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O "Il SIMPOSIO DE CELULAS-TRONCO E TERAPIA
CELULAR: MEDICINA REGENERATIVA E MATERIAIS
BIOINSPIRADOS" tem como principal objetivo reunir
pesquisadores nacionais das areas de biotecnologia, cultivo de
células-tronco, terapia celular e engenharia de materiais para um
amplo debate cientifico sobre as novas perspectivas da medicina
regenerativa em modelos animais e o0 desenvolvimento de
matrizes bioinspiradas produzidas em associacao com celulas-
tronco e outros tipos celulares, por meio da Bioimpressao 3D.
Dessa forma, favorecer a troca de conhecimento entre
pesquisadores sobre o tema, para o estabelecimento de futuras
parcerias, acordos e pesquisas em animais utilizando células-
tronco e materiais bioimpressos com células.

Busca-se também ampliar a interacdo entre alunos de
graduacao e pos-graduacao no desenvolvimento de pesquisas
na area tematica, possibilitando melhor qualificacao para o
engajamento de alunos em programas de pos-graduacao,
colaborando com o fortalecimento da pesquisa.

Além disso, o evento representa a valorizacdo dos recursos
humanos regionais dedicados a pesquisa com células-tronco e
biomateriais, capacidade cientifica que se destaca na UFPI,
juntamente com os Programas de Pods-Graduacdo em
Tecnologias Aplicadas a Animais de Interesse Regional, em
Biotecnologia - RENORBIO e Sciences, por meio dos
pesquisadores do Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisa
em Células-Tronco, do Laboratério de Materiais Bioinspirados e
do Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avangados.

Nota: A revisao dos artigos € de inteira responsabilidade dos organizadores do
evento
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA MEMBRANA DE QUITOSANA

Brenda Lurian do Nascimento Medeiros, (Discente mestrado, Universidade Federal do
Piaui), Marcio Leonardo de Morais Nobre (Discente de Doutorado, Universidade federal do
Piaui), Maria José dos Santos Soares, Raizza Eveline Escorcio Pinheiro (Professor,
Universidade Federal do Piaui) Dayseanny de Oliveira Bezerra (Orientador, UFPI —
Programa de P6s-Graduacdo em Tecnologias Aplicadas em Animais de Interesse
Regional)

INTRODUCAO

Os biomateriais correspondem a uma fracao consideravel de todos os produtos utilizados na
area da saude, seja ela humana ou animal. Dentre eles, podem ser citados como exemplos, materiais
implantaveis (placas, substitutos 6sseos, valvulas cardiacas, lentes, dentes), dispositivos para a
liberagdo de medicamentos (na forma de filmes, implantes subdérmicos e particulas), 6rgados artificiais
(como pulm@es, pele) e curativos, dentre muitos outros (PIRES e MORAES, 2015).

Recentemente, tem-se buscado por materiais que participem de forma ativa no processo de
recuperacao, atuando no tecido de forma especifica, com estimulos a nivel celular. Desse modo, 0
uso dos biopolimeros na medicina regenerativa tém se popularizado, principalmente em tratamento

de feridas e com a liberagdo controlada de farmacos (GOMES et al., 2013).

Nesse sentido, a quitosana e seu uso na produc¢éo de biomateriais tém sido foco de diversas
pesquisas cientificas, de modo que, o uso de polimeros naturais e sua ampla aplicagao, contribuem
para 0s avancos na producao desses biomateriais, visto que apresentam diversas vantagens de facil
aplicabilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade (MORAES et al., 2013).

A atividade antimicrobiana da quitosana € conhecida contra bactérias gram positivas, gram
negativas e fungos que incluem alguns de alguns fatores como tipo de micro-organismo, o pH do
meio, as caracteristicas estruturais do polimero (massa molecular e grau de acetilacédo), a fonte de
obtencéo da quitosana e a concentracdo de quitosana (HOSSEINNEJAD e JAFARI, 2016).

Objetivou-se por meio deste estudo analisar a atividade antimicrobiana das membranas de

guitosana pura.

METODOLOGIA
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As biomembranas foram produzidas primeiramente pela diluicdo da quitosana em pé em acido
latico em agitagdo por 24 horas seguida da filtragdo em filtro de nylon e de milipore 0,45um, vertida
em placa de Petri e colocada em estufa a 50-C por 24 horas. Apds o processo de 48 horas a
membrana que foi vertida foi neutralizada com Hidréxido de sodio a 5% e colocadas para secagem
em temperatura ambiente por mais 24 horas, totalizando 72 horas. Para a analise microbioldgica das
membranas foram utilizados cinco microorganismos sendo trés bactérias (Staphilococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosas, Eschericha coli) e duas leveduras (Candida albicans e Candida glabrata).

Desse modo, adicionou-se a solugéo salina 0,09% os microorganismos em solu¢des individuais
até a concentracdo de 0,5 (escala de MacFarland). Assim foram homogeneizadas em vortex as
solucdes de Staphilococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas, Eschericha colie e semeados em
placa com agar Mueller Hinton, enquanto as solu¢des de Candida albicans e Candida glabrata foram
semeadas em agar Saboraud. Em capela sob luz ultravioleta, as membranas foram esterelizadas em
ambos os lados por 15 minutos cada. Seguida de fixacdo das membranas cobertas com laminas de
microscopia e evitando o enrugamento da membrana em contato com meio de cultura. As placas
foram incubadas por 24 horas em temperatura de 35+2°C para mensuracao do halo. Para analise da
atividade hemolitica as membranas foram colocadas placas com &gar sangue e incubadas a 35+2°C

por 24 horas.

RESULTADO E DISCUSSAO

O resultado do experimento mostra que ndo houve inibicdo do crescimento das colbnias de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas e Escherichia coli muito embora estudos
recentes relatam que a quitosana apresenta atividade bactericida contra bactérias G+, como
Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, e bactérias G-, como Salmonella typhimurium e
Escherichia coli (HOSSEINNEJAD E JAFARI, 2016; SAHARIAH ET AL, 2016; LI ET AL, 2020).

Figura 1: Membrana de quitosana pura fixada com lamina de microscopia em agar Muller Higton
semeado pelas respectivas bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas e
Escherichia coli em placas individuais.




Da mesma maneira que ndo houve inibicdo do crescimento bacteriano também néo houve
inibicdo de crescimento das Candida albicans e Candida glabrata conforme as respectivas imagens
abaixo, em que é possivel visualizar o crescimento abaixo das membranas. Este fato pode ser
justificado pela intensidade da degradacéo da parede celular da levedura ser dependente do pH do
meio, do pH da quitosana e de sua concentracdo (HOSSEINNEJAD e JAFARI, 2016). A sobreposicao
da lamina de microscopia sobre a membrana de quitosana, poderd ter influenciado na inibicdo dos
fungos cultivados, como pode ser evidenciado no estudo Dionisio et. al (2019) em que a membrana
foi ajustada ao tamanho da lamina de microscopia e houve importante inibicdo de Candida

neoformans.

Figura 2: Membrana de quitosana pura fixada com lamina de microscopia em &agar Sabouraud
semeado pelas respectivas leveduras Candida albicans e Candida glabrata em placas individuais.

Além dos fatores descritos acima pode se destacar como interferéncia na atividade fungicida,
bactericida e bacteriostatica, o grau de acetilizagdo e massa molecular média. Uma vez que, quanto
menor o grau de acetilizagdo da quitosana, maior a atividade antibactericida, podendo dessa forma
no processo de fabricagdo da membrana um alto grau de acetilizagcdo da membrana (MATICA et al,
2019 e MACEDO et al, 2020).

Assim como grau de acetilizagdo, a massa molecular média tem interferéncia diretamente
proporcional a atividade da quitosana, isto €, quanto menor a massa molecular menor sua solubilidade
e consequentemente menor a atividade antimicrobiana do polimero de quitosana (MACEDO et al,

2020) podendo ser justificada pela baixa massa molecular média da membrana.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos por meio dessa pesquisa inferem que a quitosana pura néo inibe o

crescimento microbiano, sendo interessante reavaliar os fatores como grau de acetilizacdo, massa



molecular média, uso de lamina de microscopia sobre a membrana e possibilidade de associar a
membrana de quitosana pura a extrato de planta com atividade antimicrobiana comprovada de

maneira que potencialize sua atividade.

APOIO

Agradeco ao Programa de Apoio e Pesquisa Estruturacdo e Reestruturacao Laboratorial do
INSTITUTO FEDERAL DO PIAUI (PROAGRUPAR/IFPI), em parceria laboratério de microbiologia
veterinaria da UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUL.
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ANALISE DE RISCO DE PACIENTES COM LEUCEMIAS: CONTRIBUICOES AO
ESTUDO DO PROGNOSTICO ONCOLOGICO

Igor Vitor Oliveira da Graga'; lan Jhemes Oliveira Sousa?

Introducao

As leucemias sao um grupo de doencas que compartilham uma patogenia proliferativa em
comum e por ocorrerem dentro dos leitos vasculares. Elas, embora ndo sejam tradicionalmente
consideradas como doencas metastaticas, sdo, na verdade, modelos de disseminacdo metastatica
altamente eficientes. Assim, muitas vezes s8o doencas agressivas e desafiadoras para tratar
(WHITELEY et al., 2021).

Normalmente, a leucemia pode ser de linhagens mieloide ou linfoide e ela é classificada como
de natureza aguda ou crdnica; as leucemias agudas, em especial, ocorrem em células hematogenitoras
pouco diferenciadas e comumente ocorrem em pacientes de todas as idades, sendo potencialmente
fatais rapidamente se nao forem prontamente tratadas (AN; FAN; XU, 2017).

No contexto do mau progndstico desse conjunto de doencas, ressalta-se a importancia do
estudo das particularidades que afetam o prognéstico do paciente para o estadiamento e tratamento
das leucemias(JULIUSSON; HOUGH, 2016).

Neste contexto, este trabalho objetiva avaliar os fatores que possam se relacionar a internagées
e Obitos de leucemias dentro da rede publica de salde brasileira através de um estudo documental
retrospectivo.

Metodologia

Trata-se de um estudo retrospectivo de abordagem analitica, executado nos dados acessados
via lei de acesso a informacgéo (Lei n°® 12.527, sancionada em 18 de novembro de 2011). Os dados
foram obtidos dos registros oficiais de hospitaliza¢des decorrentes de Leucemias no ultimo quinquénio
(agosto de 2017 a agosto de 2022). Os dados foram tratados pelo software Gaph Pad Prism (GaphPad
Software for Science, San Diego CA). Segundo coeficiente de Person e Andlise de Odds Ratio.
Resultados e Discusséo

Os dados obtidos mostram correlagces de Person com alto poder associativo que descrevem
0 comportamento de influéncia etaria em novos casos e 6bitos decorrentes desse conjunto de doengas,
conforme pode-se observar na Figura 1.

Figura 1 — Andlise das rela¢Bes etarias com novas internacdes e 6bitos
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Legenda: Os dados estdo expressos como soma dos casos de todas as regides brasileiras. As curvas
projetadas levam em consideracdo a range de dados em consonéancia com o teste de correlagdo de

Person, significancias foram consideradas para p<0,05. Fonte: Autoria prépria.

A analise de interna¢des no ultimo quinquénio mostra que existe uma tendéncia a correlagao
negativa, (r2=-0,8589) mostrando que um maior nimero de casos de leucemias acomete pessoas mais
jovens (p<0,001) (criancas entre 1 a 4 anos compde a faixa etaria mais expressiva), o conjunto de
faixas etarias de 1 a 12 anos responde por 44,34% dos casos. Os achados sédo corroborados com o
estudo de Brayley et al., (2019), que aponta que a leucemia é o cancer mais comum em criangas com
manifestac6es amplas, desde uma crianc¢a relativamente bem até complicag6es com risco de vida. Em
relacdo aos 6bitos, a correlagdo de person € positiva (r2=0,8566), mostrando que existe uma correlagao
positiva forte entre obitos e idade (p>0,001). Neste contexto, 56,33% dos Obitos sdo de pacientes de

idade a partir dos 50 anos, mesmo esta faixa etaria correspondendo apenas 23,58% dos casos.

Na analise de Odds Ratio entre sexo, os dados séo exibidos na figura 1 abaixo.

Figura 1 — Analise de risco de 6bitos de decorrentes de leucemia versus sexo.
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Legenda: os dados estdo expressos como 0 humero absoluto de pacientes no eixo y do gréfico
seguidos por percentil de total de pacientes internados e 6bitos relativizados, o Odds ratio foi calculado

considerando p<0,05. Fonte: Autoria propria.



Os dados mostram que o sexo masculino tem um discreto, porém significativo maior risco de
Obito por leucemias, o risco varia de 1,086 (1,047 a 1,126) vezes maior para 0 homem em relagéo a
mulher, considerando p<0,05.

Estes achados séo de forma similar corroborados estudos que mostram uma que 0s homens
tendem a possuir expressivamente maiores riscos de varios tipos de canceres que podem estar
associados a sua atividade laboral (MORAES et al., 2017).

Conclusao

Os dados permitem concluir que existem perfis particulares que predispde um mau progndstico
relacionado ao aumento da idade, mesmo apesar de a maioria dos casos ocorrerem em mais jovens,
além disso vale mencionar que o risco de 6bito discretamente maior no sexo masculino também é um
achado a ser levado em consideragdo. Portanto, no que concerne a abordagem e estadiamento
progndstico cabe ao médico interpretar essas possibilidades para humanizar o atendimento durante a

terapia oncoldgica.
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AVALIACAO DO POTENCIAL PROTETOR DO NITRATO, L- VALINA E BIOTINA
NA CITOTOXIDADE DA CISPLATINA EM MODELO DE CULTIVO CELULAR.
Jo&o Victor Silva Aradjo (Discente pos-graduacao - Doutorado, UFPIY), Alexandra de
Siqueira Cajado Liarte (Discente pés-graduacéo - Mestrado, UFPIY), Airton Mendes Conde
Janior (Orientador, Programa de Pos-graduacdo, UFPIY)

Introducéo:

A cisplatina é uma droga citotdxica que danifica 0 DNA, inibindo a mitose e desencadeando a
morte celular (RAUDENSKA et al., 2019). O uso clinico da cisplatina é limitado em decorréncia dos
seus efeitos colaterais graves e dependentes da dose. Os efeitos colaterais mais comuns incluem
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade gastrointestinal, toxicidade hematoldgica, cardiotoxicidade
e hepatotoxicidade. Dessa forma, existe uma busca por substancias naturais com propriedades
anticancerigenas ou capazes de combinadas com quimioterapicos, amenizar esses efeitos danosos
(WROBLEWSKA-LUCZKA et al., 2021).

