois ainda ha muitos debates em relacéo ao uso de células-
tronco embrionarias para fins terapéuticos (PRANKE, 2004; KING & PERRIN,
2014). As DPSCs tém demonstrado, portanto, um grande potencial para uso em
diversas areas da terapia celular, devido ao seu potencial de diferenciacdo
multilinhagem e por sua atividade paracrina, podendo ser empregadas no
tratamento de varias doencas, como por exemplo, doencgas bucais, doencas
neurolégicas, doencgas circulatérias, doencgas internas, distlrbios ortopédicos e
doencas oculares (YAMADA et al., 2019) (Figura 2).

’ . /’\‘.'\ 3
* Corneal reconstruction
* Retinal disorders * Caries (Pulp regeneration)
* Periodontal disease
= = * Bone disease
Neurological Diseases
Circulatory Diseases
- [Ty
1 L
+ Spinal Cord Injury A
« Parkinson’s disease »
* Alzheimer's disease
* Myocardial infarction
* Cerebral ischemia
Internal Diseases
Orthopedic Disorders
L]
J ,
* Liver disease « Muscular dystrophy
* Diabetes - Bone disease

Figura 2. Aplicacdo de DPSCs para o tratamento de vérios distdrbios.

Fonte: Yamada et al., (2019).
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1.2 POTENCIAL TUMORIGENICO

Apesar do grande potencial do uso de células-tronco na medicina
regenerativa, hd necessidade de testar a instabilidade genética dessas células
pois hdo podemos minimizar seu potencial tumorigénico (BORGONOVO, 2016).

A frequéncia de MSCs em tecidos humanos € limitada, por isso a
expansao ex vivo é frequentemente necessaria para obter o nimero de células
suficientes para serem administradas. Porém esse procedimento pode provocar
problemas com estabilidade genética e transformacao. Além disso, a expansao
in vitro reduz o potencial replicativo e a multipoténcia (ALVES et al., 2010), leva
a senescéncia, reduz a atividade da DNA polimerase e a eficiéncia de reparo do
DNA, levando ao acumulo de danos no DNA, como alteracdes citogenéticas,
mutacles e alteracfes epigenéticas (BEHRENS et al., 2014), caracterizando
uma instabilidade genética que pode explicar, pelo menos em parte, seu
potencial tumorigénico (SENSEBE & BOURIN, 2009); essa instabilidade
gendmica pode surgir do estresse replicativo imposto pela cultura in vitro e por
defeitos na condensacao cromossémica (LAMM et al., 2016).

Diferentemente das células-tronco embrionérias, onde houve varios
relatos de anormalidades genéticas e formacdo de tumores em camundongos,
células-tronco de humanos adultos, especialmente as MSCs, parecem manter
sua estabilidade genética durante cultivo (BERNARDO et al., 2007), e, portanto,
ndo seriam suscetiveis a transformacao maligna (WANG et al., 2012).

No entanto, a observacdo de que todas as células cultivadas
desenvolvem aberracfes cromossémicas ao longo do tempo, mesmo aquelas
que ndo sdo células-tronco, sugere que essas células, mesmo células adultas,
podem ter uma potencial transformacédo tumorigénica ap0s expansao in vitro
(HERBERTS; KWA; HERMENS, 2011, BEN-DAVID; MAYSHAR; BENVENISTY,
2011). Essas explicagbes também podem ser estendidas as MSCs de qualquer
fonte porque, em esséncia, o fato principal € que o cultivo pode criar um ambiente
favoravel para as células transformadas se expandirem e propagarem in vitro
(BORGONOVO, 2016). Além disso, ha relatos de alteragdes cromossdmicas
clonais durante o cultivo de MSCs (BORGONOVO et al., 2015).
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1.3 JUSTIFICATIVA

Diante da preocupacao amplamente relatada na literatura, que o cultivo
in vitro de células-tronco pode ser um fator de risco para a formacao de tumores,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio de portaria que
regulamenta o funcionamento dos Centros de Tecnologia Celular (CTCs)
(RDC09/2011), exige a implantacdo do controle genético como critério de

liberacdo para o uso dessas células.

A avaliacdo da estabilidade citogenética pela técnica de citogenética
convencional (cariotipagem através de bandeamento-G), € uma forma de analise
bastante informativa para avaliacdo genética de linhagens celulares, permitindo
a identificacdo de anormalidades cromossémicas numeéricas e estruturais
(CATALINA et al.,2007, PAYAO; SEGATO; SANTOS, 2009). A avaliagdo da
propensdo a transformacao maligna pode e deve ser abordada por estudos
citogenéticos, especialmente a cariotipagem, uma vez que a manutencao de um
cariotipo é um indicador confiavel da estabilidade genética de MSCs e deve ser
considerado como critério de liberacao para uso clinico dessas células.

Apesar das vantagens das DPSCs, ainda existe uma grande lacuna no
conhecimento sobre sua estabilidade genética; além disso, a literatura existente
apresenta resultados controversos (NERI, 2019). Portanto, a andlise por meio do
teste de cariotipagem por bandeamento G para avaliacdo da estabilidade
cromossOmica poderd possibilitar um maior entendimento sobre o tema. Sendo
assim, no presente projeto foi avaliada a estabilidade citogenética de DPSCs
pela técnica de Anélise Cromossdmica com bandeamento G e foi verificada se
a estabilidade cromossémica é mantida mesmo em passagens mais

avancadas/tardias do cultivo celular.

1.4 OBJETIVOS
» Acompanhar o isolamento e cultivo de DPSCs

* Avaliar a estabilidade citogenética das DPSCs pela técnica de Analise
CromossOmica com bandeamento G.

» Verificar se a estabilidade cromossdmica € mantida mesmo apos
diversas passagens de cultivo celular
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CARACTERIZACAO DAS DPSCs

DPSCs, também conhecidas como células-tronco da polpa dentéaria pos-
natal, foram isoladas pela primeira vez de terceiros molares, possuem morfologia
fibroblastoide e foram caracterizadas como células com alto nivel de
clonogenicidade (capacidade de proliferacéo celular e de formacédo de colbnias
e nodulos ocasionais) (GRONTHOS et al., 2000). A identidade de DPSCs como
célula-tronco mesenquimal foi confirmada por sua capacidade de diferenciar-se
em células ectodérmicas neurais, adipdécitos, odontoblastos, osteoblastos,
condrécitos e células mioblasticas de origem mesodérmica, confirmando sua
plasticidade (GRONTHOS et al., 2002) (Figura 3).

Isolation
Secretome
Exosomes — Dental Stem
cells
Growth factors
Differentiation
20 4" g
) - . o e
—— 8 o=
g ® e
Hepatocytes Neural cells Adipocytes  Myocytes  Osteocytes endocrine Chondrocytes odontoblast Endothefial
cells cells

Figura 3. Representacéo esquematica do potencial de diferenciagcdo das DPSCs.

Fonte: Madhoun et al., 2021.

A maioria das MSCs sdo formadas a partir da mesoderme, porém, as
MSCs derivadas da cabeca e pescoco, como as DPSCs, derivam da ectoderme.
A polpa dentaria, portanto, € derivada de células ectodérmicas que crescem na

periferia do tudo neural durante o desenvolvimento embrionario (Figura 4.A),
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sendo descrita como “ectomesénquima” por alguns autores. Essas células
multipotentes formam varios tecidos faciais: elas migram para o primeiro e
segundo arcos branquiais durante o desenvolvimento embrionario inicial, e, ap0s
migrarem para a regido oral, entdo se diferenciam em células do fendtipo
mesenquimal, indicando que as MSCs na polpa dentaria sdo de origem da crista
neural (CHAI et al., 2000). Dentro da polpa dentéria, aproximadamente 90% das
células originaram-se da crista neural pois marcadores expressos por células da
crista neural sdo amplamente expressos em tecidos da polpa de dente e em
DPSCs cultivadas (FRACARO, 2019). Portanto, por possuirem a mesma origem
embrionaria que as células neuronais, ha um maior potencial para diferenciacao
em células do sistema nervoso, sendo uma fonte promissora para estudos da

aplicacado de MSCs em doencas neurodegenerativas (FRACARO, 2019).

A polpa dentaria € um tecido conjuntivo altamente vascularizado, que
consiste em quatro zonas: zona odontogénica periférica, zona intermediaria livre
de células, zona rica em células e nucleo pulpar (Figura 4.B). A zona rica em
células contém fibroblastos estromais (conhecidos como pulpoblastos),
macréfagos, capilares sanguineos e células mesenquimais em proliferacdo que
podem se diferenciar em odontoblastos pois possuem potencial
odontoosteoprogenitor. O ndcleo da polpa é povoado por multiplas populacées
de células dentais mesenquimais, macrofagos e células dendriticas que mantém
a funcionalidade do complexo dentina-polpa e a homeostase do tecido pulpar e

periodontal (Cohen & Hargreaves, 2007).

Ectoderm—— . Epnamel -
Dentin

Pulp
Neural Chamber
Crest

.| Cementum

: § : Periodontal
¢ » membrane
Nerve and

Blood
supply

Pulp cell rich cell free odontogenic
core zone Zone zone

Figura 4. Tecido oral e células-tronco dentarias. Um esbogo esquematico para o
desenvolvimento do dente. A) As células da ectoderme contribuem apenas para a formagédo do
esmalte dentério, enquanto as células da crista neural geram o restante dos tecidos dentérios.

B) Representagcdo das zonas que constituem a polpa dentaria. Fonte: Madhoun et al., 2021.
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2.2 USO CLINICO DAS DPSCs

2.2.1 Uso de DPSCs no tratamento de Doencas Neurodegenerativas e Doencas

e Lesdes nos Sistemas Nervoso Central e Periférico

DPSCs tém atraido a atencdo no campo da medicina regenerativa,
especialmente no que diz respeito as doencas neurodegenerativas
(LUO et al.,2018). Conforme discutido por Fracaro (2019), ja foi demonstrado
gue as DPSCs podem se diferenciar em células gliais e neurdnios, tipos celulares
que também séo originados de células progenitoras da crista neural. Sugere-se
que estas células podem responder ativamente a sinais do ambiente neural e
efetivamente se integrar em tecidos nervosos lesados promovendo o
restabelecimento da conectividade nervosa funcional, através da producéao de
fatores neurotréficos, pois também possuem atividade de neuroimunomodulacao
(GNANASEGARAN et al., 2017; FRACARO, 2019).

As DPSCs néo s6 tém o potencial para se diferenciarem em neurénios
funcionalmente ativos, como também tém o potencial de diferenciar-se em tipos
neuronais especificos, como neurdnios dopaminérgicos, sob condi¢cdes de meio
de cultura de diferenciacao neuronal especifico (CHANG et al., 2014; CHUN et
al., 2016).

As terapias médicas convencionais tém eficacia limitada no suporte a
recuperacdo funcional de danos nervosos, uma vez que tecidos nervosos
maduros ja diferenciados tém baixa capacidade regenerativa (LUO et al., 2018).
As terapias baseadas em células-tronco, especialmente as de polpa dentaria,
devido a sua origem embrionaria em comum, portanto, SA0 um recurso promissor
para o tratamento de doencas neurodegenerativas e doencas e lesbes nos
Sistemas Nervoso Central e Periférico, como Doenga de Alzheimer, Parkinson,
Esclerose Lateral Amiotrofica e Esclerose mdltipla, Epilepsia, Lesdo da medula
espinhal, Acidente Vascular Cerebral Isquémico, lesdes de nervos periféricos e
lesBes na retina e na cornea (LUO et al., 2018; YAMADA et al., 2019; UEDA et
al., 2020). No quadro a seguir estdo representados alguns dos principais
resultados obtidos por grupos de estudo que envolvem o uso de terapia celular
com DPSCs para o tratamento das doencas citadas anteriormente (QUADRO 1).
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QUADRO 1. Potencial terapéutico de DPSCs no tratamento de doencas do sistema
nervoso central (SNC) e do sistema nervoso periférico (SNP).

Modelo de estudo

Doenca (Método de Aplicacio) Desempenho das DPSCs Ref.
DPSCs secretaram e produziram
numerosos fatores neurotréficos e Apel et
DPSCs co-cultivadas com fatores de crescimento de vasos al.,
modelo celular de DA endoteliais o que diminuiu 2009
induzido por peptideo beta- significativamente a citotoxicidade
amiléide (A B) in vitro do peptideo AB, aumentando a Ahmed et
Doeng_a de viabilidade celular em comparacgéo al.,2016
Alz(rlgepl\r)ner com as células nao tratadas.
As células tratadas com DPSCs
DPSCs co-cultivadas com tinham a morfologia dos neurénios
modelo celular de DA restaurados, dendritos alongados, Wang et
induzido por &cido okadaico microfilamentos densamente al.,2017
arranjados e fibrilas microtubulares
espessadas
DPSCs foram tratadas com DPSCs podem se diferenciar em Chang et
o kit de diferenciacédo de células neurais dopaminérgicas em al., 2014;
neurdnios dopaminérgicos condicdes experimentais de ;hggfé
in vitro diferenciacéo celular K
As DPSCs poderiam tratar a DP
Transplante de DPSCs em regulando os mediadores Gnanase
Doenca de um modelo de DP in vitro infl 5ri 5 garan et
Parkinson (DP) amatorios, como a reduga}o das al. 2017
secrec¢Bes de fatores pro-
inflamatorios
DPSCs foram cultivadas em DPSCs desemp?”har?‘m um papel Gnanase
- ) protetor através da inibicdo da
um sistema que consiste ~ " ‘s garan et
em neurdnio e micréglia in producgéo de oxido n|tr|cAo em uma al. 2017
Vitro co—cu_ltgra_de neuronios
dopaminérgicos e microglia
Esclerose Lateral Secretoma de meios DPCM suprime a fragilidade da juncdo | wangetal.,
Amiotréfica (ELA) condicionados por DPSCs neuromuscular e a perda do neurénio 2019
motor em modelos de ELA
DPSCs foram submetidas a O knockdown da HSP27 nas DPSCs
knockdown genético para transformou as células em progenitores | Guo etal.,
Esclerose Mdltipla avaliacéo do possivel papel da de oligodendrdcitos em modelos de 2022
proteina HSP27, critica para a esclerose ml:||t|p|a
diferenciacéo neural
DPSCs foram transplantadas Observou-se a reducéo das crises Freitas
: . por via intraperitoneal em ratos esponténeas recorrentes nos animais Daniele
Epilepsia modelo experimental de tratados, possivelmente devido a Pinheiro.
epilepsia induzida por Litio- 2011

pilocarpina

diminuicdo da expresséo de citocinas
inflamatorias no cérebro dos animais

(Continua...




(Continuagdo...)
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Lesao da Medula
Espinhal (LME)

Transplante de DPSCs
intraespinhal

DPSCs inibiram massivamente a
apoptose induzida por LME, fibras
neurais foram preservadas, axénios
transeccionados foram regenerados e
células danificadas substituidas por
diferenciagdo em oligodendrdcitos

Yamamoto et
al.,2014

DPSCs transplantadas com
molde de quitosana

As DPSCs promoveram a recuperacao

funcional motora e inibiram a apoptose

celular apés lesdo medular por meio da
secrecdo de fatores neurotroéficos

Zhang et
al.,2016

DPSCs transplantadas com
pellets de células marcadas com
fluorescéncia

As DPSCs reduziram a lesdo
inflamatoria, promoveram a regeneracgao
axonal e reduziram a necrose
hemorréagica progressiva apés a lesédo
medular por inibicdo da expresséo de
mediadores inflamatérios

Yang et
al.,2017

Acidente Vascular
Cerebral Isquémico
(AVC)

DPSCs co-cultivadas com o
meio condicionado in vitro

As DPSCs conferiram citoprotecéo
superior contra a morte celular,
reduzindo a gliose reativa e suprimindo a
expresséao de radicais livres e citocinas
pro-inflamatorias

Song et
al.,2015

Injecéo intravenosa de DPSCs
humanas em um modelo de
roedor

DPSCs reduziram o volume de infarto
apos oclusao da artéria cerebral média
devido a alta angiogénese e
diferenciagcdo neurogénica e reducéo de
gliose reativa

Song et
al.,2017

Transplante de DPSCs
intracerebral

O transplante de DPSCs inibiu a ativacdo
microglial e expressao de citocinas pro-
inflamatérias. DPSCs aumentaram a
recuperacao de déficits sensdrio-motores
p6s-AVC devido a diferenciagdo em
astrdcitos e mediagéo por meio de
efeitos paracrinos dependentes de
DPSCs

Leong et
al.,2012

Nito et al.,
2018

Doencas do SNP-
Defeitos no nervo facial
€ no nervo ciatico

Transplante de DPSCs em um
modelo de roedor

As DPSCs promoveram a regeneracao
do axénio e a formagé&o do nervo
mielinizado, e formagé&o e sobrevivéncia
de novos vasos sanguineos; DPSCs
podem ser diferenciadas em
oligodendrdcitos funcionais

Sasaki et
al.,2011;
Askari et
al.,2015;
Sanen et al.,
2017

Lesbes naretina e na
coérnea

Transplante de DPSCs
intravitreo

As DPSCs produziram e secretaram
muitas neurotrofinas para promover a
neuritogénese/ axogénese das células
da retina; forneceram protecéo contra

perda de células ganglionares da retina

Mead et
al.,2013;
Mead et
al.,2016

FONTE: Adaptado de Luo et al., 2018; Yamada et al., 2019; Ueda et al., 2020.
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2.2.2 Potencial angiogénico, miogénico, osteogénico, condrogénico e

imunomodulador das DPSCs aplicados no tratamento de doencas

As DPSCs também apresentam propriedades angiogénicas, sendo
alternativas relevantes para o tratamento de distarbios circulatérios, como
Acidente Vascular Cerebral Isquémico e doencas cardiacas, como infarto do
miocardio (IOHARA et al., 2008; MATTEI et al., 2021). Seu potencial miogénico
também é util em possiveis terapias para o tratamento de distrofias musculares
(PISCIOTTA et al.,, 2015). As terapias com DPSCs também podem ser
empregadas no tratamento de doencas orais devido ao seu potencial
odontoosteoprogenitor, que mantém a integridade do tecido pulpar e periodontal
(Cohen & Hargreaves, 2007), como ja citado anteriormente neste trabalho; esse
potencial osteogénico também pode ser Util no tratamento de doencas como
cancer na regidao maxilofacial (AWAIS et al.,, 2020). DPSCs também exibem
potencial condrogénico, o que pode ser Util em aplicagdes em engenharia de
tecidos fibrocartilaginosos (LONGONI et al., 2020) (Figura 5).