Diferentes tipos de nutracéuticos estdo sendo estudados para auxiliar nas terapias de varias
doencas neoplésicas, como a curcumina (ABADI et al., 2022), vitamina C (GHAVAMI G. & SARDARI
S. 2020), L-Serina (MONROE et al., 2021), e outros. O modelo de estudo empregando cultivo celular é
utilizado para identificar novos farmacos quimioterapicos, suas associacdes e novas terapias com
substancias amenizadoras dos efeitos colaterais provocados por quimioterapicos. Visto isso, o objetivo
deste trabalho é avaliar o efeito modulador de diferentes nutracéuticos na citotoxicidade da cisplatina
em sistema de cultivo celular.

Metodologia

Foi utilizado o farmaco Citoplax® (Bergamo LTDA, Santo Amaro, SP — Brasil), que tem como
principio ativo a cisplatina na concentracdo de 1mg/ml. Foram investigados a interagédo do farmaco com
3 diferentes tipos de nutracéuticos: L-Valina (Exodo cientifica, Sumaré, SP — Brasil); Biotina e Nitrato
(Merck®). Todos os produtos foram armazenados em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os
nutracéuticos foram solubilizados no momento do experimento, enquanto o Citoplax® foi utilizado em
até 14 dias ap6s preparo.

Culturas de fibroblastos da linhagem L929 (ATCC CCL-1) foram mantidas em estufa 37°C, 5%
CO2 em garrafas de 25 cm? contendo meio RPMI-1640 (INLAB Diagnéstica), suplementado com 10%
de soro fetal bovino e 2mM de GlutaMAX (Gibco™). As culturas foram mantidas até que as células
atingissem confluéncia de 80%, com trocas de meio a cada 2 dias. As células foram tratadas com

! Programa de Pés-graduacdo em Tecnologias Aplicadas a Animais de Interesse Regional — Universidade Federal
do Piaui.



Tripsina 0,25% (Gibco™); contadas e dispersadas em meio para repique, congelamento ou semeio de
placas para experimentacao.

Avaliagéo da citotoxicidade e determinagéo do IC50

Células L929 foram semeadas em placas de 96 pocos na quantidade de 4 x 103 células/poco
em 160uL de meio, incubadas a 370C por 24 a 72 horas. Concentragdes de cisplatina foram
adicionadas aos pocos, sempre no volume de 20uL e novamente incubadas a 37°C por 48 horas. Apos
a interacdo do farmaco com a cultura, 20uL de alamarBlue™ foi adicionado a cada poco (10%
concentracao final) e reincubadas a 37°C por 8 a 12 horas. A leitura de absorbéncia foi realizada em
espectrofotdmetro (LMR FLEX UV-VIS i — Loccus®©, Cotia, SP — Brasil) nos comprimentos de onda de
570 e 630 nm. Como controles do experimento foram utilizados o meio de cultura (branco), meio de
cultura com alamarBlue™ (estado oxidado) e cultura com alamarBlue™ sem farmaco (crescimento
maximo).

Interagdo Farmaco — Nutracéuticos — Células

Os ensaios foram realizados de forma similar aos de determinacdo do IC50. Uma Unica
concentracdo correspondente ao IC50 (3,0pg/ml) e diferentes nutracéuticos diluidos em meio na
concentragcdo de 5pug/mL (concentracdo final no pogo: 0,5ug/mL). Também foram adicionados os
controles: cultura e farmaco (IC50) sem nutracéutico, cultura e nutracéutico sem farmaco.

Andlise estatistica

Todas as variaveis de teste e controle foram avaliadas nas culturas em triplicatas ou
hexaplicatas. Foi realizada uma analise de variancia, sendo adotado por conveniéncia o limite de 10%
de coeficiente de variancia (CV) entre as réplicas. As curvas de viabilidade celular e o valor do IC50
foram determinados a partir da porcentagem de reducédo do alamarBlue™ em relacdo ao controle de
células cultivadas sem o farmaco. Foi utilizado um modelo de regressao sigmoidal conhecido como
“dose-resposta” disponivel no programa MicrocalTM OriginTM, versdao 5.0 (Microcal software Inc,
Northampton, MA, EUA).

Resultados e Discusséo

Os resultados mostraram que o valor médio de IC50 calculado foi de 3,0ug/mL
(aproximadamente 10 pM), da mesma forma, a concentragcdo média de 3,0ug/mL calculada
corresponde a concentragéo inibitdria do crescimento entre 40% e 60% da cultura de células.

Figura 1: Curva de crescimento do cultivo celular em funcéo da concentragéo de cisplatina.

Crescimento relativa do cultivo celular (%)
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A Figura 2 representa o efeito dos nutracéuticos sobre as culturas de células sem e com
farmaco. pode-se observar que, considerando o desvio padrdo dos resultados, as células
suplementadas com valina apresentaram crescimento similar a cultura controle ndo suplementada com
nutracéuticos. Entretanto, aquelas suplementadas com biotina apresentaram crescimento abaixo e com



nitrato apresentaram crescimento acima do observado nas culturas controle. Quando comparado ao
grupo que receberam o nutracéutico e farmaco, observa-se que nitrato e biotina apresentaram
crescimento significativo em relacéo ao controle contendo o farmaco, porém sem suplementacao com
nutracéuticos.

Figura 02. Percentual de Crescimento das culturas sem e com cisplatina (3pug/mL)
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Conclusao

Conclui-se que o0s nutracéuticos estudados apresentaram capacidade de modular o
crescimento celular na presenca de cisplatina, porém a biotina demonstrou essa capacidade
especificamente na presenca, representando um potencial alvo para novos estudos.
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AVALIACAO DO USO DO POLISSACARIDEO ISOLADO DA Amburana
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Materiais, UFPI), Iranildo C. Araujo (Discente do Programa de P6s-graduacao da Rede
RENORBIO, UFPI), José Regilmar T. da Silva (Colaborador, IFPI), Geanderson E. de
Almeida (Discente do curso de Engenharia de Materiais, UFPI), Felipe Barbosa Marques
(Discente do Curso de Quimica, UFPI), Carla Eiras (Programa de P6s-graduacao da Rede
RENORBIO, UFPI) e Livio César C. Nunes (Orientador, Programa de Pos-graduacdo em
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Introducéo

Atualmente as nanoparticulas de ouro (AuNp) apresentam um consideravel destaque no que se
refere as aplicagbes em &reas bioldgicas e, principalmente médicas, tais como (bios)sensores, entrega
controlada de drogas ou ainda na construcao de novos modelos moleculares, as quais referem-se as
suas propriedades fisicas e quimicas exclusivamente dependentes de suas forma e tamanho.
Diferentes substancias podem ser incorporadas ou empregadas na modificagdo da superficie das
AuNPs atribuindo a estas, maiores especificidade e aumentando ainda mais sua gama de aplica¢cbes
(CHIANG E NICOL, 2022, CHAVEZ SANDOVAL, et a. 2021).

Substancias naturais capazes de reduzir e estabilizar nanoparticulas de ouro, sdo promissoras as
aplicagbes biomédicas, quando estas também apresentam baixa ou nenhuma toxicidade. Neste estudo,
€ sugerida uma rota sintese para as AuNPs as quais serdo reduzidas e estabilizadas pelo
polissacarideo isolado do exsudato vegetal da Amburana cearensis (GAmb), sendo apresentadas a
caracterizagdo das suspensodes coloidais obtidas (UV-Vis, DLS), a caracterizagdo quimica e estrutural
do biopolimero isolado (FT-IR, RMN 3C e 'H) bem como o ensaio hemolitico a fim de avaliar a
biocompatibilidade da matriz polissacaridica.

Metodologia

O polissacarideo isolado a partir da metodologia proposta por Costa, Rodrigues e De Paula (1996),
com adaptacdo para o meio alcalino (pH 10), foi caracterizado por FT-IR usando equipamento da
Perkin-Elmer, FT-IR Spectrum 1000, onde as medidas foram realizadas em & partir de pastilhas de KBr
com grau de pureza analitico (P.A), enquanto a caracterizacdo espectroscépica foi realizada por

ressonancia magnética nuclear (RMN) empregando um espectrdmetro Bruker Avance DRX 500 a 70



°C. O ensaio de atividade hemolitica da GAmb foi realizado com eritrécitos humanos segundo
Quelemes, et al. (2017). As sinteses das nanoparticulas de ouro foram preparadas a partir do método
de Turkevich descrito por Melo Jr. e colaboradores (2012). As suspensfes coloidais obtidas foram
nomeadas de AuNPs/Cit, AuNPs/GAmb e AuNPs/GAmbic (pH 10). A caracterizacdo das
nanoparticulas foi realizada pelas técnicas de espectroscopia no UV-Vis e Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS).
Resultados e Discusséo

A partir dos espectros de FT-IR foram registrados os picos caracteristicos de um polissacarideo,
como por exemplo, em 1035 cm! (C-O), 1050 cm! (C-O-C) e 1075 cm-! (carbonos anoméricos). Ja a
partir da ressonancia magnética nuclear de 13C e 'H foram observados os deslocamentos quimicos em
106,0 e 112,0 & (ppm) e atribuidos aos carbonos anoméricos (C1) das unidades B-D-galactopiranose
e a-L-arabinofuranose respectivamente. A partir destes resultados inferiu-se que o polissacarideo
isolado da Amburana pertence a classe das arabinogalactanas do tipo 2, por apresentar em sua cadeia
principal, unidades de -D-galactopiranose (1—3,6) ligadas e ramifica¢des laterais com terminais néo
redutoras de a-L-arabinofuranose (1—3,5) ligadas (CARPITA, GIBEAUT, 1993). Quanto ao ensaio de
hemdélise da GAmb isolada, este mostrou boa biocompatibilidade até mesmo na méxima concentracéo
empregada do polissacarideo em estudo (£ 2.000 yg/mL), pois ndo promoveu hemdlise em eritrocitos
humanos (modelo celular estudado) (Figura 1).

Figura 1. Ensaio hemolitico para biocompatibilidade da GAmb.
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No que se refere as AUNPs, estas foram caracterizadas por espectroscopia ho UV-Vis (Figura 1)
e Espalhamento de Luz Dindmico (DLS). Os resultados para a suspensédo coloidal de AuNPs/Cit
mostraram a absor¢cdo maxima em 520 nm enquanto o tamanho médio de particulas foi de 27 nm e o
potencial Zeta (PZ) de -47 mV. Ja as sinteses onde a GAmb foi empregada como agente redutor e
estabilizante das AuNPs o tamanho das AuNPs/GAmb foi elevado para 72 nm, enquanto a absorcéo
méaxima no UV-Vis foi de 529 nm. No entanto, a sintese das AuNPs realizada em meio alcalino (pH 10),
AuNPs/GAmbio, apresentaram uma reducdo de tamanho (57 nm) quando comparadas as
AuNPs/GAmb e absor¢do maxima de 520 nm no UV-Vis, assim como as AuNPs/Cit. Possivelmente, a
a quebra das cadeias do polissacarideo, em estrutura menores, favorecida pela hidrélise alcalina e
elevadas temperaturas da sintese causou um maior disponibilidade dos grupos funcionais ao sistema

AuNPs/GAmbio proporcionando uma redugdo no tamanho das nanoparticulas e uma maior



estabilidade, confirmadas por seus elevados valores em moédulo dos potenciais Zeta: AUNPs/GAmb (28
mV) e AUNPs/GAmbio (38 mV).

Figura 01: Espectros de UV-Visivel das AuNPs
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Concluséo

A GAmb um arabinogalactano do tipo 2, demonstrou boa biocompatibilidade com o modelo celular
estudado apresentando-se atoxica, resultados estes melhores que a goma do cajueiro. Ja nas sinteses
das nanoparticulas de ouro, a GAmb mostrou-se capaz de atuar tanto como agente redutor e
estabilizante, isso devido a presenca de grupos funcionais redutores presentes na estrutura do
polissacarideo. Diante das caracteristicas apresentadas pela goma da Amburana cearensis, pode-se

inferir que a mesma tem potencial para aplicagdes na medicina.

Apoio
BIOTEC-UFDPAR, MATSENS-UFPI, UFC, UFPI, CNPq
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AVANCOS DA BIOIMPRESSAO 3D PARA A MEDICINA REGENERATIVA

André Cardoso Tavares (Discente de graduagdo em Biomedicina, Centro Universitario
Unifacid Wyden?), Francisca Kaline Ferreira Pereira (Discente de graduagdo em
Biomedicina, Centro Universitario Unifacid Wyden) Beatriz Lemos da Silva Loureiro
(Discente de graduagédo em Biomedicina, Centro Universitario Unifacid Wyden, Evelle
Rodrigues Sousa (Discente de graduacdo em Biomedicina, Centro Universitario Unifacid
Wyden), Francisca Louenny Alves Cardoso (Biomédica, Universidade Federal do Piaui)

INTRODUCAO

Casos crescentes de escassez de 6rgdos e de doadores em todo o mundo sédo lembretes
alarmantes da necessidade de alternativas aos tecidos de aloenxerto. Nas Ultimas trés décadas, os
esforcos de pesquisa no campo da medicina regenerativa e engenharia de tecidos continuam a abordar
a necessidade ndo atendida de tecidos e 6rgdos artificiais para transplante. O trabalho no campo
evoluiu para criar o que consideramos um novo campo, a Engenharia Regenerativa, definida como a
convergéncia da ciéncia de materiais avancados, ciéncia de células-tronco, fisica, biologia do
desenvolvimento e tradugéo clinica para a regeneracao de tecidos e sistemas de 6rgdos complexos
(MATAI et al., 2020).

Diferentes células e biomateriais podem ser bioimpressos em produtos para medicina
regenerativa e engenharia de tecidos. A bioimpressdo (bioimprinting) pode ser definida como a
utilizacdo de células e outros produtos biol6gicos na impressédo por empilhamento para a montagem de
tecidos e érgaos a partir da deposi¢do de camadas auxiliada por computador, podendo ser utilizada na
medicina regenerativa, em estudos farmacocinéticos bem como em outros estudos biolégicos. Essa
recente tecnologia pode ser classificada de acordo com o seu principio de funcionamento sendo:
bioimpresséo baseada em um jato de tinta, de extruséo e a impress@o em laser. As vantagens incluem
controle preciso da distribuicdo de células, deposicao de células de alta resolucdo, escalabilidade e
custo-beneficio. Por essas razdes, o desenvolvimento e as aplicacdes subsequentes da bioimpressao
aumentaram muito nos ultimos cinco anos (SANTOS, MAZZEO, 2021).

A medicina regenerativa e a engenharia de tecidos tém oferecido oportunidades para resolver

este problema. Existe uma necessidade de equilibrio entre a recuperacéo estrutural do tecido ou 6rgao
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versus a recuperacdo funcional, além de desafios no processo de desenvolvimento de tecidos
funcionais complexos, como o sistema de vascularizagdo, necessario para que 0 processo de
crescimento tecidual se desenvolva. No entanto, a maior limitacdo para o uso da terapia utilizando-se
a impressora de células, 6rgdos e tecidos em 3D é a falta de protocolos unificados com metodologias
reprodutiveis e detalhadas; com o objetivo de viabilizar a utilizacdo da impressora e a impresséo de
células, 6rgaos e tecidos em 3D (CUl et al., 2017).