Figura 5. Potencial de diferenciac@o osteogénico e condrogénico, respectivamente.
Escala de 50 um. Ampliacdo de 40x. Fonte: Mateus Lisboa.

O potencial imunomodulador das DPSCs foi recentemente testado em
terapias em pacientes acometidos pela COVID-19, doenca que pode causar
sindrome respiratéria aguda grave nos casoS mais severos, Nos quais 0sS

pacientes desenvolvem uma condi¢cdo de hiper inflamag&o, que pode causar
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danos a varios 6rgaos, especialmente no sistema respiratério; a ocorréncia de
uma tempestade de citocinas nos pulmdes € um passo critico na patogénese da
doenca (ZAYED & IOHARA, 2020). DPSCs sao consideradas uma fonte
potencial para imunomodulagdo, pois tém a capacidade de regenerar e
reconstruir tecidos danificados via propriedades reparativas e efeitos de fatores
troficos, podendo auxiliar no tratamento dos pacientes (ZAYED & IOHARA,
2020).

Resultados obtidos por Croci et al. (2021) corroboram a informacgao de
que a administracdo das DPSCs poderia ser eficaz em pacientes com hiper
inflamacé&o induzida por COVID-19, através da inibicdo da producao de varias
citocinas. Ambos 0s estudos mencionados anteriormente evidenciaram o
potencial uso das DPSCs como potencial fonte na terapia celular em pacientes
com COVID, porém, mais testes deveriam ser realizados. O potencial
imunomodulador das DPSCs também foi testado em modelos animais para
avaliar sua aplicacdo em terapias para tratar pacientes com diabetes
(GUIMARAES et al., 2013).

No quadro a seguir estdo representados, resumidamente, alguns dos
principais resultados obtidos por grupos de estudo que envolvem o uso de
terapia celular com DPSCs para o tratamento de doencas de origem nao

nervosa, de acordo com seu potencial de diferenciagédo (QUADRO 2).



QUADRO 2. Potencial angiogénico, miogénico, osteogénico, condrogénico e imunomodulador

das DPSCs aplicados no tratamento de doencas
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Aplicac&o em:

Resultados observados

Ref.

Potencial
angiogénico

Doencas
Cardiovasculares-
(doenca cardiaca
isquémica, infarto do
miocardio, acidente
vascular cerebral,
aterosclerose, doenca
arterial coronariana)

Aumento do fluxo sanguineo e alta
densidade de formacgé&o capilar em
um modelo de rato com isquemia do
membro posterior

lohara et
al., 2008;

Mattei et
al., 2021;

Potencial
miogénico

Distrofia Muscular-
(DPSCs foram enxertadas
dentro do musculo de
camundongos modelo de
Distrofia muscular. As
DPSCs foram diferenciadas
para linhagem miogénica in
vitro através da co-cultura
com uma linha celular
miogénica).

Reducéao da fibrose (via efeito
paracrino). Fontes potenciais de
células-tronco em estratégias para
melhorar a histopatologia e
potencialmente aliviar a fraqueza
muscular em pacientes com
Distrofia Muscular de Duchenne.

Pisciotta
etal.,
2015

Potencial
osteogénico

Doencas periodontais e
maxilofaciais-
Aplicacdes na engenharia
de tecidos 0sseos baseada
em células-tronco

Excelente capacidade de
crescimento e potencial de
diferenciacéo osteogénico para
restauracdo do 0sso, como por
exemplo, apos traumas e
procedimentos cirurgicos.

Awais et
al., 2020

Potencial
condrogénico

Engenharia de tecidos
fibrocartilaginosos,
como por exemplo nha

regeneracdo da articulacdo
temporomandibular

Formacdo de tecidos
fibrocartilaginosos (mas néo
cartilagem hialina), sendo uma
valiosa fonte de células para a
regeneracao da fibrocartilagem nas
articulacoes.

Longoni
etal,
2020

Potencial
Imunomodulador

Potencial de uso em
pacientes com COVID-19

Modulacéo da producao de citocinas
pré-inflamatérias desreguladas em
pacientes com COVID-19,
atenuando sua resposta
inflamatéria.

Zayed &
lohara,
2020.

Croci et
al., 2021

Diabetes

Presenca de DPSCs transplantadas
dentro ou ao redor das ilhotas
pancreaticas e o transplante de
DPSCs melhoraram o dano
pancreético, a funcao renal e
neuropatia dolorosa dos animais.

Guimaraes
etal.,
2013

Potencial para diferenciagdo em
linhagens de células pancreéticas
semelhantes a ilhotas, que
passaram a liberar insulina, exibindo
funcionalidade in vitro.

Govindas
amy et
al., 2011

FONTE: O autor.
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2.3 OUTROS TECIDOS DE DESCARTE COMO FONTES DE CELULAS-
TRONCO

2.3.1. Tecido Adiposo:

O tecido adiposo é rico em células-tronco estromais adultas, as
células-tronco adiposas (ASCs). Estudos realizados in vitro e in vivo
demonstraram que as ASCs sdo multipotentes, possuindo a capacidade de se
diferenciar em células de origem mesodérmica, incluindo adipécitos, condrdécitos,
osteoblastos e outros (VISHNUBALAJI et al., 2012). Bunnell (2021) discorre que
essas células produzem uma vasta gama de mediadores sollveis e vesiculas
extravasculares (microvesiculas) que podem alterar a biologia das células e
tecidos, estimular as células-tronco residentes nos tecidos, alterar a atividade
das células imunes e mediar efeitos terapéuticos in vivo; também podem
influenciar a biologia das células-alvo através de produtos da secrecdo de
macromoléculas livres (como uma ampla gama de citocinas, quimiocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias, adipocinas, moléculas antioxidantes, fatores

pré-angiogénicos, fatores anti-apoptoticos e fatores de crescimento).

O tecido adiposo é encontrado em todo o corpo humano adulto na
medula déssea, intra-articular, subcutaneo e depdsitos viscerais, bem como em
locais ectdpicos, como intra-hepéatico e intramuscular. A fonte mais comum de
tecido adiposo processado para isolamento de células-tronco é o tecido adiposo
branco subcutaneo isolado do abdémen, coxa ou quadris/nadegas, como
descarte de procedimentos estéticos de lipoaspiracdo (BUNNELL,2021).
A abundéncia da fonte tecidual para isolamento, a facilidade de metodologias
para coleta de tecidos e isolamento celular e seu potencial terapéutico,

rapidamente atrairam interesse para uso como potenciais terapias celulares.

Muitos estudos pré-clinicos testando os potenciais terapéuticos das
ASCs foram realizados in vitro e in vivo em modelos animais. A maior parte das
descobertas relatadas demonstrou resultados encorajadores, 0 que resultou em
testes de ensaios clinicos em humanos. As ASCs estéo sob investigagdo como
uma terapia viavel em pacientes com varias doencas e disturbios, como acidente

vascular cerebral, isquemia miocéardica, esclerose multipla, osteoartrite, doencas
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pulmonares, lesdo renal aguda e feridas crbnicas (BUNNELL, 2021,
KRAWCZENKO et al., 2022). Para aplicacfes clinicas, duas estratégias estao
sendo exploradas, a infusdo de ASCs autdloga (utilizando células do préprio
paciente, o que é considerado a forma mais segura) ou a infusdo alogénica, que
utiliza células de outro doador (BUNNELL, 2021).

2.3.2. Tecido endometrial:

A existéncia de células-tronco progenitoras no endométrio foi postulada
h& muitos anos, mas a primeira evidéncia funcional s6 foi publicada em 2004
(CHAN et al., 2004).

As Células-tronco progenitoras endometriais no sangue menstrual séo
definidas como células-tronco menstruais (MenSCs) e foram identificadas pela
primeira vez em 2007; elas possuem capacidade de diferenciacdo adipogénica,
osteogénica, endotelial, neurogénica, hepatica/pancreatica, cardiogénica e
miogénica (MENG et al., 2007). Devido a sua excelente proliferacdo e
capacidade de autotransplante, as MenSCs sdo candidatas para terapia
baseada em células em medicina regenerativa, inflamacdo e doencas
relacionadas ao sistema imunologico (KONG et al., 2021). A facilidade da coleta
do material também é um ponto positivo, visto que o sangue menstrual que seria
descartado pode ser facilmente coletado com o uso de coletor menstrual e
utilizado em transplantes aut6logos.

Os transplantes autélogos de menSCs ja foram testados no tratamento
de problemas de infertiidade feminina, como a sindrome de Asherman, e
atuaram regenerando o endomeétrio, aumentando sua espessura, possibilitando
assim éxito na implantacdo do embrido (TAN et al., 2016). Também ja foram
realizados estudos em relacdo ao transplante autdlogo de menSCs no
tratamento de pacientes com endometriose e sindrome do ovario policistico
(SHEIKHOLESLAMI et al., 2021); os resultados também se mostraram

promissores.
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2.3.3. Tecido epitelial

O fator mais importante na determinacao da sobrevivéncia ou morte de
um paciente com queimadura é a cobertura e cicatrizacdo da ferida
(SCOTT-CONNER et al.,1988). O enxerto de pele autéloga € considerado o
padrdao ouro para cobertura de feridas ap0s a remocao da pele queimada
(OZHATHIL et al., 2021); no entanto, esse processo € invasivo, pois a colheita
de pele autdloga cria uma nova ferida em uma érea de pele saudavel do paciente
e carrega o risco de complicacbes da ferida, como dor e cicatrizacdo, além de
que, quanto maior for a queimadura, menos pele saudavel permanece, 0 que
limita sua disponibilidade para enxertia (AMINI-NIK et al., 2018). Estas
complicagbes séo indicativas da necessidade de alternativas de cobertura de

feridas.

Em um estudo publicado por Amini-Nik et al (2018), usando tecido
desbridado cirurgicamente de peles gravemente queimadas (com queimadura
de terceiro grau, com dano estendido a epiderme e derme inteira) foram isoladas
células viaveis. As células isoladas foram cultivadas em placas de cultura de
tecidos e caracterizadas, apresentando potencial de diferenciacdo adipogénica,
osteogénica e condrogénica nos experimentos in vitro. Posteriormente, foram
expandidas e incorporadas em camundongos imunocomprometidos e porcos
Yorkshire para avaliar o potencial de cicatrizacdo de feridas nesses modelos
animais, 0s quais nao apresentaram efeitos colaterais adversos, e com o passar

dos dias, passaram a exibir, visivelmente, cicatrizacdo mais rapida.

A equipe entdo chegou a concluséo de que a pele queimada desbridada
cirurgicamente, que é rotineiramente retirada dos pacientes e considerada lixo
médico, sendo descartada inconscientemente, contém células viaveis e intactas,
resistentes ao estresse térmico, e que apresentam caracteristicas de ceélulas-
tronco mesenquimais da pele, sendo entdo chamadas de células-tronco
mesenquimais derivadas de queimaduras (BD-MSCs). Neste estudo, essas
células nao exibiram potencial tumorigénico tanto in vitro quanto in vivo,
indicando ser uma fonte de terapia celular potencialmente segura. Esses

achados séao de suma importancia por oferecerem uma alternativa que pode ser
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usada em terapias de regeneracao autdloga da pele, auxiliando na cicatrizagdo

de feridas em pacientes com queimaduras.
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3 MATERIAIS E METODOS

Apoés a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 1), foram coletados dentes permanentes (3°molar) de adultos entre 18 e
25 anos com indicacdo de extracdo por motivo ortodontico. Os dentes foram
coletados em Clinicas Odontolégicas indicadas pelo Laboratério Experimental
de Cultivo Celular (LECC) da PUCPR para o projeto “Avaliacdo da Expressao de
marcadores neuronais em subpopulacdes de células-tronco derivadas de polpa
de dente”, aprovado pelo Comité de Etica sob n° CAAE 58272722.0.0000.0020
(Anexo 1); este € o projeto central, do qual partem varios subprojetos, dentre
eles o presente trabalho. Abaixo estdo representadas, resumidamente, as
etapas utilizadas neste trabalho (Figura 6) e que serdo detalhadas ao longo da

sessao.

ISOLAMENTO DAS
DPSCs E CULTIVO
1825 CELULAR IN VITRO
ANOS l
COLHEITA DAS P4
AMOSTRAS — >
P8
| | |
INTERRUPGAO FIXAGAO E
MITOTICA com  HIPOTONIZACAO LAVAGENS PREPARO DAS
COLCHICINA COM Kcl COM FIXADOR LAMINAS

CARNOY

TRIPSINA
TECNICA DE

BANDEAMENTO G
SOL. SALINA + SBF
I H20 DESTILADA
CORANTE GIEMSA
CAPTURA DAS
METAFASES E
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Figura 6. Fluxograma representando a metodologia utilizada neste trabalho.
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Apés a extracdo do dente, as amostras foram encaminhadas para o
LECC, imersas em solucdo de meio Iscoves Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM) e heparina. Para o isolamento das DPSCs, os dentes foram lavados e
foi realizada a extracdo da polpa e posterior macera¢cdo mecéanica com auxilio
de bisturi. O macerado foi submetido a digestdo enzimatica pela ac¢do da
colagenase tipo Il (4mg/mL) e incubado por uma hora a 37°C, sob agitacéo;
entdo, foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi entéo
descartado e o botédo de células, ressuspendido, e entdo o volume foi plagueado
em um frasco de 25 cm? para posterior analise da populagéo total (Figura 7).

Figura 7. Processo de isolamento das DPSCs. A) amostras chegam imersas em meio
IMDM e heparina; B) extracao da polpa; C) maceracao mecanica com bisturi; D) digestao
enzimatica com colagenase Il, incubado por uma hora a 37°C; E) centrifugagao por 10 minutos
a 1500 rpm; F) DPSCs plaqueadas em garrafas de cultivo. Fonte: o autor.

As células foram cultivadas em meio (IMDM) suplementado com 15% de
soro bovino fetal, 1% penicilina e estreptomicina. As culturas foram armazenadas
em incubadoras a 37°C com 5% de CO2. O meio de cultura foi substituido duas
vezes por semana. Quando as culturas atingiram cerca de 80% a 90% de
confluéncia, (ou seja, 80% a 90% da area do meio de crescimento estava coberta
por células aderentes), as células foram dissociadas utilizando tripsina/acido
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etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,25% e replaqueadas. Cada realizacdo de
dissociagao enzimatica foi chamada de “passagem”, ou seja, 0 processo de
renovacdo de células de um frasco de cultivo para outro. O numero de
passagens, portanto, se refere ao nimero de vezes que essa cultura foi

subcultivada.

As células aderentes, como € o caso das DPSCs, possuem um método
especifico para efetuar a sua passagem, por se encontrarem aderidas ao fundo
da garrafa de cultivo, conforme ja discutido por Alves e Guimarées (2014). Para
que as células aderentes possam se ligar ao fundo da garrafa é necessério que
o fundo tenha uma carga negativa: dessa forma, as garrafas de plastico
utilizadas neste experimento foram previamente tratadas com agentes quimicos,
como agentes oxidantes, ou fisicos, como a luz ultravioleta e radiagéo. A carga
negativa € necessaria, pois a adesdo celular ocorre por meio de forcas
eletrostaticas e de interacao dessas cargas com glicoproteinas de adeséo e com
cations divalentes, como Ca?* e Mg?*. Essa interagdo, entdo, desencadeia uma
sinalizacdo intracitoplasmatica que acarretard na producdo e liberacdo de
proteinas da matriz extracelular da propria célula, onde a célula entdo ira aderir,

espraiar e iniciar sua proliferacao.

As amostras foram acompanhadas diariamente e analisadas quanto a
sua morfologia e aderéncia ao plastico, seguindo a padronizagdo proposta pelo
Comité de Células-tronco teciduais e mesenquimais da Sociedade Internacional

para Terapia Celular (ISCT).

Assim, foram cultivadas células para obtencdo de metafases. Devido a
presenca limitada de células-tronco mesenquimais nos tecidos humanos, a
expansao ex vivo se faz necessaria para obter o numero suficiente de células
para serem administradas; o cultivo celular in vitro, portanto, é de extrema
importancia. No projeto central, que deu origem a este trabalho, as células foram
analisadas até a P12 (décima segunda passagem de cultivo celular). Nesta
monografia, foram analisadas células em P4 e P8. Como as amostras séo
derivadas de origem dental, somente é possivel realizar a analise citogenética
apos a expansao celular, ap6s P4, pois em passagens mais anteriores ainda nao

possuem numero de células suficientes para serem analisadas (Figura 8). As
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células sdo analisadas em P4 pois é nesta passagem que as células séo
utilizadas na aplicacéao clinica; ja as células em P8 séo utilizadas como um
parametro para evidenciar se ha estabilidade mesmo com cultivo mais

prolongado.