DESENVOLVIMENTO

A engenharia de tecidos surgiu como uma solugcdo promissora para a demanda néo atendida
de tecidos e Orgdos para medicina regenerativa e pesquisa farmacéutica (ZHANG et al., 2016).
Acredita-se que a bicimpresséo 3D oferece versatilidade e capacidade sem precedentes para fornecer
células e biomateriais com controle preciso sobre distribuicdes espaciais. Como resultado, é possivel
recriar construcdes projetadas com recursos precisos, detalhados ou até personalizados que imitam a
forma, estrutura, arquitetura e, portanto, a funcdo de direcionar tecidos e 6rgdo (MUTREJA et al., 2015).

Bioimpresséo tridimensional (3D) pode ser definida como uma metodologia de amplo potencial
na engenharia de tecidos, a qual visa a rapida e precisa construcdo de estruturas tridimensionais vivas
e funcionais, por meio da sobreposicdo, em camadas de células vivas, andaimes (scaffolds) compostos
de biomateriais e moléculas seguindo um padrédo pré-determinado. A microestrutura formada tende a
apresentar uma heterogeneidade tecidual apropriada, no que se refere a distribuicdo celular,
propriedades bioguimicas e biofisicas, o que favorecem os processos celulares de proliferagéo,
migracao e producao das proteinas da matriz extracelular (SANTOS, MAZZEO, 2021).

Os avancgos recentes tém permitido a impressdo 3D de materiais biocompativeis, células e
componentes de suporte para tecidos vivos funcionais. A bioimpressdo 3D estd sendo aplicada a
medicina regenerativa com o intuito de produzir tecidos e 6rgdos adequados para transplante, tendo
como diferencial da impressao ndo biolégica uma série de complexidades adicionais, tais como a
selecdo de materiais, tipos celulares, fatores de crescimento e diferenciacdo, além dos desafios
técnicos relacionados com a sensibilidade das células vivas e a construcdo de tecidos (MURPHY;
ATALA 2014).

Além de regeneracé@o de tecidos danificados in vivo que estdo além da capacidade de
autorreparagdo no sentido convencional, também € possivel através desta tecnologia construgédo de
tecidos in vitro, modelos para entender comportamentos celulares e realizar triagem de drogas usando
plataformas microfluidicas de érgdos em um chip, entre muitos outros. Dessa forma, a bioimpresséo
3D mostra-se como uma ferramenta para a geragdo de tecidos e 6rgdos de estrutura e fungfes
complexas para aplicacdo em transplantes (MATAI et al., 2020).

E importante lembrar que a angiogénese e vasculogénese sdo processos de fundamental
importancia para que ocorram o crescimento e desenvolvimento dos 6rgdos, podendo ser considerados
fatores primordiais para a neoformacado de tecidos funcionais. O uso da tecnologia na producéo de
novas células pode ocorrer estabilidade de células pds-fabricacdo é uma limitacdo corrente em
impressdes 3D devido a auséncia de células progenitoras, sinalizacdo fisica e difusdo generalizada
(KOLESKY et al., 2014).



Apesar de intenso progresso, sendo a engenharia tecidual um campo de pesquisa promissor,
hé& ainda desafios no processo de desenvolvimento de tecidos funcionais complexos, como o sistema
de vascularizagdo, necessario para que o processo de crescimento tecidual se desenvolva. Para
enfrentar esse desafio, uma abordagem multidisciplinar tem sido empregada. Ferramentas
moleculares, computacionais, matematicas e estatisticas vém sendo utilizadas, visando obter melhor
compreensao de processos celulares em seus diferentes niveis - fundamentos estes, muito importantes
para a area da bioimpressdo3D (DERNOWSEK et al., 2017).

CONSIDERACOES FINAIS

A bioimpresséo 3D é uma tecnologia inovadora com grande potencial na medicina, capaz de
organizar precisamente e automaticamente células, biomoléculas indutoras e materiais (biomateriais,
materiais sintéticos biocompativeis e/ou biodegradaveis). Entretanto, muitos desafios precisam ser
analisados e interpretados com cuidado para avancar de forma benigna e funcional.
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COMPARATIVOS DE DIFERENTES NUTRACEUTICOS NA CITOTOXICIDADE DA
CISPLATINA EM SISTEMA DE CULTIVO CELULAR
Alexandra de Siqueira Cajado Liarte (Discente de pos-graduaco - Mestrado, UFPIY),
Clarisse Maria Barbosa Fonseca (Discente de pds-graduacgéo - Doutorado, UFPIY),
Guilherme Thierre Lemos de Oliveira (Discente de graduacgédo, UFPI?), Silvane Maria
Fonseca Murta (Docente de pos-graduacéo, Instituto René Rachou, FIOCRUZ?), Airton
Mendes Conde Junior (Orientador, Programa de Pés-Graduacédo, UFPIY)

INTRODUCAO

O cultivo celular é um modelo utilizado para identificar novos farmacos, suas associacdes e
terapias amenizadoras de efeitos colaterais (ALVES, GUIMARAES, 2010). Pesquisas demonstram o
papel dos nutracéuticos como mitigadores da acdo danosa de quimioteripicos e o potencial da
pesquisa em modelos de cultura de células como alternativa rapida e pratica na triagem de novas
substancias (ALVES, GUIMARAES, 2010). Por isso, objetivou-se avaliar o efeito modulador da L-

Isoleucina, L-Leucina e L-Lisina na citotoxicidade da cisplatina em sistema de cultivo celular.

METODOLOGIA

Farmacos e nutracéuticos: Utilizou-se o antineoplasico Citoplax® na concentragdo de 1mg/ml
(gentiimente cedido pela Dra. Cristiane Reis — Oncocenter®, Teresina, Pl — Brasil). Foi investigada a
interacdo do farmaco com 3 diferentes tipos de nutracéuticos: L-Leucina (Dindmica quimica
contemporénea LTDA, S&o Paulo, SP — Brasil); L-Isoleucina e L-Lisina (Merck©). Todos os produtos
foram armazenados em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os nutracéuticos foram solubilizados
no momento do experimento, enquanto o Citoplax® foi utilizado em até 14 dias apds preparo.

Cultura de células: Fibroblastos da linhagem L929 (ATCC CCL-1) foram mantidos em estufa
37°C, 5% CO2 em garrafas de 25 cm2 contendo meio RPMI-1640 (INLAB Diagnéstica), suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 2mM de GlutaMAX (Gibco™). As culturas foram mantidas até que as
células atingissem confluéncia de 80%, com trocas de meio a cada 2 dias. As células foram tratadas
com Tripsina 0,25% (Gibco™), contadas e dispersas em meio para repique, congelamento ou semeio
de placas para experimentacéo.

Avaliacao da citotoxicidade e interagcao farmaco-nutracéutico: Células L929 foram semeadas

em placas de 96 pocos na quantidade de 4 x 102 células/pogo em 160uL de meio, incubadas a 37°C
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por 24 a 72 horas. Concentracdes de cisplatina foram adicionadas aos po¢os, sempre no volume de
20uL e novamente incubadas a 37°C por 48 horas. Apds a interagao do farmaco com a cultura, 20uL
de alamarBlue™ foi adicionado a cada poc¢o (10% concentracao final) e reincubadas a 37°C por 8 a 12
horas. A leitura de absorbéncia foi realizada em espectrofotébmetro (LMR FLEX UV-VIS i — Loccus®©,
Cotia, SP — Brasil) nos comprimentos de onda de 570 e 630 nm. Como controles do experimento foram
utilizados o meio de cultura (branco), meio de cultura com alamarBlue™ (estado oxidado) e cultura com
alamarBlue™ sem farmaco (crescimento maximo). Os ensaios de interacdo farmaco-nutracéutico foram
realizados de forma similar aos de determinacéo do IC50, porém foram adicionados aos pogos uma
Unica concentracdo correspondente ao IC50 e diferentes nutracéuticos diluidos em meio na
concentracao de 5ug/mL (concentragdo final no pogo: 0,5ug/mL). Também foram incluidos os controles:
cultura e farmaco (IC50) sem nutracéutico, cultura e nutracéutico sem farmaco.

Analise estatistica: Todas as variaveis de teste e controle foram avaliadas nas culturas em
triplicatas ou hexaplicatas. Dessa forma, numa primeira etapa foi realizada uma analise de variancia,
sendo adotado por conveniéncia o limite de 10% de coeficiente de variancia (CV) entre as réplicas. Foi
utilizado um modelo de regressao sigmoidal conhecido como “dose-resposta” (Decuypere et al.,2005;
Seifert & Croft, 2006) disponivel no programa Microcal™ Origin™, verséo 5.0 (Microcal software Inc,
Northampton, MA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

E esperado que a interac&o cisplatina-nutracéuticos seja dose-dependente, dessa forma para
avaliar o efeito modulador dos nutracéuticos na citotoxicidade da cisplatina foi necessario, inicialmente,
determinar o IC50 do farmaco considerando o modelo experimental selecionado. O valor médio de IC50
calculado foi de 3,0pug/mL (aproximadamente 10 pM). A partir da determinacg&o do IC50 investigou-se
a modulacéo do crescimento celular por trés nutracéuticos aminoacidos, L-Leucina, L-Isoleucina e L-
Lisina, na presenca de cisplatina. Essa modulacéo € chave para estudos de estratégias terapéuticas
amenizadoras dos efeitos colaterais da quimioterapia, pois € uma estratégia rapida, barata e eficiente
na triagem de potenciais compostos. O efeito dos nutracéuticos sobre as culturas de células sem
farmaco demonstrou que as suplementagfes com L-Leucina e L-Lisina apresentaram crescimento
similar a cultura controle sem nutracéuticos, enquanto a com L-Isoleucina teve crescimento abaixo.
Tendo como referéncia a concentragdo de nutracéuticos no meio de cultura RPMI-1640, a
suplementagéo na dose 0,5 pg/ml representa um incremento de 10 a 100 vezes na concentragéo usual
dos aminoacidos. Logo, esses resultados sugerem que os valores de concentracdo sdo seguros para
propostas de triagem, onde a avaliacé@o inicial do efeito é realizada com doses altas do produto em
teste.

Na avaliacéo do crescimento das culturas suplementadas com nutracéuticos em meio contendo
cisplatina, apenas a L-Leucina apresentou crescimento significativo em relacdo ao controle contendo o
farmaco sem suplementagédo. Entre os demais nutracéuticos, néo foi observado efeito sinérgico com a
cisplatina, uma vez que o crescimento celular esta na faixa de variagéo do cultivo contendo apenas o

farmaco. Curiosamente, o aminoacido L-Leucina, que apresentou na auséncia de cisplatina um



crescimento celular similar ao controle positivo, nas culturas contendo cisplatina apresentou
crescimento significativamente superior ao cultivo sem farmaco.

A leucina é um aminoacido essencial de cadeia ramificada comumente encontrado como
componente da nutricdo parenteral total. Ela ajuda na regulagéo dos niveis de aglcar no sangue, no
crescimento e reparo do tecido muscular (como 0ssos, pele e musculos), na producao do hormédnio do
crescimento, na cicatrizacao de feridas e na regulacédo da energia. Pode ajudar a prevenir a quebra de
proteinas musculares que as vezes ocorrem apds trauma ou estresse severo (WISHART et al., 2017).
Além disso, vem sendo investigada por seu importante papel na sinalizagdo celular, influéncias
regulatdrias no metabolismo de proteinas e carboidratos, biogénese dos ribossomos e na expresséo

génica.

CONCLUSAO

Dos trés nutracéuticos avaliados, a L-Leucina apresentou capacidade de modular o
crescimento celular na presenca de cisplatina, estimulando-o. Neste trabalho, o modelo experimental
para triagem de nutracéuticos amenizadores dos efeitos colaterais da quimioterapia com cisplatina,
utilizando o sistema de cultivo de células, foi aplicavel e apresentou resultados importantes. Novas

pesquisas precisam ser realizadas para aplica¢des in vivo.
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EFEITOS DA BROMELINA COMO ACAO ANTI-INFLAMATORIA NA
OSTEOARTRITE

Cristina Cardoso da Silva (Discente pos-graduacéo - doutorado, Universidade Federal do
Piaui'), Cristiane Maria Sousa de Vasconcelos (Discente graduacéo, Universidade Estadual
do Piaui?), Francisco da Chagas Alves Lima (Orientador, Programa de P6s-graduacao em
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Introducéo:

Bromelina é uma importante enzima proteolitica disponivel comercialmente, obtida do fruto ou
caule do abacaxi. Estudos realizados em laboratério e em animais mostram que a bromelina tem uma
variedade de efeitos fibrinoliticos, antiedematosos, antitromboticos e anti-inflamatorios. Inimeras
vantagens terapéuticas da bromelina incluem desbridamento de feridas, melhor absorcao do farmaco,

e 0 manejo de sinusite, bronquite, angina pectoris, trauma cirargico e tromboflebite.

Além disso, trata véarias condi¢des cardiovasculares, diarreia e osteoartrite. Devido a sua baixa
toxicidade, alta eficiéncia, alta biodisponibilidade e relativa simplicidade de aquisi¢cdo, € objeto de
inesgotavel interesse dos cientistas. Sua utilizacdo € comum na dor em seres humanos para inflamacéo
aguda e lesdes esportivas. A osteoartrite (OA) é a doencga articular mais comum, afetando cerca de 240
milhGes de pessoas em todo o mundo, incluindo uma estimativa de mais de 32 milhdes nos EUA. E a
causa mais frequente de limitacdo de atividade em adultos. Essa doenca pode envolver qualquer

articulacéo, mas geralmente afeta as méos, joelhos, quadris e pés.

Caracteriza-se por alteragfes patoldgicas na cartilagem, osso, sindvia, ligamento, mdsculo e
gordura periarticular, levando a disfuncao articular, dor, rigidez, limitacdo funcional e perda de
atividades, como caminhar e dancar. Os fatores de risco incluem idade (33% dos individuos com mais

de 75 anos tém OA de joelho sintomatica e radiogréfica), sexo feminino, obesidade, genética e lesédo

1 Rede Nordeste de Biotecnologia - Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia-Doutorado, Universidade
Federal do Piaui.



articular importante. Os primeiros estudos sobre a bromelina foram uma série de relatos de 28

pacientes, com quadros de osteoartrite moderada ou grave.