Figura 8. Esquema representativo do processo de cultivo celular. A renovacao de
células de uma garrafa de cultivo para outra é chamada de passagem. Fonte: o autor.

A colheita das amostras para testes citogenéticos € constituida
basicamente pelas fases de interrupcdo mitética com colchicina (ou colcemid),
hipotonizacao com cloreto de potassio (KCI) e, por fim, fixacdo e lavagens com
fixador Carnoy (metanol e &cido acético).

Para realizar a analise cromossdmica, a colheita das amostras foi
realizada em dois frascos de 150 cm? (comumente chamados de T150), com
aproximadamente 80% de confluéncia, quando entdo foram submetidas as
seguintes etapas: primeiramente, a interrup¢ao mitotica foi realizada pela adicao
de colchicina (0,1 pg/mL) por 3 a 6 horas, monitorando as células em microscopio
invertido. Para a colheita, o primeiro passo foi retirar o sobrenadante e lavar a
garrafa com PBS, reservando-o em um tubo identificado, depois foi adicionado
8 ml de tripsina/EDTA 0,25% e mantido 3 min a 37°C, monitorando o
descolamento das células em microscoépio invertido. O proximo passo foi

adicionar 0,2 mL de soro e transferir para o tubo previamente identificado, lavar
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a garrafa com PBS e transferir este PBS para o0 mesmo tubo e centrifugar 8 min.

a 400 g, e, por fim, retirar o sobrenadante.

Na fase de hipotonizacdo, primeiro realizou-se a ressuspensao das
células em 6 mL de KCI (0,057M) com Hepes, aquecido, adicionando lentamente
e mantido 30 min. a 37°C. Na ultima fase, a de fixagdo, foi feita a adicdo de 1mL
de fixador 3:1(metanol/acido acético), gelado, e uso da centrifuga por 8 min. a
400 g ; o sobrenadante foi desprezado e foram adicionados lentamente 5 mL de
fixador gelado (mantido no minimo 10 min a -5°C), uso da centrifuga por 8 min a
400 g, e lavagem com fixador 2:1 duas vezes e transferir para um tubo criogénico
previamente identificado, e, por fim, armazenar a -20°C. Os tubos com as
amostras foram entdo encaminhados ao Laboratério de Citogenética do

Complexo Hospital de Clinicas (CHC), onde foram confeccionadas as laminas.

Para o preparo das laminas, primeiramente foram separadas laminas
previamente lavadas e acondicionadas em alcool, que depois foram secas com
gaze e identificadas; o proximo passo foi coloca-las sobre uma grade e leva-las
no vapor do banho-maria a aproximadamente 60°C por alguns minutos, e entado
pingar sobre cada lamina de 4 a 5 gotas do material e, por fim, levar as laminas
para a estufa a 60°C, deixando por, no minimo 2 horas. As laminas foram entéo
submetidas a técnica de bandeamento G, para avaliacdo cromossdmica pois

detecta possiveis aberracdes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais.

A bateria de bandeamento cromossGmico consiste em 4 tubos (Figura 9):
primeiramente, as laminas foram submersas em solucédo de tripsina, durante 5
segundos (esse tempo pode variar de acordo com o padrdo de banda
observado); entdo, passaram por um segundo tubo contendo solugéo salina
(cloreto de sédio, NaCl, 0,9%, + soro bovino fetal, 1 mL), depois foram lavadas
com agua destilada, e, por fim, no quarto tubo, foram imersas em solugédo de
corante (10 mL Tampéao Sorensen + 2 mL corante Giemsa + H20 gsp 40 mL) e
coradas por 5 a 7 minutos. As laminas foram entédo lavadas com agua destilada
e secas em temperatura ambiente e, posteriormente, analisadas em microscopio

optico.
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Figura 9. Kit de bandeamento G. As laminas sdo mergulhadas em tripsina, solugéo
salina+ SBF, H20 destilada e corante Giemsa, respectivamente. Fonte: o autor.

Foi feita analise cromoss6mica de 8 amostras e, sempre que possivel,
foram avaliadas 20 metafases para cada uma. As metafases encontradas foram
capturadas em microscopios especificos (Zeiss, Scope. Al) e analisadas por
meio do sistema de cariotipagem lkaros-MetaSystems, um software que usa
inteligéncia artificial para a montagem de cariogramas. O programa possui
comandos que permitem a separacdo dos cromossomos, sendo que 0S
contornos dos objetos sdo mostrados em cores diferentes para facilitar a
distincdo entre cromossomos separados e os adjacentes; além disso, ha a
possibilidade de usar um recurso para separar cromossomos sobrepostos e
também é possivel regular a intensidade de coloragdo das bandas, recursos

estes que possibilitam uma andlise mais segura e completa.

Os cromossomos homoélogos foram pareados em seus respectivos
grupos, de acordo com seu tamanho e sua morfologia, que é determinada pela

posicdo do centromero, e pelo seu padrao de bandas.

A andlise dos cariogramas e a interpretacéo dos resultados foram feitas
com base no ISCN 2016- An International System for Human Cytogenomic
Nomenclature (2016).
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4 RESULTADOS

Foram analisadas oito amostras provenientes de sete dentes
permanentes. Uma mesma amostra de dente, identificada como “DPSCs 27, foi
analisada em duas passagens diferentes, P4 e P8. As amostras foram nomeadas
numericamente, de 1 a 7, de forma a manter a confidencialidade dos doadores.
Os resultados referentes as andlises cariotipicas de cada amostra estdo
representados nas tabelas a seguir. Os numeros indicados entre colchetes

representam o numero de metafases que foram analisadas em cada amostra.

Tabela 1: Anédlise cariotipica da amostra “DPSCs 1” em P4

Metéafase Cariotipo
1 39, XY, -1, -3, -7, -13, -14, -16, -17
2 45, XY, -15
3 46, XY
4 44, Y, -X, +5 (?), -18, -19
5 45, XY, -5
6 46, XY
7 46, XY
8 41, XY, -9, -12, -14, -17, -19
9 46, XY
10 46, XY
11 45, XY, -2
12 44, XY, -9, -9
13 46, XY
14 46, XY
15 46, XY
16 46, XY
17 46, XY
18 46, XY
19 46, XY
20 46, XY

Cariotipo final: 46, XY [20]

Tabela 2: Analise cariotipica da amostra “DPSCs 2” em P4

Metéfase Caridtipo

45, XY, -6

38,Y,-X, -1, -5, -18, -20, -21, -21, -22
Hiperdiploide

Hiperdiploide

Hiperdiploide

Hiperdiploide

46, XY

Hiperdiploide

O |INO|UAWIN|F-

(Continua...)
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9 35,Y,-X,-2,-2,-3,-4,-7,-9, -11, -11, -15, -20
10 42, XY, -8, -10, -15, -22
11 Hiperdiploide
12 Hiperdiploide
13 42, XY, -2, -5, -6, -22
14 45, XY, -6
15 Hiperdiploide
16 Hiperdiploide
17 Hiperdiploide
18 44, XY, -7,-9
19 Hiperdiploide
20 Hiperdiploide
21 43, XY, -1, -5, -19
22 Hiperdiploide
23 44, XY, -10, -11
24 Hiperdiploide
25 Hiperdiploide
Cariotipo final: 46, XY [10] / 58~92, XXYY [15]

Tabela 3: Anédlise cariotipica da amostra “DPSCs 3” em P4

Metafase Cariétipo
1 39, XY, -7, -8, -9, -10, -16, -21, -22
2 43, XY, -13, -19, -22
3 37, XY, -3, -4, -5, -10, -17, -19, -19, -20,-22
4 39, XY, -8, -9, -10, -14, -18, -19, -20
5 Hiperdiploide
6 Hiperdiploide
7 44, XY, -21, -22
8 39, XY, -4,-7,-11, -13, -14, -19, -19
9 45, XY, -16
10 38, XY, -2, -9, -11, -18, -19, -19, -20, -22
11 45, XY, -5
12 39, XY, -9, -10, -12, -18, -21, -22, -22
13 42, XY, -12, -14, -19, -21
14 38, XY, -3, -5, -9, -10, -16, -17, -18, -22
15 46, XY
16 42, XY, -10,-12, -17, -20
Cariotipo final: 38 ~ 46, XY [14]

Tabela 4: Analise cariotipica da amostra “DPSCs 4” em P4

Metéfase Caridtipo
1 46, XX
2 46, XX
3 46, XX

(Continua....)
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4 diplocromossomos

5 44, XX, -6, -11

6 45, XX, -20

7 46, XX

8 46, XX

9 44, XX, -3, -22

10 45, X, -X

11 46, XX

12 45, XX, -22

13 45, XX, -17

14 46, XX

15 46, XX

16 46, XX

17 45, XX, -17

18 44, X, -X, -10

19 44, XX, -9, -15

20 44, XX, -14, -15

21 Hiperdiploide

22 43, XX, -10, -19, -22
Cariotipo final: 46, XX [20]

Tabela 5: Anédlise cariotipica da amostra “DPSCs 5” em P8

Metéafase Cariotipo
1 46, XY
2 39,Y,-X,-2,-7,-11, -15, -18, -19
3 46, XY
4 Hiperdiploide
5 46, XY
6 46, XY
7 46, XY
8 44, XY, -11, -17
9 46, XY
10 39, X, -Y, -3, -5, -14, -14, -19, 20
11 42, X, -Y,-12, -18, -20
12 37, XY, -2,-2,-4,-9, -9, -10, -15, -16, -19
13 46, XY
14 46, XY
15 46, XY
Cariotipo final: 46, XY [14]

Tabela 6: Andlise cariotipica da amostra “DPSCs 6” em P8

Metéfase Caridtipo
1 46, XY
2 43, XY, -11, -15, -19
Cariotipo final: 46, XY [2]
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As amostras “DPSCs 2” e “DPSCs 77, analisadas em P8, nao

apresentaram metafases para analise.

A seguir estdo representados os cariotipos das amostras analisadas ao
longo das passagens (P4 e P8), assim como o numero de metafases analisadas

em cada amostra (Tabela 7).

Tabela 7: Cari6tipos das amostras analisadas ao longo das passagens

Cariodtipo [n° de metafases analisadas]

AMOSTRA P4 P8
DPSCs 1 46, XY [20] NA
DPSCs 2 46, XY [10] / 58~92, XXYY [15] Sem metafases
DPSCs 3 38~46, XY [14] NA
DPSCs 4 46, XX [20] NA
DPSCs 5 NA 46, XY [14]
DPSCs 6 NA 46, XY [2]
DPSCs 7 NA Sem metafases

NA - ndo analisadas

A andlise cromossémica demonstrou que as amostras deste estudo
possuem cariétipo normal (Figura 10.A e 10.B) e houve sinais de instabilidade
genética (células hiperdiploides) em 20% das metafases totais observadas.
(Tabela 8).



Tabela 8. Frequéncia de células com sinais de instabilidade genética

n (n° de amostras)

P4 + P8

4 (P4)+ 4 (P8)=8

37

n° de metafases totais observadas

83 (P4) + 17 (P8) = 100

Células com sinais de instabilidade
genética

19 (P4) + 1 (P8) = 20

Frequéncia de células com sinais de
instabilidade genética em relagéo as
metafases totais observadas

20/100=10,2 = 20%
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Figura 10. Cariograma representativo. A) cariograma da amostra “DPSCs 1” em P4, cariétipo
46, XY. B) cariograma da amostra “DPSCs 5” em P8, caridtipo 46, XY.

As amostras analisadas em P4 apresentaram um ndmero muito mais

abundante de metafases. Por outro lado, as amostras analisadas em P8

apresentaram pouquissimas metafases, com excecdo da amostra “DPSCs 57,

onde foi possivel capturar 15 metafases, porém foi necessaria a analise de 21

laminas no total para obter esse resultado. Em relacdo a amostra “DPSCs 67,
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mesmo com a andlise de 20 laminas no total, foi possivel encontrar apenas 2
metafases. Ja para as amostras “DPSCs 2” e “DPSCs 7”7, nenhuma metafase foi
encontrada, mesmo com a analise de inUmeras laminas. A média de metafases

observadas em P4 foi 20, ja em P8 a média foi 4.

A amostra “DPSCs 2” foi analisada em P4 e P8. Em P4 o caribtipo foi
46, XY [10] / 58~92, XXYY [15], ou seja, parte das células possuiam cariotipo
normal e parte das células eram um clone hiperdiploide (“near-tetraploidy”). Em
P8 o resultado foi sem metéfases (Figura 11).

Pl..] P4 P5 P6 P7 P8
] [

P AN

> >
<+
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>
N

46, XY [10] / 58 ~ 92, XXYY [15] sem metafases

Figura 11. Representagdo esquematica da analise cariotipica da amostra “DPSCs 2”
nas passagens P4 e P8. Adaptado de Borgonovo (2016).

Esta amostra apresentou muitas células hiperdiploides, o que € um sinal
de instabilidade. A tetraploidia € o tipo de hiperdiploidia mais comumente
encontrada em células cultivadas. Em células derivadas de vilosidade corionica,
por exemplo, sua frequéncia pode chegar em até 11,6% (GRIMES et al., 2009).
Células tetraploides séo células que apresentam o numero cromossémico

haploide (n=23) quadruplicado, num total de 92 cromossomos (Figura 12).
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Figura 12. Amostra “DPSCs 2" na passagem P4. A) Célula tetraploide. B) Cariograma de
uma célula tetraploide, com cariétipo 92, XXYY.

A frequéncia de células tetraploides (4n) observadas ao longo das

passagens P4 e P8, em relacdo as metafases totais observadas esta

representada na Tabela 9.

Tabela 9: Frequéncia de células tetraploides (4n) ao longo das passagens

P4 e P8
P4 P8
n (n° de amostras) 4 4
n° de metafases totais
observadas 83 17
Células 4n 19 1
Frequéncia de 4n em
relacdo as metéafases 19/83=0,2289 = 22,89% 1/17 =0,0588 = 5,88%
totais observadas
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Outro sinal de instabilidade foi observado na amostra “DPSCs 4” em P4,
gue apresentou uma metafase tetraploide com diplocromossomos (Figura 13),
0S quais aparecem somente na primeira divisdo celular apdés o evento de
endoreduplicacdo, sendo outro fenbmeno que é relativamente comum em

células cultivadas.
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Figura 13. Amostra “DPSCs 4” na passagem P4. Diplocromossomos.

N&do foram observadas alteracdes estruturais em nenhuma das

metafases analisadas neste trabalho.
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5 DISCUSSAO

Foram estudadas neste trabalho 8 amostras de DPSCs derivadas de 7
doadores, com o objetivo de avaliacdo da estabilidade citogenética das células

cultivadas in vitro, visto que é uma etapa fundamental para a aplicagdo clinica.

Conforme descrito por Bonab et al. (2006), a obtencdo de metéfases foi
cada vez mais dificil ao longo do cultivo in vitro, pois, com o decorrer das
passagens, a taxa de proliferacao diminui progressivamente, até que as células

entdo, entram em um estado senescente e param de proliferar (Figura 14).

Fase estacionaria

Fase de
declinio

Nimmero de oelalas

Tempo (dias)

Figura 14. Curva de crescimento de células em cultura. Dividida nas seguintes fases
de crescimento: Fase lag (periodo de adaptag¢é@o no qual ndo ocorre proliferacdo ap6s adicéo
das células ao meio de cultivo), Fase log (a multiplicagc&o celular € maxima e constante), Fase

estacionéria (a velocidade de crescimento diminui, o nUmero de morte celular tende a ser
equivalente ao nimero de células novas), Fase de declinio (h&a reducao drastica do niumero de
células e o nimero de células mortas excede o de células novas). Fonte: Alves & Guimaraes
(2014).

Isto foi evidenciado ao se fazer a comparacao do nimero de metafases
observadas entre as duas passagens. Em P4, a média de metafases
encontradas foi 20, o que é considerado ideal para se fazer a interpretacédo dos

resultados de forma segura. JaA em P8, a média de metafases encontradas foi 4.
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Como destacado por Borgonovo et al. (2014), um ponto essencial em
estudos com células-tronco é a padronizacao dos protocolos a serem utilizados.
O tratamento hipotbnico € critico para o teste de cariotipagem, e sua
padronizacdo € crucial para a correta interpretacdo dos resultados. Uma
exposi¢do hipotbnica curta pode n&o ser o suficiente para uma boa dispersao
dos cromossomos metafasicos, resultando em muitos cromossomos
sobrepostos; ja a superexposicdo pode enfraquecer a membrana plasmatica,
eventualmente resultando em ruptura da mesma e perda de alguns
cromossomos (hipodiploidia), fato que pode explicar, pelo menos em parte, do
porqué muitas das metafases analisadas neste trabalho ndo estavam completas,

Ou seja, possuiam menos do que 46 cromosSsomos.

A taxa mais elevada de hipodiploidia normalmente € observada em
amostras que sdo mais sensiveis ao tratamento com solucéo hipotdnica, como
por exemplo, o observado na amostra “DPSCs 3” (Tabela 3 dos Resultados).
Outro ponto a ser considerado é o tempo em que as laminas permanecem
secando na estufa, pois se permanecerem muito tempo l& a membrana
plasmatica pode se tornar enfraquecida e com isso a célula pode romper e perder
alguns cromossomos, causando a impressao de pseudo-hipodiploidia, como

descrito por Spurbeck J. (1996) e discutido por Lawce & Brown (2017).