Os resultados indicaram que o uso de bromelina, em doses variadas e de duracéo diferentes,
tiveram efeitos clinicos positivos em 18 pacientes (medidos pela avaliacdo da reducao do inchaco dos
tecidos, dor e / ou rigidez das articulacbes). Estes dados proporcionaram base para a avaliacédo
adicional da bromelina nos transtornos musculoesqueléticos, mostrando um efeito significativo da
bromelina na reducéo dos sintomas de dor aguda leve no joelho com menos de 3 meses de duracéo e
na melhoria do bem-estar em 77 adultos saudaveis. Objetiva-se verificar os efeitos da bromelina como

acao anti-inflamatéria na osteoartrite.
Materiais e Métodos:

Esse trabalho foi elaborado a partir de uma revisao integrativa da literatura nas bases de dados
Scientific Eletrdnic Library Online (Scielo), Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (Lilacs) e National Library of Medicine (Pubmed), no periodo de novembro de 2021 a agosto de
2022. Para a coleta dos artigos foram utilizados os Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) e
utilizado o operador boleano “AND”, as palavras-chave utilizadas foram “bromelina” e “osteoartrite” e
suas correspondentes em inglés, “bromelain” e “osteoarthritis”. Os critérios de inclusao foram: texto
completo disponivel, no idioma portugués e inglés, publicados entre os anos de 2011 e 2022, e os de
exclusdo: artigos publicados em forma de revisédo bibliografica e os que se encontravam disponiveis

somente em resumo.
Resultados e discussao:

Na busca eletrdnica, foram selecionados 32 artigos em trés bases de dados: Scielo (n=0), Lilacs
(n=21) e Pubmed (n= 11). Ao analisar titulos, aplicar critérios de inclusdo e excluséo, apenas 04
estudos foram escolhidos para a discussdo. Uma vez que a combinacdo de drogas é amplamente
utilizada para tratar doencas inflamatorias cronicas, uma estratégia semelhante de projetar produtos

naturais derivados de plantas para reduzir a inflamacé&o nas articulacdes da OA pode ser de interesse.

A combinacao de trés compostos vegetais, a saber, curcumina, bromelaina e harpagophytum,
tém efeitos anti-inflamatérios e anti-catabdlicos nas células sinoviais e podem, assim, reduzir a
progressédo da OA e a dor relacionada. A bromelina melhorou a degradacao da matriz cartilaginosa em
modelo de explante de cartilagem suina inflamada e atenuou o processo inflamatério em fibroblastos
sinoviais. As evidéncias deste estudo apoiaram e explicaram os efeitos anti-inflamatérios e analgésicos

da bromelina na artrite em modelos animais e estudos clinicos.

Em outra pesquisa foram avaliados 49 pacientes que tomaram um suplemento a base de
Boswellia serrata e bromelina por um periodo entre 1 e 6 meses e constatou-se que o consumo diario
de uma formulacdo de suplemento alimentar gastrorresistente contendo essa combinacdo poderia
melhorar a qualidade de vida de pacientes que sofrem de vérias formas de OA. A partir deste estudo

piloto, surge que o uso da formulacdo gastrorresistente contendo a combinacdo de suplementos de



Boswellia serrata e bromelina pode representar uma ferramenta ndo farmacolégica valiosa para

melhorar a qualidade de vida em pacientes com OA.

Analisou-se a relevancia clinica da eficacia de um complexo comercializado de 3 extratos de
plantas - Garra do diabo (Harpagophytum procumbens), circuma (Curcuma longa) e bromelina (AINAT,
650 mg) — para o tratamento em 42 pacientes que sofriam de dores agudas ou cronicas, degenerativas
na coluna ou nas articulacdes, e considerou-se que a melhora da dor nas articulagdes foi clinicamente
acentuada em pacientes tratados com duas cépsulas de 650 mg de AINAT para dor aguda e crénica
da OA.

Avaliando seu excelente perfil de tolerancia, o complexo testado de 3 extratos de plantas com
propriedades anti-inflamatérias pode ser uma alternativa valiosa e segura aos anti-inflamatérios nao

hormonais (AINEs) em pacientes que sofrem de doencas articulares degenerativas.
Concluséo:

A bromelina é uma biomolécula de grande interesse industrial farmacéutica; no entanto,
existem varias areas a serem exploradas em termos de sua purificacéo, estabilizacdo e compreensao
adequada do mecanismo de acao, para que as variadas a¢fes atividades da bromelina possam ser
aplicadas de forma eficiente. Os artigos selecionados para compor esta revisdo demonstraram que a
bromelina foi reconhecida como um tipo seguro e bem-sucedido agente terapéutico e estd sendo
utilizada por individuos em todo o mundo para diversas doencas, como a osteoartrite. Foi possivel
verificar que varios estudos in vivo foram realizados sobre a atividade anti-inflamatéria da bromelina,

mas o mecanismo real do efeito anti-inflamatério ndo esta totalmente estabelecido.
Palavras-chave: Bromelina. Anti-inflamatoério. Osteoartrite.
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Expressado imunohistoquimica de marcador de células-tronco tumoral em
Adenocarcinoma Ductal Pancreatico e sua correlagdo com marcadores de

proliferacéo e apoptose celular

Raimundo José Cunha Araujo Junior (Professor de cirurgia Medicina HU-UFPI), Raimundo
Gerdnimo da Silva Junior (Professor de patologia Medicina/UFPI), Bruna Benigna Sales
Armstrong (Discente medicina, UFPI), Napoledo Martins Argblo Neto (Coordenador geral do
NUPCelt/UFPI), Maria Acelina Martins de Carvalho (NUPCelt/UFPI)

INTRODUCAO:

O adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) representa 90% dos casos de neoplasia maligna
do pancreas em humanos e quarta colocagéo, estimando-se progresséo para o segundo lugar dentre
as causas de 6bitos oncolégicos até 2030, em virtude da ocorréncia precoce de metédstases e da
resposta insatisfatéria aos protocolos quimio e radioterdpicos atuais (TORRES, 2019).

As células-tronco cancerigenas pancreéticas (CSCs) podem ser responséveis pelos processos
de iniciacdo, crescimento, disseminacao e resisténcia do PDAC e, embora pesquisas contemporéaneas
descrevam essas caracteristicas in vitro de CSCs CD44+/CD133+, esta hip6tese ainda ndo foi
confirmada e o impacto da heterogeneidade das células cancerigenas tanto no desenvolvimento da
doencga neoplasica, quanto na terapia ndo foi totalmente investigado (ZHAO et al., 2017). E a relacéo
das CSCs com outras linhagens tronco multipotentes, como as células-tronco mesenquimais (MSC),
nao foi igualmente compreendida. Diante desse contexto, este estudo objetiva comparar a expressao
de marcador imunohistoquimico especifico para CSCs, apoptose e proliferacéo celular em tecidos

pancreéticos neoplasicos.

METODOLOGIA:

Foi avaliada a expressao de marcador de CSCs em tecido neoplasico de espécimes obtidos a
partir de blocos de parafina de tumores PDAC operados no Hospital Universitario (HU) da Universidade
Federal do Piaui (UFPI), em um periodo de 2018 a 2020. O estudo foi realizado ap6s aprovacao pelo
Comité de Etica e Pesquisa do HU-UFPI.

A marcagdo imuno-histoquimica para os marcadores CD44, Ki-67 e BCL2 foi feita em laminas
de tecido tumoral. Foram escolhidos 5 campos com aumento de 200x e estabelecido um escore de
expressdo de CD44: um para <25% das células, dois para 26 a 50% das células, e trés quando > 50%.
Foi realizada uma avaliagao de intensidade de coloragéo: zero a um para baixa, dois para média e trés
para alta intensidade, sendo posteriormente estabelecido o Immuno Reactive Score (IRS). Para os
marcadores Ki67 e BCI2 foi utilizado o software J-Image® para célculo do percentual de expressao.

As andlises estatisticas foram processadas no programa Stata® versdo 14. A correlagdo entre
a expressdo de marcadores de CSCs em tecido neoplasico com as variaveis independentes foi
examinada a partir do teste de correlacdo de Spearman. Foram aceitos como estatisticamente

significativos os testes com valor de p < 0,05.



RESULTADOS E DISCUSSAO:

Selecionou-se 53 prontuarios de paciente submetidos a duodenopancreatectomias para
neoplasia maligna, dos quais 10 tinham resultados histopatolégicos de adenocarcinoma ductal.
Somente foi possivel a obtencdo das informacdes adequadas de 7 desses, sendo: 42,8% do sexo
feminino e 57,7 do sexo masculino. A média de idade foi de 67,8 anos (DP: 6,7), mediana de 70 anos,
minimo de 56 e maximo de 76 anos.

Dos sete pacientes, 4 apresentaram IRS 9 e um paciente apresentou IRS 3 para CD44,
coincidindo com elevada expressédo do Ki67. Ndo houve expressdo de BCL-2 em nenhuma das
amostras. Resultados mostraram forte correlacdo negativa estatisticamente significativa do CD44 com
as margens do tumor e forte correlagdo positiva com bilirrubina indireta.

Para o Ki67, observou-se forte correlacdo negativa estatisticamente significativa com nivel de
ureia e ndo estatisticamente significativa com a creatinina, além de forte correlagdo positiva
estatisticamente significativa com AST e ALT. Houve expressédo elevada na maioria das amostras para
CD44 e Ki67, enquanto BCI2 foi negativa em todas as amostras examinadas.

A importancia das células tronco no desenvolvimento de um cancer é baseada em trés
caracteristicas fundamentais: vida longa dentro dos tecidos, capacidade de acumularem multiplas
mutagdes transformadoras e auto renovacao em células com idénticos potencial de diferenciacéo e de
proliferagdo (OLEMPSKA, 2007).

A primeira descricdo de CSC pancreaticas € de 2007 (LI, 2007). Desde entéo j& se descreveu:
a possivel identificagdo das CSCs por varios marcadores tumorais, incluindo CD44; a coparticipagédo
das CSC com outros componentes, celulares ou ndo, na construcdo do microambiente tumoral, células
pancreaticas estreladas, além de fibroblastos e macrofagos associados ao cancer. E por fim,
perspectivas e potencial terapéutico no PDAC a partir do conceito sobre as CSC (Di CARLO, BRANDI
e CECCONI, 2018). Em 2019 foi demonstrado em um detalhado estudo que a isoforma CD44v6, afeta
a transcricdo, translocacgéo e a sinalizacao celular do cancer pancreatico. Através da modificacdo da
composicao exossomal e sua liberacdo, em associacdo com tetraspanina Tspan8, integrinas e
proteases, exercendo assim um papel importante na biogénese de vesiculas pré-metastaticas (SUN et
al. 2019). Em estudo imuno-histoquimico é interessante se seguir dois aspectos: campo escolhidos
para avaliacdo e escore de avaliagdo da express@o do marcador. Outro ponto a ser considerado é a
interpretacdo pessoal do examinador. Assim a escolha de correlacionar marcadores de proliferacéo e
apoptose dar maior evidéncia a importancia de um marcador de célula tronco tumoral. O marcador Ki-
67 é uma proteina nuclear expressa em células em proliferagdo, a qual apresentou significancia
estatistica em relacdo a progressao da doenca em diversos estudos: TEMRAZ et. al (2019) relata que
para cada 1% de aumento de unidade no Ki-67, o risco de progressao sera 3% maior. A familia BCL-
2, por sua vez, regula a apoptose mitocondrial celular: as proteinas anti-apoptoticas BCL-2 atuam sob
efetores pro-apoptéticos BAX e BAK, de maneira que sua sinalizacdo anormal estd associada ao
desenvolvimento de diversos tipos de cancer, bem como ao processo de quimiorresisténcia (Wang et
al, 2021). A expresséo elevada de CD44 e Ki67, na maioria das amostras sdo condizentes com a
literatura (GZIL, 2019), e mostram elevada proliferacéo celular em CSCs CD44 positivas. A expressao

de Bcl-2 negativa em todas as amostras examinadas sugere haver auséncia de apoptose no material



avaliado. A metodologia adotada no presente estudo para avaliacdo da correlacdo de expresséo de
CSCs com a proliferacéo celular (Ki67) e a apoptose (Bcl-2) apresenta limitacdes. Dentre elas, o uso
de um Unico marcador, bem como o reduzido tamanho da amostra, dificultando extrapolagédo dos
resultados.
CONCLUSAO:

O presente estudo demonstra a alta expressdao CD44 em PDAC, associada a uma elevada

proliferacéo celular (Ki67) e uma auséncia de expressao de apoptose (Bcl-2).

APOIO: Laboratério LAPAC - Patologia Cirurgica e Molecular
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1. INTRODUCAO

Pesquisas com células-tronco sdo um desafio para a ciéncia. Sendo as células-tronco capazes
de gerar uma cépia idéntica a si mesma e com potencial de diferenciagdo em diversas categorias
funcionais de células. Estudos vém sendo realizados sugerindo que as células-tronco mesenquimais
apresentam potencial de diferenciagdo em proximidade as células-tronco embrionarias, podendo
originar células de varios tecidos, como células do tecido adiposo, dsseo, cartilaginoso e células nédo

mesenquimais como as neurais e epiteliais.

As células-tronco mesenquimais do tecido adiposo de cées, seu cultivo e diferenciagdo, foram
isoladas, cultivadas e diferenciadas em osteoblastos, adipécitos e condrécitos. Avaliaram-se a cinética
do crescimento, a morfologia e a viabilidade celular. A caracteriza¢do citoquimica comprovou a
natureza mesenquimal das células isoladas. A extracdo, cultivo e expansdo de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo do subcutaneo de cdes machos com seis meses de idade, foram
isoladas e caracterizadas com morfologia alongada e fusiforme e capacidade de diferencicdo em

osteoblastos, adipdcitos e condrécitos.

Investiga-se a possibilidade das células-tronco adipodiferenciadas serem de maior capacidade

de diferenciacdo em cardiomiécitos, especialmente as do sitio subepicardial pela prépria natureza

! Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Piaui.



fisiologica das mesmas em fornecer suporte nutricional ao tecido miocardico na fisiologia normal do
orgao (BERTASO et al, 2013).

2. METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado no Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com Célula-
Tronco (NUPCelt) localizado no Centro de Ciéncias Agrarias na Universidade Federal do Piaui),
Teresina-Pl. Realizando a coleta séptica e cultivo de células tronco adiposas, a coleta do material de
pesquisa passou a ser realizada em 03 cdes machos, adultos, SRD, decorrentes da eutanasia praticada
pela Geréncia de Zoonose da Prefeitura Municipal de Teresina. Realizada a eutanasia, material
seccionado foi lavado em solucédo fisiol6gica estéril e acondicionado em recipiente de transporte
contendo meio de cultivo celular Dulbecco's Modified Eagle's GlutaMAX, sendo suplementado com 20%
de soro fetal bovino, 1% de penicilina e estreptomicina, 1% de L-glutamina e 1% de aminoacidos ndo

essenciais, sendo aquecido a 370C e transportado devidamente ao nicleo de pesquisa.

Posterior a coleta, as amostras foram transportadas em tubos Falcon contendo meio de
transporte previamente preparados (PBS+ATB 10%), e levados para manipulacdes na cabine de fluxo
laminar. Dentre os procedimentos de isolamento, foi realizada a dissociagao quimica, preparando a
colagenase, pesando 2 mg em papel-aluminio ou em microtubos para diluir em 15 ml Krebs dentro da
cabine (tubo Falcon 15 ml). Por seguinte, a solucao foi esterilizada em filtro de seringa 0,22 um com o

auxilio de uma seringa de 20 ml.