Sendo assim, destaca-se que as perdas cromossémicas observadas
neste trabalho podem ter sido randémicas, o que ocorre nhormalmente em cultivo,
possivelmente devido a falta de homogeneidade no tempo de exposicdo a
solucéo hipoténica e ao tempo de secagem das laminas na estufa. Nenhuma
perda cromossdmica foi clonal, e as amostras analisadas possuem cariétipo

normal.

A tetraploidia (4n) pode ser encontrada em individuos normais, em varios
tecidos somaticos, incluindo figado e medula Ossea em regeneracao
(FERGUSON-SMITH, 2013) sendo normalmente resolvida pelas células
(ANDREASSEN et al., 2001). Em células cultivadas, sua presenca se torna mais
frequente. Na amostra ‘“DPSCs 2”, analisada em P4, foi onde mais foram

encontradas células hiperdiploides. Esta amostra foi analisada nas passagens
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P4 e P8: quando analisada em P4, das 25 metafases analisadas no total, 15
eram hiperdiploides (uma frequéncia de 60% nesta amostra). Esses dados
demonstram que ja em P4 temos um tempo de cultivo suficiente para aparecer
uma porcentagem significativa de células tetraploides; porém, ndo houve

aumento da frequéncia deste tipo de células em P8 (Tabela 9).

Células tetraploides sdo mais resistentes a danos fisicos, conforme
resultados obtidos por Castedo et al.,, (2006), e podem apresentar maior
tamanho/volume celular, logo, respondendo menos a hipotonizacao
(MARGUERAT & BAHLER, 2012). Sendo assim, uma provavel explicacdo do
porqué foram encontradas tantas células hiperdiploides nesta amostra
(“DPSCs 27), seria uma possivel reacdo diferencial a hipotonizagdo. Outra
possivel explicacao para isso, seria o fato de que certas amostras parecem ser
mais instaveis do que outras, e essa propensao a mostrar sinais de instabilidade
genética pode variar de doador para doador (BORGONOVO, 2016).

Outro sinal de instabilidade foi observado na amostra “DPSCs 4” em P4.
Trata-se de uma metéfase tetraploide com diplocromossomos. As quatro
cromatides que constituem um diplocromossomo séo estruturalmente idénticas
e se comportam da mesma forma; sob microscopio, os diplocromossomos
apareceram formados por dois cromossomos completamente divididos, nao
mostrando conexdo fisica em suas regides centroméricas, mas parecem ser
mantidos juntos por lacos de fibra de cromatina conectando as duas cromatides
vizinhas dos cromossomos irmaos (GOYANES & SCHVARTZMAN, 1981), como
ilustrado na Figura 13 desta monografia. Os diplocromossomos s&o resultado
de um evento de endoreduplicacéo, que ocorre ocasionalmente em todos 0s
tecidos (EDGAR & ORR-WEAVER, 2001), porém, em células cultivadas sua
presenca se torna mais frequente (WALEN, 2007), demonstrando instabilidade

celular, visto que séo fruto de um erro na mitose.

Conforme descrito por SHI & KING (2005), a tetraplodia estéa relacionada
a erros durante a divisdo celular (erro durante a mitose), caracterizado pela
regressdo do sulco de clivagem, dando origem, assim, a células binucleadas.
Problemas nesta fase da divisdo celular (citocinese) estdo, em geral,

intimamente associadas a nao disjuncédo cromossomica, resultando em células
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tetraploides. Em células cultivadas in vitro a presenca de tetraploidia e
endoreduplicacdo demonstra instabilidade celular e isso justifica a necessidade
de sempre fazer o controle citogenético como critério de liberagdo para o uso
dessas células em transplantes e terapias celulares, visto que, a manutencéo do
cariotipo normal € um indicador confiavel da estabilidade genética das células-

tronco.

Neste trabalho, apenas um caso em especifico (amostra “DPSCs 2”
analisada em P4) apresentou uma porcentagem significativa de células
hiperdiploides (15 células hiperdiploides em 25 células analisadas,
representando uma frequéncia de 60% nesta amostra). Devido ao baixo “n”
amostral neste trabalho (8 amostras), esse indice de células hiperdiploides
acabou impactando no resultado final; caso fosse avaliado em niamero maior de
amostras, essa proporcdo poderia variar. Portanto, os 20% de células que
mostraram sinais de instabilidade cromossdémica neste presente trabalho néo
podem ser interpretados como uma duvida em relacdo a seguranca do uso
clinico das DPSCs, mas sim demonstram a importancia de se realizar a anélise
citogenética dessas células que estdo sendo cultivadas pois mostram sinais de
instabilidade, o que também pode ser uma consequéncia de um baixo numero

amostral.

Enfatiza-se que as células analisadas neste trabalho demonstraram
manter o cariétipo normal ao longo do cultivo celular, corroborando assim a
afirmacao da manutencao da estabilidade citogenética de MSCs em geral, de
diferentes fontes, durante cultivo celular, ja comprovada em dezenas de estudos
(BERNARDO et al., 2007; SENSEBE et al., 2012; JONES et al., 2013;
SCHEERS et al., 2013; MARTINS et al., 2014 ; PALUMBO et al, 2018), e a
manutencao da estabilidade citogenética de DPSCs, especificamente, conforme
ja demonstrado por RAIK et al., 2020.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base na pesquisa feita na forma de reviséo bibliogréafica e com base
na analise das amostras e posterior interpretacado dos resultados obtidos neste
trabalho, foi notéria a importancia do estudo das células-tronco mesenquimais,
visto que devido as suas caracteristicas e propriedades particulares,
demonstram imenso potencial de aplicagdo numa ampla gama de doencas e
disturbios e possiveis aplicabilidades na Medicina Regenerativa, Terapia Celular,
Terapia de Tecidos e Bioengenharia. O estudo das DPSCs, especificamente,
tem atraido atencdo especialmente no que diz respeito as doencas

neurodegenerativas.

O projeto que deu origem a esta monografia estd em fase de pesquisa
experimental e ja apresenta resultados promissores quanto ao potencial uso
clinico das DPSCs.

Neste trabalho, com o intuito de analisar a manutencéo da estabilidade
das DPSCs cultivadas, ficou clara a necessidade do uso de protocolos
padronizados em relacao ao isolamento e condi¢des de cultura das DPSCs, visto
gue estes asseguram a posterior analise correta das amostras e a interpretacéo

dos resultados de forma segura.

A avaliacdo da estabilidade citogenética por meio da técnica de Analise

Cromossdmica com bandeamento G, se mostrou muito informativa e eficaz.

Foi detectado o surgimento de células tetraploides, um fendmeno que ja
€ conhecido em células cultivadas in vitro, mas nao foi detectado em nenhum
caso 0 surgimento de aberracdo cromossdmica clonal. Também né&o foi
detectada nenhuma alteracdo estrutural nas amostras analisadas. Portanto,
houve manutencdo da estabilidade citogenética nas amostras de DPSCs
analisadas neste trabalho, mesmo apds diversas passagens de cultivo celular,
visto que houve manutengcdo do caridtipo normal, demonstrada através da
analise citogenética com bandeamento G, comprovando a seguranca da técnica
de cultivo destas células in vitro e demonstrando que 0s objetivos propostos

neste trabalho foram atingidos de maneira satisfatoria.
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| TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar do estudo “Avaliagdo da
expressdo de marcadores neuronais em subpopulagdes de células-tronco derivadas de polpa
de dente permanente”, que tem como objetivo comparar as subpopulagbes das células-tronco
mesenquimais de polpa de dente permanente (terceiro molar/dente do siso) em relagdo a
populagdo total dessas células. Acreditamos que os resultados obtidos desta pesquisa sejam
importantes pois podem ajudar a desenvolver estudos futuros, envolvendo células-tronco e
doengas do sistema nervoso.

PARTICIPACAO NO ESTUDO

A sua participagdo no referido estudo sera permitir, imediatamente apds a exodontia (extragdo
do dente), que seja feita a coleta do dente extraido. Fica-se evidente que a partir deste material
serdo realizadas as analises necessarias no Nucleo de Tecnologia Celular da PUCPR.

RISCOS E BENEFICIOS

Alerta-se que, da pesquisa a se realizar, ndo havera beneficios para o participante e o
procedimento de exodontia ndo sera alterado. Compreende-se que o dente extraido e coletado
ndo sera utilizado para qualquer fim terapéutico e ndo terd nenhum valor comercial. As
amostras serdo utilizadas apenas para esta pesquisa no laboratério. Em relagdo a pesquisa, os
riscos sdo: acesso dos dados por terceiros ou identificagdo dos participantes, além de
constrangimento por ser abordado para participar da pesquisa. Para minimizar estes riscos,
apenas um pesquisador serd responsavel pela coleta do material e por ter acesso as
informagbes do participante.

SIGILO E PRIVACIDADE

Salienta-se que a privacidade do participante sera respeitada, ou seja, seu nome ou qualquer
outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, identifica-lo, sera mantido em sigilo. Os
pesquisadores se responsabilizam pela guarda e confidencialidade dos dados, bem como a ndo
exposi¢do dos dados de pesquisa.