Em continuidade ao isolamento, executaou-se a dissociacdo mecénica, retirando o tecido
adiposo do meio e colocado em placa de Petri, lavado 2 vezes com PBS. De maneira que, ao transferir
para outra placa e adicionar 0,5 ml do meio de transporte para ajudar no processo de desbaste, a
dissociacéo do explante, e adicionado o meio com colagenase, ap6s a obtencéo de fragmentos para a
realizac@o da dissociagdo quimica e fisica a0 mesmo tempo. Logo, com auxilio de duas laminas de
bisturi, realizou-se o desbaste do tecido com cortes mecanicos em diferentes posicdes até que se

formou uma massa homogénea com fragmentos pequenos.

Com o uso da solugédo com colagenase, foi realizada a incubacao por 2 minutos, e logo apés
realizada a neutralizagdo com o dobro de meio suplementado com SFB 20%. Ademais, com o auxilio
de uma pipeta Pasteur, foi aspirado o tecido que € colocado dentro do tubo Falcon contendo meio de
transporte e levado para centrifugar (1500 por 10 minutos rpm a 4°C). Ao finalizar a centrifugacao, foi
retirado o explante de tecido adiposo, semeando nas garrafas e placas com 2mL de meio de cultivo
celular. Por seguinte, o pellet foi ressuspendido com 1 ml de meio de cultivo e semeada a suspenséo
em 2 frascos de cultivo celular de 25 cm2. Apos o semeio os frascos foram levados a incubadora a
temperatura de 37°C a 5% CO?2.



Fig. 1. Fotografia da Cultura celular adiposa em frascos de 25 cm2 e placa de 9,60 cm2 de
superficie ap6s uma semana, conservados em estufas sob temperatura e taxa de CO2 controladas.
Fonte: Autora.

Ao decorrer dos dias foi avaliado o cultivo ap6s 24 horas observando a coloracdo do meio, e
apos 48 horas foi realizada a troca do meio, retirando de 1 a 1,5 ml do meio e adicionar o mesmo
volume com meio suplementado SFB 20%, visando preservar os fatores de crescimento. O cultivo
celular permaneceu nesse processamento por trés passagens onde foram semeadas em outras placas
em propor¢cdo geométrica. Em 32 passagem as células tronco adipoderivadas serdo contadas e
estabelecidas como o numero amostral da pesquisa, sob o qual incidirdA a analise de seu
desenvolvimento bem como as varidveis estatisticas considerando o comportamento de tais células

advindas dos dois sitios de coletas; pericardica e subepicardica.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O soro bovino fetal (FBS) é o suplemento de crescimento mais utilizado para cultura celular de
mamiferos, devido apresentar nutrientes celulares essenciais. Assim, este auxilia no crescimento de
células em cultura de forma essencial para alcancar boas taxas de confluéncia. Ademais, obteve-se
éxito com a realizagdo desse método, devido ao uso ndo convencional de gordura de regibes mais
internas, possibilitando a capacidade de isolamento e dissociacdo com colagenase e as células

conseguem aderir ao plastico.

Nesse viés, para ocorréncia da expansao e formacgéao de coldnias, observou-se que com ampla
area para confluir, as coldnias apresentaram resisténcia para unido das mesmas, prolongando o tempo
para realizar a tripsinizagcdo. Logo,, é viavel a adequacao da metodologia para substituir o uso de
garrafas para o uso de placas com 6 ou 8 pocos, contribuindo na reducdo do espaco e ha porcentagem

da area do meio de crescimento coberta por células aderentes rapidamente.

No presente trabalho foi realizada a isolamento e expansdo de Células Tronco Mesenquimais
Adipoderivadas - ADSCs de tecido adiposo pericardico e subepicardio do cora¢céo de cées (Canis lipus
familiaris). Com a troca do meio, conforme citado, foi analisado em microscopio invertido para cultivo
celular o desenvolvimento, realizando o acompanhamento dos fragmentos de tecido vivo, denominados

explantes.
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Fig. 2. Fotomicrografia do desenvolvimento celular de pellet do epicardico em aumento 10x e
aumento 40x apos periodos de 07, 14 e 17 dias, respectivamente. Fig. 3. Fotomicrografia do
Desenvolvimento celular de pellet do pericardico em aumento 10x e aumento 40x apds periodos de 07,

10, 14 e 30 dias, respectivamente. Fonte: Autora.
4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a metodologia de isolamento e
expansdo de células tronco mesenquimais adipoderivadas coletadas da gordura pericardica e
subepicardica em caes utilizada é estabelecida, com a finalidade de investigar a curva de crescimento
e ciclo celular de linhagens, cuja impacto seré direcionado a diferenciagcéo de elementos cardiogénicos.

Sendo as células obtidas um grupo heterogéneo, podendo ser promissor no campo da terapia celular.

Como resultado, foi alcancado o objetivo inicial na realizacdo do isolamento e expanséo de
células-tronco mesenquimais adiposas da gordura pericardica e epicardica de cdes, para fins de

criopreservacao e armazenamento no Laboratério de Cultivo de Células Tronco do NUPCelt, da UFPI.
5. APOIO

Mestrado do PPGTAIR/CCA/UFPI.

NUPCELT/CCA/UFPI.

Geréncia de Zoonose/PM.
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INTRODUCAO

Com o surgimento do novo coronavirus 2019 (COVID-19) em Wuhan, na China, que se
espalhou rapidamente e se tornou uma pandemia global, fez- se necessario um sistema de diagnéstico
precoce da infec¢do viral que permitisse uma rapida intervengdo, manejo e controle substancial da
disseminacdo da doenca. Dessa forma, a abordagem global padrdo adotada para o diagnéstico da
COVID-19 foi o teste RT-gPCR; no entanto, o acesso limitado a kits e reagentes associados a
necessidade de equipamentos de laboratérios especializados e a necessidade de pessoas altamente
qualificadas levou a uma desaceleracdo da deteccdo do virus, o que resultou na necessidade de
desenvolvimento de novos métodos de diagnéstico. A partir desse principio, surgiu a necessidade de
se utilizar a biotecnologia de edicdo e manipulagdo genética do sistema CRISPRCas como uma

alternativa de auxiliar na identificagcdo precoce e no combate ao virus.

DESENVOLVIMENTO
Em dezembro de 2019, um novo coronavirus (nCoV) denominado “SARS-CoV-2”, anunciado
pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) como responsavel pelo surto de COVID-19, foi relatado
(Huang et al., 2020) (Rodriguez-Morales., et al 2020). A incidéncia do SARS-CoV (Sindrome
Respiratéria Aguda Grave-coronavirus) em 2002 e 2003 e o MERS-CoV (Sindrome Respiratoria do
Oriente Médio-coronavirus) em 2012 mostraram o potencial para a transmissdo de CoVs recém-
emergentes de animal para humano e de pessoa para pessoa (Ksiazek et al., 2003) (de Groot et al.,
2013) (Drosten et al., 2003).
Devido a sua ampla gama de hospedeiros e recombinacao de alta frequéncia em virus corona,
a geracéo de virus virulentos elevados € comum nesta familia. Os coronavirus humanos mais comuns
gue podem causar uma infec¢céo leve, como o resfriado comum em humanos, incluem Coronavirus
Humano NL63 (HCoVNL63), Coronavirus Humano 229E (HCoV-229E), Coronavirus Humano OC43



(HCoV-0C-43) e Coronavirus Humano HKU1 (HCoV-HKU1). Antes de 2003, acreditava-se que
membros dessa familia causavam apenas uma doenca respiratéria leve, mas o surgimento de novos
coronavirus SARS-CoV em 2003, MERS-CoV, em 2012 e o SARS-CoV-2 mais recente em 2019
indicaram que eles podem causar sindrome respiratéria aguda grave. Portanto, métodos acessiveis,
precisos e rapidos para deteccdo do COVID-19 sdo necessdrios para identificar rapidamente as
pessoas infectadas e isola-las para reduzir o risco de transmissao da doenca e evitar a disseminacéao
adicional desse virus (Saeedeh Ebrahimi et al., 2022).

Recentemente, o desenvolvimento de sistemas de diagndstico de Repeticbes Palindromicas
Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas (CRISPR) remodelou o diagnéstico molecular. Com
0 surto global de COVID-19, diferentes grupos comecaram a projetar e desenvolver programas
diagnosticos e terapéuticos baseados nesse eficiente sistema. Os sistemas de diagndstico COVID-19
baseados em CRISPR tém vantagens como alta velocidade de deteccdo (ou seja, 30 minutos de
amostra bruta para chegar a um resultado), alta sensibilidade e precisédo, portabilidade e néo
necessidade de equipamentos de laboratério especializado (Hossein Rahimi et al., 2021).

A tecnologia de repeticdes palindrémicas curtas regularmente interespacadas agrupadas
(CRISPR) é vista como uma ferramenta poderosa para editar genomas (Safari et al., 2018,2020b). Isso
permite que os pesquisadores alterem as sequéncias de DNA e modifiqguem a fun¢do do gene
facilmente. CRISPR e proteinas Cas associadas carregam muitas aplicagdes potenciais que incluem
a correcdo de defeitos genéticos, tratamento e prevencao da propagacao de doencas (Safari et al.,
2021). Dessa maneira, a associagao da proteina Cas13 (enzima da familia Cas que cliva moléculas
de RNA viral) levou o desenvolvimento de um novo e avangado sistema para diagnosticar a COVID-
19, o Desbloqueio Enzimatico de Repoérter Especifico de Alta Sensibilidade (SHERLOCK), pela Feng
Zhang e suas faculdades do Broad Institute of MIT e Harvard (Hosseini, et al., 2020)

O sistema SHERLOCK baseado em CRISPR-Cas13 consiste em dois guias de RNA, que sao
combinados com uma proteina Cas13 e formam um sistema SHERLOCK para reconhecer a presenca
de RNA viral COVID-19. (Hosseini, et al., 2020). Este complexo baseado em Casl3a reconhece
explicitamente e cliva o acido nucleico alvo. O efeito colateral de Casl3a causa a clivagem de RNA
ndo-alvo acoplada a um reporter fluorescente. Essas clivagens liberam os supressores e fornecem um
sinal fluorescente para detecgéo rapida e especifica de virus, mesmo em concentragfes bastante
baixas (Safari et al., 2021).

Contudo, esse mecanismo permitiu a identificacdo ultrassensivel e especifica de RNA de amostras
clinicas (Yin et al., 2021).

CONSIDERACOES FINAIS

Diante das pesquisas realizadas, € possivel compreender a necessidade e importancia da
implementacéo de sistemas ageis e confiaveis de detecgdo do SARS-COV-2 como forma de combate
precoce da propagacdo do virus. Estudos indicam que um método de diagnostico baseado no
CRISPRCas tem alta sensibilidade e especificidade. Portanto, esta seria uma ferramenta de

diagnostico potencial para melhorar a precisdo da deteccdo do SARS-CoV-2.
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INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Nacional Do Cancer (INCA) 2022, o cancer é o conjunto de mais de
100 tipos de neoplasias malignas, onde células mutadas geneticamente comecam a fazer mitose e
dividem-se descontroladamente fazendo com que as células normais se transformem em células
cancerosas. Essa mutacdo causa danos no DNA da célula, fazendo com a mesma perca sua
funcionalidade de origem. Diversas sdo as pesquisas para o tratamento de inUmeros tipos de cancer,
e a pesquisa com células tronco mesenquimais (CTM) geram bastante expectativa na comunidade
cientifica desde a descoberta de Amelia Bartholomew et al. em 2002 da capacidade das CTM de
modular a resposta imune (LAN; LUO; WEI, 2021).

A habilidade que essas células tem de auto renovacgéo e de serem indiferenciadas € o que faz
com que elas sejam tdo complexas e chamem tanto a atengdo de estudiosos, pois é por meio dessas
caracteristicas que alternativas terapéuticas vém sendo adotadas em algumas patologias, sendo uma
delas o cancer (BABAEI; AZIZ; JAGHI, 2021).

Portanto, este trabalho expfe uma revisdo de literatura narrativa, abordando de forma
qualitativa, a complexidade do uso de células tronco mesenquimais no tratamento do cancer. Foi
realizada uma busca nas bases de dados online PubMed, LILACS, MEDLINE e SciELO, por meio de
buscas avancadas utilizando as expressdes “mesenchymal stem cells” and “cancer”, “células-tronco
mesenquimais” e “cancer”. A sele¢ao das publica¢ées ocorreu por meio de leitura, na integra, dos textos

como forma de seleciona-los de acordo com os critérios de incluséo e exclusdo em um recorte temporal
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de 2018 até 2022. Durante a fase de inclusdo das publicacbes, foram avaliados os artigos completos

de forma critica e independente com conexao direta ao tema.
DESENVOLVIMENTO

As células tronco sdo uma variedade de células que no momento ndo sao totalmente
compreendidas, sua complexidade vai além do entendimento das atuais pesquisas. No entanto, é
crescente os campos da medicina onde essas células sdo utilizadas, tendo em vista estudos
relacionados a medicina regenerativa, doencas neurodegenerativas, procedimentos estéticos,
tratamento do clncer e etc. Dentre as especialidades onde as mesmas vém sendo estudadas, o uso
dessas células para tratamento do cancer vem trazendo uma forte discussao, visto que ha um paralelo
a respeito de sua utilizacéo para fins terapéuticos (POLIWODA et al., 2019).

O céancer é decorrente de uma mutagdo genética, na qual as células passam a multiplicar-se
de forma descontrolada modificando o DNA original da célula. Um processo semelhante a formacéo do
cancer, é o que ocorre na replicacdo de células-tronco, visto que essas células tém alto poder de
renovacao no organismo vivo. Pesquisas realizados com células-tronco mesenquimais, investigam um
paralelo entre a ajuda dessas células na progressao do tumor e de contrapartida o uso delas para o
tratamento antitumoral, ou seja, esse tipo de célula contribui para dois processos distintos. Foi feita
uma analise e verificou-se que as CTMs em alguns 6rgdos onde tipos diferentes de canceres estédo
presentes em locais como figado, cancer de pulmao, tumores pancreaticos e linhas celulares o
tratamento com células tronco tem efeito tumoricida, ou seja, obtém-se sucesso naquela terapéutica,
no entanto, outro estudo mostrou que em canceres de mama e de colo do Utero ao contrario do efeito
anterior, a uma progressao do tumor e ainda a capacidade de se proliferar para outros tecidos, termo
conhecido como metastase (LIN et al., 2019).

Células troncos mesenquimais também agem sob o sistema imunolégico, prova disso é a
capacidade que essas células tem de modular a resposta imune, processo conhecido como

imunomodulagéo. Esse mecanismo afeta a proliferacao de linfocitos alogénicos in vitro, prolongam a
sobrevivéncia de enxertos de pele em receptores incompativeis, inibem a ativacdo de células natural

killer, sdo usadas em terapias ligadas ao cancer e mais alguns outros potencias de uso. Com relacéo
a terapia voltada para o cancer, assim como em outros estudos com finalidade semelhante a essa, que
€ a terapéutica dessa patologia, estudos apontam que o uso de CTMs podem impedir o crescimento
tumoral através de possiveis indu¢fes da célula doente a apoptose, no entanto, as CTMs também estao
associadas ao crescimento tumoral contribuindo para o desenvolvimento da malignidade (LAN; LUO;
WEI, 2021).

As terapias utilizando células tronco séo vistas com grande potencial para o tratamento de
neoplasias, mas tendo em vista a complexidade molecular de alguns canceres esses tratamentos
podem cursar de forma lenta ou até mesmo nao terem resultados positivos, visto que depois de um
tempo quando cessado a terapia o cancer retorna. Essas células tronco tem poder de auto renovagéo
e além de serem usadas para a finalidade terapéutica, por um processo fisiopatolégico elas podem
mudar o curso natural na qual essas células deveriam seguir e tornam-se células tronco cancerosas.

Tanto as células tronco cancerigenas quanto as células tronco normais compartilham de caracteristicas



semelhantes, sendo diferidas apenas pela capacidade que uma tem de formar tumores quando
transplantadas em animais, carateristica essa que células tronco normais ndo possuem. Mediante
essas informacgdes estudos apontam que essas células podem estar relacionadas com a capacidade
de um tumor fazer metastase, de estarem envolvidas na ineficacia de um tratamento quimioterapico e

ainda serem a fonte de todas as células presente em um tumor (DAS; ISLAM; LAM, 2020).

CONSIDERAGCOES FINAIS

As terapias utilizando células tronco tem grande potencial de serem a resposta que muitos
estudiosos procuram para que de fato encontrem um tratamento ou até mesmo a cura de algumas
doencas que atualmente sdo enigmas ndo desvendados. E o cancer se encaixa perfeitamente nessa
busca sem resposta no momento presente. As pesquisas caminham a passos lentos a fim de
entenderem o mecanismo das neoplasias malignas e de fato conseguirem uma terapéutica eficaz para
combater essas patologias, atualmente o uso de células tronco mesenquimais utilizado como
tratamento tem se mostrado como efeito tumoricida, mas também se mostrou que esse mesmo
tratamento tem ajudado alguns canceres ha progressao do tumor. A partir dessa informacéo é correto
afirmar que ainda se tem um longo caminho a percorrer até a obtencdo das perguntas sem resposta
que a ciéncia tanto busca desvendar.
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O USO DE TERAPIA CELULAR NA MEDICINA VETERINARIA

Fernando Cardoso (graduando em medicina veterinaria na UFPI)

INTRODUCAO:

A terapia celular € uma das areas da medicina veterinaria onde as pesquisas mais avancaram
nos Uultimos anos, motivados, sobretudo, pelo aumento do ndmero de animais nos lares
acompanhados pelo aumento da expectativa de vida dos mesmos, sobretudo os de companhia,
fazendo surgir doengas que apresentavam dificil ou nenhum tratamento até entdo, desse modo, a
terapia celular passou a representar a uUltima fronteira do conhecimento como forma de se buscar a
cura para essas novas enfermidades.

As CTs sao células indiferenciadas cuja principal caracteristica € sua capacidade de auto-
renovacgao além de apresentarem a capacidade de se dividirem indefinidamente e de produzirem, ao
menos, um tipo celular altamente especializado. (SILVA et al., 2009; FAGANELLO et al., 2009).

As MSCs podem ser isoladas dos mais diversos tipos de tecidos como a polpa do dente, a
medula éssea, 0 sangue periférico, o tecido adiposo, etc, sendo que aquelas provenientes do tecido
adiposo tendem a ser as mais utilizadas devido a maior facilidade de coleta e da maior quantidade de
amostras que se pode coletar sem que isso traga riscos para o paciente ou doador. (ALVES, et al.,
2010).

METODOLOGIA:

Estudo baseado em pesquisa bibliografica através artigos cientificos, revistas especializadas
e publicagbes que tragam resultados, possibilitando a avaliagcdo da utilizacdo de CTs como
ferramenta & disposicao da clinica na medicina veterinaria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As CTs apresentam diferentes origens podendo ser classificadas em: embrionarias quando
provém do estagio inicial do embrido; adultas quando sdo obtidas de tecidos de estagios mais
avancados do desenvolvimento, como o corddo umbilical ou o tecido adiposo. Ja quando se trata da
plasticidade, as CTs podem ser classificadas em: totipotentes, que correspondem a fase do embrido
recém-formado; pluripotentes, que podem gerar todos os tipos celulares do individuo adulto; e
multipotentes, que apresentam uma capacidade limitada de formar tipos celulares.

Atualmente as MSCs sdo o tipo celular mais estudo na terapia celular para medicina
veterinaria justamente devido a sua plasticidade, pois dependo do “nicho” em que forem inseridas,
podem dar origem a quaisquer tipos celulares, e a facilidade de coleta, pois podem ser encontradas
em todos os tecidos adultos, como por exemplo, na medula éssea e no tecido adiposo. (SILVA et al.,
20009).

O mecanismo de reparagdo celular utilizado pelas MSCs ainda é complexo e pouco
conhecido, porém acredita-se que a plasticidade destas células se deve a interagdo de um conjunto
de atores, onde podemos citar: os estimulos bioquimicos produzidos pelos tecidos (nichos) onde a
célula foi inserida; os fatores de crescimento (FC) que sdo horménios com a capacidade de regulagao
da atividade celular; e por fim, pode haver uma fusdo celular, onde a MSC passaria a expressar 0
padrdo génico da célula adulta a qual se fundiu aumentando o poder de reparacéo tecidual (HERZOG
et al., 2003; MEIRELLES et al., 2006).

Outro ponto que viabiliza e potencializa o uso das CTs é sua acdo paracrina, ou seja, essas
células possuem caracteristicas imunomoduladoras e imunossupressoras que ampliam as
possibilidades de sua utilizacdo terapéutica. Nesse sentido, as MSCs secretam uma grande
variedade de citocinas pré e anti-inflamatérias, além de fatores de crescimento e, por meio dessas
moléculas bioativas, proporcionam a modulacdo da resposta inflamatéria através da quimiotaxia, o
restabelecimento do suprimento vascular e a reparagdo adequada do tecido lesionado, pois
proporcionam o restabelecimento das condic¢des fisioloégicas dos tecidos lesionados (MONTEIRO et
al. 2009).

Dentro da medicina veterinaria existem basicamente dois tipos de terapia com CTs: a
autéloga, onde as células usadas na transferéncia sédo provenientes de tecidos do mesmo animal e a
alogénica, onde se tem 0 uso de células provenientes de animais doadores da mesma espécie. A
escolha de cada uma se deve, principalmente, a condi¢céo clinica do paciente, pois em certos casos o
paciente encontra-se bastante debilitado sendo contra-indicada a realizacdo de procedimentos para a
captacdo de CTs, ou ainda naqueles casos onde o0 paciente ja € idoso, ndo sendo também
recomendada o uso de suas préprias células nesse tipo de terapia (PEREIRA, 2008).



Atualmente, um dos usos mais frequentes de CTs na medicina veterinaria € em casos de
sequelas de cinomose canina. Em um estudo realizado por BRITO et al. (2010) onde foi feita a
injecéo de células mononucleares de medula 6ssea alogénicas evidenciou que o tratamento durante
a fase virémica da doenca foi ineficaz, porém restou-se demonstrado que esta mesma terapia € uma
opcao segura e promissora para o tratamento das sequelas neurologicas desta enfermidade em caes.
Em experimentos realizados por SANTOS, 2010, demonstraram que inje¢des heterdlogas de células
mononucleares de medula 6ssea em cédes sem raca definida (SRD) com sequelas neurolégicas
causadas por cinomose tiveram remissdo dos sinais, na maior parte dos individuos, ndo havendo
formacao de neoplasia apés oito meses de acompanhamento, o que confirma a seguranca da terapia
com CTs.

Sendo assim, embora a terapia celular seja vista como promissora, ndo deve ser encarada
como solugcdo magica, com o seu uso recomendado em todos 0s casos, evidenciando a necessidade
de maiores estudos no sentido de elucidar todos os mecanismos reguladores da fung&o celular, ao
ponto de torna-la cada vez mais segura, e aqui reside a importancia das pesquisas, ainda que
experimentais, com o0 objetivo de trazer seguran¢ga ao clinico, seja na aplicacdo humana ou
veterinéria. (MONTEIRO et al. 2009)

CONCLUSAO

A terapia com CTs tem o potencial de proporcionar uma melhor qualidade de vida aos
animais, seja através da analgesia, seja diminuindo o tempo de recuperacdo dos mesmos, porém
requer a continuidade das pesquisas para que esta se torne uma realidade cada vez mais presente
em nosso cotidiano.
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PRODUCAO DE BIOFILMES A BASE DE QUITOSANA E CARACTERIZACAO DO
IN VITRO COM POTENCIAL USO NA REGENERACAO DA PELE
Glaucio Luciano da Silva (Discente graduac&o, Instituto Federal do Piaui, Eglésia
Rodrigues Leite Fernandes (Discente mestrado, Universidade Federal do Piaufi)?, Alex Levy
da Silva Sousa (Discente graduacéo, Instituto Federal do Piaui’*, Haroldo Reis Alves de
Macédo (Professor, Instituto Federal do Piaui)®, Dayseanny de Oliveira Bezerra
(Crientadora, Universidade Federal do Piaui)

INTRODUCAO

O termo biomaterial € muito amplo, e vem sendo utilizado de diferentes formas em pesquisas
cientificas mediante a sua vasta aplicacdo e funcionalidade em diferentes areas da salde, seja ela
humana ou animal (KUNDU, 2014; PIRES, 2015). A quitosana, dentre os biomateriais sintetizados, tem
ganhado destaque nas pesquisas cientificas, uma vez que apresenta iniUmeras caracteristicas
vantajosas como sua facil aplicabilidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade, (AZEVEDO et al.,
2007). Além de caracteristicas, como a auséncia de toxicidade e agdo contra bactérias, fungos e virus
(AVILA, 2012). A quitosana € um polimero obtido pelo processo de desacetilacdo da quitina (SILVA,
2017), este, é um polissacarideo abundante na natureza, encontrada no exoesqueleto de diversos
invertebrados e na parede celular de algumas algas, fungos e leveduras (KMIEC, 2017). Além de todas
as propriedades intrinsecas que a quitosana possuli, ela age proporcionando a interacdo com a matriz
celular, mostrando ser um relevante constituinte de biomateriais para tratamento de ferimentos, pele,
0ssos e cartilagens, e por ser um polimero bioativo, atua favorecendo a sintese de colageno e
acelerando a cicatrizacéo de lesbes (DALLAN, 2007). O objetivo dessa pesquisa consistiu em avaliar
a biodegradacéo e absor¢éo in vitro de biomembranas a base de quitosana para sua caracterizagao
para potencial uso na cicatriza¢éo de feridas cutaneas.
METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no Instituto Federal do Piaui (IFPI), campus Paulistana e campus
Picos. As membranas foram preparadas em duas fases utilizando a quitosana em pé diluida para

preparo de biofilmes com quitosana pura. Primeira fase : a quitosana em p¢ foi diluida em acido latico
em agitacdo por 24 horas, e filtrado em filtro de nylon e milipore 0,45um (Solugdo 1). Para o preparo
da membrana a base de quitosana, apds a filtragao, essa solugdo foi vertida em placa de Petri e
colocada em estufa a 50°C para secagem por 24 horas. Em seguida neutralizada com Hidréxido de
sodio a 5% e secas em temperatura ambiente por 24 horas. Apds a confecgdo, foi realizado os testes
de analise macroscoépica e microscopicas dos biofilmes (homogeneidade, coloragdo e textura)
absorcdo de liquidos in vitro e biodegradacdo em fluido corporal sintético, por meio de pesagens
consecutivas das membranas, antes de incorporada ao fluido (seca), tempo 0 apds imersdo em fluido
e a cada hora nas primeiras 24 horas (tempo 1 ao 24), 48h, 72h até o dia 30 consecutivo utilizando
balanca de precisdo modelo:M214. A partir da determinagao do peso seco e Umido, foram realizadas
as pesagens sequenciais. Inser¢do do biomaterial na solugdo (momento 0), a cada hora até completar

24 horas e novamente apds 48 e 72 horas, dia 5 ao dia 30 do momento 0. Antes de cada pesagem as

membranas eram secas com papel toalha para retida do excesso de dgua. Neste mesmo ensaio, foi



analisado o potencial de biodegradacdo do biomaterial por observacdo de diminuicdo do peso,
conformacéo e soltura de por¢cdes do mesmo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As membranas de quitosana apresentaram formato circular de aproximadamente 5cm de
didmetro, sua estrutura firme possibilitou fraciona-las em partes menores e circulares de
aproximadamente 1,5cm de diametro para as andlises in vitro (figura 1). Todas as membranas
apresentaram aspecto homogéneo, flexivel, transparente, brilhante e liso.

Figura 1 — Filmes de quitosana (membrana inteira e fracionada)
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A avaliagdo por meio de imagem microscépica demonstrou homogeneidade entre as
superficies da amostra (Figura 2). Foram observados pequenos circulos sem coloracdo, que sugere a
presenca de bolhas de ar, conforme descri¢ao relatada por Pereira et al. (2021).
Figura 2 Analise de imagem A=(MQP)
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Os filmes de quitosana quando imersos na solugdo de saliva artificial obtiveram coloracéo

amarelada e transparente, com textura flexivel, integra e lisa. Todas as amostras apresentaram formato
convoluto assim que a entraram em contato com o liquido (Figura 3). Nao foi observada soltura de
por¢cBes de nenhuma das amostras dentro dos 30 dias de degradagéo in vitro. A forma convoluta que
as amostras assumiram pode ser explicado pela hidrofilicidade natural que a quitosana possui (LEMES
et al., 2016).

Figura 3 — Filmes de quitosana apds primeiras horas de ensaio in vitro.

Na figura 4 sdo apresentados os valores obtidos pela degradacgéo in vitro ao longo do tempo

em relagdo ao peso inicial umido 0. Os filmes puros (MQP) apresentaram baixa variagdo nos valores



em todo periodo experimental Ao final das pesagens (dia 30), todas a amostras obtiveram peso menor
em relacéo ao peso inicial, indicando que houve degradacgéo dentro do periodo observado. O resultado
da andlise demostrou que o biomaterial de quitosana permanece o periodo do tempo médio da
cicatrizacdo de uma ferida de acordo com o trabalho de Queiroz, (2020) que, no seu estudo, o tempo
médio da cicatrizagdo do seu grupo experimental foi de 18,2 dias, enquanto que no grupo controle
usando solucdes fisiolégicas, o tempo de cicatrizacao foi de 29,3 dias, ou seja, tempo necessario do
biomaterial desse estudo se degradar em material bioldgico, sendo opcao para o uso em feridas.