AUTONOMIA

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como & garantido o livre acesso a todas
as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo
0 que se queira saber antes, durante e depois da participagdo. Também fica informado de que
possa recusar a participar do estudo, ou retirar o consentimento a qualquer momento, sem
precisar justificar, e, por desejar sair da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo a assisténcia
que se recebe.

RESSARCIMENTO E INDENIZAGAO

No entanto, caso tenha qualquer despesa decorrente da participagdo na pesquisa, tais como
transporte, alimentagdo entre outros, bem como a acompanhantes, havera ressarcimento dos
valores gastos. De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da participagao no estudo,
sera devidamente indenizado, conforme determina a lei.

CONTATO

A pesquisadora envolvida com o referido projeto é Leticia Fracaro (PUC-PR) com eles podera
ser mantido contato pelo telefone (41) 3271-2219.

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto por um grupo de pessoas
que estdo trabalhando para garantir que seus direitos como participante de pesquisa sejam
respeitados. Ele tem a obrigagdo de avaliar se a pesquisa foi planejada e se estd sendo

RUBSCA DO SUEITO OF PESGUMIA
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executada de forma ética. Se vocé achar que a pesquisa ndo esta sendo realizada da forma
como vocé imaginou ou que esta sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR (CEP) pelo telefone (41) 3271-2103
entre segunda e sexta-feira das 08h00 as 17h30 ou pelo e-mail nep@pucpr.br.

DECLARAGCAO

Declaro que li e entendi todas as informagdes presentes neste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e tive a oportunidade de discutir as informagdes deste termo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas e eu estou satisfeito com as respostas. Entendo que receberei uma
via assinada e datada deste documento e que outra via assinada e datada sera arquivada nos
pelo pesquisador responsavel do estudo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar,
estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, por
minha participagao.

Dados do participante da uisa

Nome:

Telefone:

E fumante: l_J SIM D NAO

E-mail:

Qual a frequéncia D Nenhuma D 1-2 vezes por semana D 3-4 vezes por semana
que ingere bebida

alcodlica? D 5-6 vezes por semana [:] Todos os dias
Curitiba de de
Assinatura do participante da pesquisa Assinatura do Pesquisador

RUBRICA DO SIARITO DE PESAIA

RUFUCA 0O PESQASADOR
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA EXPRESSAO DE MARCADORES NEURONAIS EM
SUBPOPULAGCOES DE CELULAS-TRONCO DERIVADAS DE POLPA DE DENTE
Pesquisador: Leticia Fracaro
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 58272722.0.0000.0020
Instituicao Proponente: Pontificia Universidade Catdlica do Parana - PUCPR
Patrocinador Principal: CNPQ

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 5.409.680

Apresentacao do Projeto:

Extraido do arquivo PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo células adultas, multipotentes e funcionalmente definidas como
tendo capacidade de autorrenovagao,

capacidade de diferenciacdo em diversas linhagens celulares e extensa atividade paracrina e
imunomoduladora. A necessidade de padronizagdao na

definicao das CTM, o Comité de Células-tronco teciduais e mesenquimais da Sociedade Internacional para
Terapia Celular (ISCT), propds trés

critérios minimos: as CTM devem ser células aderentes ao plastico quando mantidas em condicdes padroes
de cultura; mais que 95% da populacao

deve ser positiva para os marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90 e negativa (menos que 2% da
populacao) para CD45, CD34, CD14 ou

CD11b, CD79a ou CD19 e HLA de classe |l; devem ser capazes de diferenciar-se em osteoblastos,
adip6citos e condroblastos sob condigdes in

vitro. As CTM podem ser isoladas, expandidas em cultura e caracterizadas in vitro. Devido a sua
localizagao, as CTM podem ser obtidas de diversos

tecidos do organismo. O tecido dentario apresenta diferentes fontes de CTM, dentre elas as células-tronco
da polpa de dente permanente (DPSC -

do inglés dental pulp stem cells). A polpa de dente é o tecido conjuntivo frouxo localizado no

E C Rua | lada Conceigdo 1155

Bairro: Prado Velho CEP: 80.215-901

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3271.2103 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucpr.br
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Continuacao do Parecer: 5.409.680

centro do dente. Essas DPSC sao células de facil
obtencdo, oferecem baixo risco aos pacientes e apresentam alta taxa de proliferacao in vitro quando
comparadas as células derivadas de medula

ossea. Foi demonstrado que as DPSC quando isoladas e cultivadas apresentam diferentes morfologias.

podendo assim haver duas populagdes

diferentes de DPSC. As células serdo isoladas e cultivadas com meio e soro fetal bovino. As células serdo
caracterizadas imunofenotipicamente por

citometria de fluxo e induzidas a diferenciacdo em duas linhagens (adipogénica e osteogénica) e coradas
com corantes especificos para analise

conforme sugerido pela ISCT e serao submetidas as analises de unidades formadoras de coldnias
fibroblastoides. Sera realizada a analise

cariotipica e teste de microntcleo, pesquisando anormalidades cromossdmicas. Serdo avaliados também o
potencial de proliferacdo das amostras.

Sera analisado a expressao expressao génica pela reacao em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa (RT-PCR).

Objetivo da Pesquisa:

Extraido do arquivo PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO

Objetivo Primario:

Avaliar a expressao de marcadores neuronais de subpopulacdes de células-tronco derivadas da polpa de
dente permanente.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Extraido do arquivo PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO

Riscos:

Para o participante doador da polpa dentaria ndo ha riscos, pois, a obtencdo dos dentes é resultado de
descarte de exodontia recomendada por

cirurgiao dentista. Em relac@o a pesquisa, os riscos sao: acesso dos dados por terceiros ou identificacao dos
participantes, além de constrangimento

por ser abordado para participar da pesquisa. Para minimizar estes riscos. apenas um pesquisador sera
responsavel pela coleta do material e por ter

acesso as informacgdes do participante. Este pesquisador tem experiéncia na abordagem de participantes
para coleta de material biologico,

reduzindo a possibilidade de constrangimento durante a abordagem.

Beneficios:
C Rua | lada Conceicao 1155
Bairro: Prado Velho CEP: 80.215-901
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2103 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucpr.br
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Os beneficios ndo se aplicam diretamente aos participantes da pesquisa.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Extraido do arquivo PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO

Serao coletados dez dentes permanentes (3° molar) de adultos da faixa etaria entre 18 e 25 anos. O estudo
se dara pela caracterizacao das célulastronco

mesenquimais derivadas da polpa de dente permanente pela diferenciacao da populagao total e
subpopulacao em duas linhagens

(adipogénica e osteogénica), pela caracterizagao da populacao total e subpopulagao imunofenotipica para
marcadores de células-tronco

mesenquimais e marcadores neuronais, ensaio de unidade formadora de coldnias — fibroblastéides (CFU-F),
ensaio de proliferacao, analise

cariotipica, teste de microntcleo e RT-PCR para genes especificos do tecido neuronal.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Ver item conclusdes ou pendéncias e lista de inadequacdes

Recomendacoées:

No TCLE, no espaco para assinatura, alterar "sujeito da pesquisa” por "participante da pesquisa”
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Projeto de pesquisa aprovado, pois em consonancia com os ditames éticos e legais das Resolugdes n°s
466/12 e 510/16, ambas do CNS.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugao 466/12, o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) devera receber relatorios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer
tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos,
para conhecimento deste Comité.

Salientamos ainda, a necessidade de relatorio completo ao final do estudo. Eventuais modificacées ou

emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a
parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

| Tipo Documento | Arquivo | Postagem | Autor | Situazo |
Endereco: Rua Imaculada Conceicdo 1155

Bairro: Prado Veiho CEP: 80.215-901

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3271-2103 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucpr.br
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TCLE /Termos de |TCLE_para_maiores_de_18anos_20_04]| 28/04/2022 |Leticia Fracaro Aceito
Assentimento / _2022_v2.pdf 17:27:11
Justificativa de
Folha de Rosto Folha_Rosto_CEP_Leticia_Fracaro_abr | 28/04/2022 |Leticia Fracaro Aceito
2022 pdf 15:05:29
Outros Carta_de_Anuencia_Clinica_M_M_abr_ | 28/04/2022 |Leticia Fracaro Aceito
2022 ijpeq 14:50:19
Projeto Detalhado / |CEP_Projeto_proponente_Leticia_Fraca| 28/04/2022 |Leticia Fracaro Aceito
Brochura ro_sub_abr_2022.pdf 12:20:58
| Investigador
Declaracao do Termo_de_aceite_do_Patrocinador_CN | 28/04/2022 |Leticia Fracaro Aceito
Patrocinador |Pg_Leticia pdf 09:42:30
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

CURITIBA, 16 de Maio de 2022

Assinado por:
Ana Carla Efing
(Coordenador(a))
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