Figura 4- Grafico de degradacéo in vitro das amostras (MQP)
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Ja Howling, (2001), relatou que a quitosana foi vantajosa em todas as fases de reparo tecidual
de animais. No entanto, esse resultado ndo esta de acordo com os resultados obtidos por Martins
(2013), onde o tempo médio de cicatrizacdo de feridas induzidas em equinos foi superior, ou seja, no
grupo controle (solugdo de cloreto de sodio 0,9%) o periodo médio de cicatriza¢éo para as feridas do
foi de 76,1 dias (minimo=42; maximo=98) e, para as feridas do grupo tratado experimental (membrana
de quitosana), foi de 80,5 dias (minimo=56; maximo=98).

O ensaio de absorgdo em solugéo de saliva artificial demonstrou que as membranas em todas
as concentracdes utilizadas obtiveram pesagem superior a membrana seca, portanto com carater
hidrofilico. Na degradacéo in vitro, ao final das pesagens (dia 30), todas a amostras, obtiveram peso
menor em relacdo ao peso inicial (Umido 0), indicando que houve degradacdo dentro do periodo
observado.

CONCLUSAO

Diante do exposto, as biomembranas a base de quitosana, mostrou resultados satisfatorios de
degradabilidade e absor¢do em testes in vitro utilizando material biolégico de saliva artificial, além de
possibilitar regeneragdo segura e rapida do tecido. Além de ser cada vez mais promissor seu uso no
tratamento de feridas cuténeas, auxiliando na regeneracdo tecidual, adequando-se bem ao corpo,
assim como uso de base para liberagdo controlada de farmacos, protecdo contra microrganismos
patogénicos, além de baixo custo na produgéo do biomaterial.

Contudo, faz se necessario novos estudos através de estudos in vitro e in vivo para otimizar o
material e expandir 0 uso do mesmao.

APOIO: Agradeco ao Programa de Apoio e Pesquisa Estruturacdo e Reestruturacdo Laboratorial do
INSTITUTO FEDERAL DO PIAUI (PROAGRUPAR/IFPI).
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Introducéo

A designacdo do termo biomaterial ocorreu na Conferéncia do Instituto Nacional de
Desenvolvimento de Consenso em Saude em 1982, que definiu biomaterial como qualquer
substancia ou combinagdo de substancias, sintética ou natural em origem, que possa ser usada por
um periodo de tempo, completa ou parcialmente ou como parte de um sistema que trate, aumente ou
substitua qualquer tecido ( SPEZZIA, 2021).

As biomembranas sdo compostos obtidos através de bioprodutos e apresentam significativa
eficicia, acelerando o processo de adesdo e desenvolvimento celular constantes, por este fato, tém
sido muito utilizadas com fins curativos para o tratamento de feridas e queimaduras (NETA et al,
2019).

A quitosana tem sido usada na producao de membranas, biofiimes, géis, biogéis, nano e
microparticulas, fato possivel, devido sua biodegradabilidade e biocompatibilidade comprovada por
meio de estudos como esse, segundo Souza (2015) essas membranas quando combinadas a
compostos naturais apresentam elevada estabilidade, biocompatibilidade e adequada estrutura para
adesdo e proliferacdo celular quando expostos a culturas de fibroblastos e queratonéticos,
favorecendo a regeneracao da pele.

De acordo com Oliveira (2019) A medicina regenerativa visa a regeneracdo de tecidos ou
orgados danificados, a fim de restaurar suas fungdes. Dessa forma, a engenharia tecidual combina o
uso de células-tronco com biomateriais, naturais e/ou sintéticos, com o intuito de mimetizar os tecidos
de origem biologica. Desse modo, a pesquisa teve como objetivo a produgdo e caracterizagao fisico-
guimica de biomembranas a base de quitosana para utilizagdo em modelos biolégicos com potencial

aplicabilidade para a regeneracéo tecidual.



Metodologia

A produc¢do da membrana de quitosana foi realizada em duas fases, primeiramente, a quitosana em
po foi diluida em acido latico em agitagdo por 24 horas, a solugdo foi filtrada em filtro de nylon e filtro de
milipore 0,45um (Solugdo 1). Para o preparo da membrana a base de quitosana, apos a filtragdo, essa solugdo
foi vertida em placa de Petri e colocada em estufa a 50°C para secagem por 24 horas. Em seguida neutralizada
com Hidréxido de sddio a 5% e colocadas para secagem em temperatura ambiente por 24 horas.

As analises fisico-quimicas foram realizadas por meio de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), espectroscopia de infravermelho (FTIR), analise termogravimétrica (TGA) e Difracdo de raio-X
(DRX). Para obter os espectros de absorcdo foi utilizado o espectrometro IRAFFINITY-1 ( Fourier
transform infrared spectrophotimeter). As analises foram realizadas na faixa do nimero de onda de
4000 cm-1 a 400 cm-1. Para as curvas de TGA E DSC foi utilizado o equipamento modelo TGA 51
(thermogravimetric analyzer) e DSC-60, Shimadzu, na faixa de temperatura de 23 a 800°. Utilizando-
se a razdo de aquecimento de 10° C min-1, sob atmosfera dindmica de nitrogénio, com vazao de gas
da ordem de 50 ml min-1, com o intuito de verificar a estabilidade térmica das biomembranas.
Resultados e discusséo

A andlise fisico-quimica da biomembrana demonstrou no teste de infravermelho bandas de
absorc¢édo entre 1750 a 2500 cm-1, indicando a possivel presenca de alcoois, fenois, aminas primarias
e secundarias, éteres, acidos carboxilicos, semelhante aos resultados encontrados por Santos et al
(2003) e Brugnetto (2001). No ensaio de TGA, houve uma perda de massa até os 200° C, uma perda
significativa entre 250° e 300° C e por Ultimo uma queda acentuada entre 400°C e 650° C. De 650°C
a 800° a amostra estabilizou ndo havendo perda de massa. A massa inicial da amostra era de 2,976

mg e a massa final ficou em 2,944 mg, perda de 9,89 % de massa.

Figura 1. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) biomembrana a de quitosana
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A analise de DSC da quitosana apresentou pelo menos trés eventos caracteristicos desse tipo
de polimero, o primeiro evento decorrente por volta de 30 a 110° relacionado ao um possivel
processo de desidratacdo, o pico, com caracteristicas exotérmicas em uma temperatura cima de
270°C, correspondente ao processo de decomposicdo das cadeias poliméricas. O terceiro evento por
volta de 490°C corresponde ao inicio da queima do material em um processo de carbonizacdo. Os
trés eventos aqui identificados na calorimetria exploratéria diferencial podem ser observados também
na TGA.

Figura 2. Difrac&o de raio-X da biomembrana a base de quitosana
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O difratograma da membrana de quitosana pura apresentou pelo menos dois picos nas regides
entre 10 e 20 do angulo 2° teta, apesar das caracteristicas amorfas, por se tratar de um biopolimero,
caracteristicas dadas ao fato da organizacdo dessas cadeias moleculares estarem menos
enoveladas. Nessas regides € possivel perceber uma intensidade relativa desses picos, 0 que da
indicios da possibilidade de uma reorganizacdo do material apresentando assim, também regides
com uma certa cristalinidade. Uma vez que o tratamento quimico utilizado para a sintese da
membrana pode possibilitar esse tipo de organiza¢do no material.

As caracteristicas apresentadas acima comprovam 0 uso de quitosana como excipiente
apresenta muitas vantagens, pois o polimero atua aumentando a solubilidade de farmacos pouco
solaveis, como proteinas e peptideos, e estabilizando as emulsdes comumente empregadas no
campo farmacéutico. Os usos como sistemas particulados carreadores de principios ativos s&o,
particularmente importantes nas terapéuticas que visam a administracdo de farmacos pela via
oral, através das mucosas e também na administracdo parenteral CAMPANA (2007).

Concluséo

Com base nos resultados apresentados a membrana de quitosana apresenta alto grau de
estabilidade, mantendo assim suas caracteristicas fisico-quimicas, comprovando que apresenta
potencial para ser utilizada como curativo biolégico semi-permeével mantendo o ferimento seco,
evitando desidratac&o e contaminagdo, consequentemente melhora as condi¢6es de cura.
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Introducéo

A Cisplatina é um antineoplasico citotoxico que age em células cancerigenas. Ela apresenta
um amplo uso terapéutico, sendo empregadas em diversos tipos de neoplasias. A aplicabilidade clinica
da cisplatina € limitada pela presenca de efeitos colaterais graves de maneira dose dependente, que
resultam na reducéo da qualidade de vida do paciente, gerando a necessidade da reducédo da dose ou
até mesmo a interrupgdo do tratamento com o farmaco. Dessa forma, ha o desenvolvimento de estudos
do emprego de substancias que visem reduzir os efeitos colaterais dos antineoplésicos a base de
platina, entre elas, os nutracéuticos, que sdo suplementos alimentares que apresentam a forma
concentrada do composto bioativo do alimento, excedendo as doses que poderiam ser obtidas no
mesmo, apresentando propriedades anti-inflamatérios e antioxidantes. Pesquisas apontam as
potencialidades do uso de nutracéuticos na reducdo dos efeitos colaterais dos quimioterapicos a base
de platina e a aplicabilidade de estudos por meio do modelo de cultivo celular como meio pratico para
analisar os efeitos dessas substancias e no desenvolvimento de esquemas terapéuticos alternativos
entre esses farmacos. Neste trabalho foi avaliado o efeito de nutracéuticos como moduladores de
citotoxicidade da cisplatina em cultivo celular. Foram utilizados o farmaco Citoplax®, além de trés
nutracéuticos: L-Prolina, L-Triptofano, L-Serina.
Metodologia

Foi utilizado o farmaco antineoplasico Citoplax®, que tem como principio ativo a cisplatina na
concentracdo de 1mg/ml (em parceria com a Dra. Cristiane Reis — Oncocenter®, Teresina, Pl — Brasil).
Foram investigados a interacéo do farmaco com 3 diferentes tipos de nutracéuticos: L-Prolina (Exodo
cientifica, Sumaré, SP — Brasil); L-Triptofano (Inlab, Sdo Paulo, SP — Brasil); L-Serina (Merck®). Todos

os produtos foram armazenados em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Os nutracéuticos foram



solubilizados no momento do experimento, enquanto o Citoplax® foi utilizado em até 14 dias apés
preparo.

Foram utilizados fibroblastos da linhagem L929 (ATCC CCL-1). As culturas foram mantidas em
estufa 37°C, 5% CO2 em garrafas de 25 cm? contendo meio RPMI-1640 (INLAB Diagnostica),
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 2mM de GlutaMAX (Gibco™). As culturas foram
mantidas até que as células atingissem confluéncia de 80%, com trocas de meio a cada 2 dias. As
células foram tratadas com Tripsina 0,25% (Gibco™) para descolamento da superficie de aderéncia;
contadas e dispersadas em meio para repique, congelamento ou semeio de placas para
experimentacao.

Células L929 foram semeadas em placas de 96 pocos na quantidade de 4 x 103 células/poco
em 160uL de meio, incubadas a 37°C por 24 a 72 horas. Concentragdes de cisplatina foram adicionadas
aos pogos, sempre no volume de 20uL e novamente incubadas a 37°C por 48 horas. Apoés a interagéao
do farmaco com a cultura, 20uL de alamarBlue™ foi adicionado a cada pogo (10% concentracgéo final)
e reincubadas a 37°C por 8 a 12 horas. A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro
(LMR FLEX UV-VIS i — Loccus®©, Cotia, SP — Brasil) nos comprimentos de onda de 570 e 630 nm.
Como controles do experimento foram utilizados o meio de cultura (branco), meio de cultura com
alamarBlue™ (estado oxidado) e cultura com alamarBlue™ sem farmaco (crescimento maximo).

Os ensaios foram realizados de forma similar aos de determinacdo do IC50. Uma Unica
concentracdo correspondente ao IC50 e diferentes nutracéuticos diluidos em meio na concentragéo de
5pg/mL (concentragdo final no poco: 0,5ug/mL). Também foram adicionados os controles: cultura e
farmaco (IC50) sem nutracéutico, cultura e nutracéutico sem farmaco.

Todas as variaveis de teste e controle foram avaliadas nas culturas em triplicatas ou
hexaplicatas. Foi utilizado um modelo de regressdo sigmoidal conhecido como “dose-resposta”
(Decuypere et al.,2005; Seifert & Croft, 2006) disponivel no programa MicrocalTM OriginTM, versao 5.0
(Microcal software Inc, Northampton, MA, EUA).

Resultados e discusséo

O farmaco selecionado para estudo foi a cisplatina por apresentar estabilidade e facilidade de
aquisicdo e uso, além de ser amplamente utilizado em diversos tipos de céncer e ser relativamente
carente de estudos voltados para a interagdo com nutracéuticos. E esperado que a interacao cisplatina
— nutracéuticos seja dose-dependente, dessa forma para avaliar o efeito modulador dos nutracéuticos
na citotoxicidade da cisplatina foi necessario inicialmente determinar o IC50 do farmaco considerando
0 modelo experimental selecionado nesse estudo e descrito na metodologia. O valor médio de IC50
calculado foi de 3,0ug/mL (aproximadamente 10 uM), porém deve-se destacar que considerando a
variacdo experimental, esse valor esta entre 2,6 pug/ml e 3,7 ug/ml. Da mesma forma, a concentracéo
média de 3,0ug/ml calculada corresponde a concentragdo inibitéria do crescimento entre 40% e 60%
da cultura de células.

A partir da determinacdo do IC50 foi possivel investigar a modulacéo do crescimento celular
pelos nutracéuticos na presenca de cisplatina. No presente trabalho foram avaliados trés nutracéuticos:
Prolina, Serina e Triptofano, na qual a selecdo dos compostos se deu pelo facil acesso, solubilidade

em meio de cultura e pouca ou nenhuma interferéncia colorimétrica.



O efeito dos nutracéuticos sobre as culturas de células sem farmaco foram utilizadas apenas
como controle. E possivel observar considerando o desvio padrdo dos resultados, o aminoacido
suplementado triptofano apresentou crescimento parecido ao da cultura controle ndo suplementada
com nutracéuticos. J& os aminoacidos prolina e serina apresentaram redugdo no crescimento,
discretamente superior a 20% em relacdo ao controle. Esses resultados sugerem que a concentracéo
de nutracéuticos é segura para propostas de triagem, onde a avaliacao inicial do efeito é realizada com
doses altas do produto em teste.

Observa-se ainda, que apenas o triptofano apresentou crescimento significativo em relacao ao
controle contendo o farmaco, porém sem suplementacdo com nutracéuticos. Entre os demais
nutracéuticos, nao foi observado efeito sinergético com a cisplatina, uma vez que o crescimento celular
esta na faixa de variagdo do cultivo contendo apenas o farmaco.

Estudos recentes demostram a a¢éo eficaz do triptofano em aumentar a sintese de proteinas
em células da glandula mamaria bovina in vitro, estimulando os genes, proteinas e vias relacionadas a
sintese de proteinas envolvidas na sintese de energia e proteina. E além de fornecer nutrientes
necessarios para a sintese de proteinas, também regula a expressao de genes envolvidos na sintese
de proteinas do leite (CONEJOS et al., 2021). Someya et al. (2021) demonstrou que o triptofano é
indispenséavel para a sobrevivéncia e proliferacéo de células-tronco pluripotentes humanas (hPSCs).
Concluséo

Dessa forma conclui-se que apenas o triptofano apresentou crescimento significativo em
relagdo ao controle contendo o farmaco. A interagdo farmaco — nutracéuticos tem sido bastante
investigada e estudos com os mais diversos modelos experimentais tem confirmado seu potencial uso
na quimioterapia do cancer.

Palavras-chave: Cisplatina, Cultivo celular, Nutracéuticos.
Apoio: Universidade Federal do Piaui, LABCIM, Oncocenter, Fiocruz e GPBio3
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TERAPIA COM CELULAS-TRONCO DIRECIONADA AO TRATAMENTO DA
ARTRITE REUMATOIDE
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Introducéo

A artrite reumatoide é a doenca reumética inflamatéria mais comum, caracterizada por sinovite
progressiva, artropatia destrutiva e complicagbes sistémicas. Afetando cerca de 0,5% a 1,0% das
pessoas globalmente, sendo que as mulheres apresentam maior risco para essa enfermidade,
principalmente na populacdo com idade entre quarenta a sessenta anos (FERRAZ; SIQUEIRA, 2022).
Sem diagndéstico e tratamento oportunos, pode eventualmente levar a incapacidade e morte prematura.
Sendo que a minoria dos pacientes pode alcancar a remissdo da doenca e a remissdo persistente da
terapia (KUCHARZ et al., 2018).

As opcdes de tratamento padrdo para a artrite reumatoide sdo o uso clinico de drogas
antiinflamatérias ndo esterdides (AINEs), anti-reumaticas (DMARD) e tratamento hormonal, que
geralmente falham em fornecer um resultado terapéutico a longo prazo e, em muitos casos, causam
eventos adversos complexos, levando a descontinuagdo ou reajuste do tratamento. Até o momento, o
principio terapéutico utilizado € controlar a inflamagéo das articulagfes na tentativa de aliviar a dor do
paciente, além da busca por controlar a progressao da doenca e prevenir a destruicdo das articulag6es,
promovendo a reparacdo e melhora da funcéo articular (MIAN et al., 2019).

Varios novos agentes biolégicos, bem como novas estratégias de tratamento vém sendo
testadas, com melhorias no prognéstico dos pacientes de forma significativa. Entretanto, os tratamentos
disponiveis apresentam limitag8es e, para alguns pacientes, o efeito curativo ndo é satisfatério. Sendo
assim, é urgente explorar novos métodos terapéuticos (ALCARAZ et al., 2022).

A terapéutica com células-troncos no tratamento da artrite reumatoide constitui-se como uma

via promissora, uma vez que possuem propriedades imunossupressoras, regulando a proliferacdo e
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funcdo das principais populacbes de células imunes, incluindo células T, células B e células natural
killer (NK), bem como a funcdo de reparacéo tecidual (KIM et al., 2018).
Nesse sentido, o objetivo desta revisdo € expor informagdes clinicas sobre a utilizagdo de

células-tronco como estratégia terapéutica na artrite reumatoide.

Desenvolvimento

Percurso metodoloégico

A revisdo narrativa foi realizada em outubro de 2022, por meio de buscas na base de dados
Biblioteca Virtual em Saude (BVS) com uso dos descritores “artrite reumatoide” e “transplante de
células-tronco”. Essa busca inicial resultou em 314 artigos.

Os critérios de incluséo aplicados foram: artigos do tipo observacionais e/ou estudos clinicos,
no idioma inglés, publicados no recorte temporal de 2017 a 2022, utilizando como filtro “assunto
principal” os termos “Transplante de Células-Tronco Mesenquimais”, “doencgas autoimunes” e “artrite
reumatoide”. Os critérios de exclusado utilizados foram artigos incompletos.

Apos aplicagéo dos filtros de inclusdo e exclusdo resultaram 8 artigos, que foram lidos e
averiguados na integra.

Andlise de dados

Dos 8 artigos selecionados e analisados, 1 era observacional e 7 eram estudos clinicos, sendo
gue houve uma média de 63,1 pacientes por estudo. Os resultados apontaram informacdes sobre o
uso de células-tronco mesenquimais no tratamento de artrite reumatoide, bem como a adesdo dos
pacientes e 0 comparativo com outros tratamentos dessa doenga autoimune.

Células-tronco mesenquimais no tratamento da artrite reumatoide

A terapia com células-tronco mesenquimais vem sendo utilizada na clinica ha anos, entretanto
0 mecanismo de sua acao terapéutica ainda nédo é totalmente compreendido. A literatura aponta que
h& uma inibicdo da resposta inflamatoria, com redugédo de TNT-alfa, bem como auxiliam citocinas
derivadas de macréfagos a desempenhar um papel no reparo tecidual (BIAN et al., 2018).

Além de atuar na resposta inflamatéria, desempenham um papel importante na diferenciacéo
de células, pois agem na diferenciagcdo de células danificadas (como ostedcitos e condrdcitos),
desempenhando um papel direto na reparacao; e na regulagdo imunolégica, agindo na resposta imune
mediada pelas células T, inibindo a producdo e funcado de varias células imunes inatas para
desempenhar um papel anti-inflamatdrio, objetivando regular a imunidade e resistir a les6es teciduais
(VIEIRA et al., 2019). Também regulam a resposta adaptativa e inata através da indugdo de CDA4+,
CD25+ e FoxP3, bem como suprimem o amadurecimento das células dendriticas e de células NK (KIM
et al., 2018).

Outro fator encorajador do uso de células-tronco na terapéutica da artrite reumatoide, é que
associada a medicamentos ja utilizados, os pacientes relatam uma melhora na funcionalidade e
gualidade de vida, bem como uma reducdo na dependéncia de esteroides apds o transplante de

células-tronco mesenquimais (JAIME-PEREZ et al., 2022). O tratamento em conjunto também aliviou



os efeitos colaterais dos medicamentos, como o Adalimumabe e, consequentemente, contribuiu para a
efetividade do tratamento convencional (KARAMINI et al., 2020).

Em relagdo a seguranga, essa terapia mostrou-se segura, com os indices de mortalidade
relacionados ao transplante de 0%, sendo que metade dos pacientes foram auto-enxertados em
ambiente ambulatorial (KARAMI et al., 2020). Os indicadores laboratoriais de rotina apresentam-se sem
alteracao significativa durante o pré e o pos-tratamento, com testes de funcdo hepatica e renal
considerados dentro da normalidade (QI et al., 2020).

No entanto, a eficacia clinica atual do transplante de células-tronco mesenquimais ainda
apresenta diferencas individuais significativas (HE et al., 2020), com altera¢ces nao esclarecidas nos
resultados de Proteina C Reativa (PCR) e na velocidade de hemossedimentacdo (YANG et al., 2018;
WANG et al., 2019).

Consideracdes finais

A utilizacdo de células-troncos como estratégia terapéutica na artrite reumatoide induz a
inibicdo da inflamacao, bem como regula a resposta imune e processos reparatérios. Ainda existem
lacunas quanto ao mecanismo de acdo especifico, sendo necessérias pesquisas futuras para uma
melhor compreensao bioldgica que possa elucidar de maneira clara a atuagdo das células-tronco

mesenguimais no tratamento da artrite reumatoide.
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UMA REVISAO SOBRE TERAPIA CELULAR EM CAES E GATOS ACOMETIDOS
COM DOENCA RENAL CRONICA
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INTRODUCAO

O avanco na medicina veterinaria proporcionou aos animais aumento na perspectiva de vida,
contudo, com a idade avangada, 0s pacientes sdo mais vulneraveis a doencas degenerativas e
cronicas. Dentre elas, a doenca renal cronica € uma das doencas que mais acometem caes e gatos na
rotina veterinaria (BARTGES, 2012). Consiste em lesdo renal, com perda progressiva e irreversivel da
func@o dos rins, caracterizada pela inflamacéo tlbulo-intersticial, atrofia tubular e fibrose intersticial
(CHAKRABARTI et al., 2013; ROMAO JUNIOR, 2004). Apesar de comum, até 0 momento, no existe
um tratamento definitivo para DRC ou a possibilidade de transplante. Assim, pesquisadores
interessados em curar ou retardar de forma significativa a progressdo da doenca, iniciaram estudos
sobre o0 uso da terapia com células tronco, pois é sabido da capacidade destas de proliferagdo, auto
renovacdao, diferenciacdo em linhagens especificas de células, liberacdo de mediadores imunolégicos
e de reparacéo de tecidos lesados. (CHAMBERLAIN et al., 2007; SILVA, 2011).

DESENVOLVIMENTO

Esta revisdo foi executada baseada em 4 bancos de dados bibliograficos — PubVet, Revista
Cientifica Medicina Veterinaria (UFRPE), Brazilian Journal of Development, Biblioteca Digital de Teses
e Dissertacbes da USP. Os artigos selecionados foram publicados entre 2017 e 2022, escritos em
portugués. As palavras-chave utilizadas sdo: doenga renal cronica, canino, felino, células-tronco,
veterindria. A escolha foi realizada a partir de artigos que abordam a doenca renal crénica em caninos
e felinos, os quais foram submetidos a terapia com células tronco originados do tecido adiposo e da
placenta canina. Os pacientes foram diagnosticados baseado na anamnese, exame fisico, bioquimica
sérica (creatinina e ureia), urindlise e exames de imagem. Com critérios de inclusdo pacientes caninos
e felinos com azotemia renal persistente, alteracdo na morfologia renal detectado por ultrassom, no
estagio 2 e 3 da doenca renal cronica. Foram excluidos do estudo os animais com comorbidades como
endocrinopatias, insuficiéncia cardiaca e doencas neurolégicas, além de animais que ja haviam sido

tratados anteriormente com células tronco.

A terapia com células-tronco proporciona bons resultados para o tratamento da doenca renal
cronica e mostra-se promissora na clinica de pequenos animais. A administragdo em todos 0s casos
foi por via endovenosa por ser a via menos invasiva, pouco traumatica e de facil execugédo. Entretanto,
0 uso terapéutico de células-tronco embora seguro, ndo esta isenta de efeitos adversos (MALARD et
al., 2020; MELO et al., 2021; NASCIMENTO, 2019; SANTOS et al., 2019). As células utilizadas sao
classificadas de acordo com capacidade de se aderir ao plastico, potencial de se proliferar e a
capacidade de se diferenciar. Na pesquisa de Brazilian Journal of Development, os 2 felinos com DRC,

receberam de um gato saudavel as células tronco a partir do tecido adiposo por via endovenosa. Foi



demonstrado reducdo dos valores de creatinina sérica. O primeiro felino apresentava creatinina 5,76
mg/dL e apoés 3 aplicagbes de célula tronco, houve reducéo para 2,73 mg/dL, assim como o segundo
paciente que apresentou 1,6 mg/dL ao final das 3 aplicacdes, redugdo de 0,2. (MELO et al., 2021).
Estes valores capacitam a afirmagédo de que a terapia com as células tronco é capaz de atrasar a
progressédo da doenca (SILVA et al., 2020). Além dos valores séricos, ambos 0s animais apresentaram
aumento de apetite durante o tratamento, com retirada, até mesmo, da sonda esofagica devido a
melhora. De acordo com Santos et al. (2019), durante o estudo realizado em 12 cdes com DRC, apés
0 uso de células progenitoras adultas multipotentes alogénicas obtidas do tecido adiposo de céaes
jovens no momento da castracao, evidenciou reducéo sérica de ureia e creatinina, apesar de uma leve
elevacdo no valor nos indices do cdo 5, e ap6s os 90 dias a estabilidade dos indices é mantida. A
pesquisa feita por Malard et al., 2020, estudou 11 animais (c&es e gatos) que receberam células tronco
derivadas de tecido adiposo, e demonstra que os valores de creatinina serica reduziram, bem como a
diminuicdo da frequéncia de vbmitos e aumento de apetite para maioria dos animais estudados.
(MALARD et al., 2020). Em contrapartida, células-tronco amniéticas no tratamento de DRC em cées
apresentou resultados poucos significativos. O estudo realizado foi feito em 14 animais, 0s quais
receberam células tronco amnidticas com aplicagdo endovenosa, porém apenas 7 foram analisados no
periodo de 60 dias. 2 alcancaram melhora clinica e estabilidade, 2 animais melhoraram nos primeiros
30 dias e, em seguida, recidivaram os sinais clinicos e, apés 7 dias dois animais tiveram melhora, mas
em seguida houve piora do quadro clinico. Ademais, alguns animais apresentaram trombocitopenia e
um quadro de anemia normocitica normocrémica. Valores como creatinina, fosforo e ureia se
mantiveram e 8 animais manifestaram um quadro de hipoalbuminemia compativel com a proteindria

apresentada em doencas renais cronicas (GOMES, 2017).
CONSIDERACOES FINAIS

A partir das pesquisas citadas, é possivel concluir que os resultados da terapia com células
tronco é variavel e pode ser favoravel, visto que uma parte dos pacientes apresentaram significativa
melhora ou estabilidade da doeng¢a. Contudo, uma parte dos animais apresenta reacao adversa e até
6bhito. Dessa forma, é necessario que novos estudos sejam realizados com diferentes variaveis, pois
apesar da evolugdo das pesquisas, ndo € possivel evidenciar a garantia de seguranca. Além disso, de
acordo com essa revisdo, se comparar a terapia celular originada do tecido adiposo e da placenta
canina, os resultados desta, primeira evidencia mais chance de melhorar a qualidade de vida do

paciente.
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INTRODUCAO

A laminite € uma enfermidade que acomete os animais ungulados, em especial os cavalos,
ocorrendo o comprometimento da ligacdo entre o estojo cérneo e a falange distal, provocando
afundamento e rotag&o do osso. E uma afecgéo grave, sendo um dos mais importantes acometimentos
nos equinos. Com fisiopatologia parcialmente conhecida, seu desenvolvimento esté relacionado a
causas primérias associadas a sepse, endotoxemia, excesso de peso e endocrinopatias (Paula et al.,
2020).

As células-tronco mesenquimais (CTM) sao células-tronco (CT) de origem mesodérmica com
propriedades bioativas Unicas e surgem, nesse contexto, como agente terapéutico capaz de controlar
varias etapas da faléncia de tecidos, protegendo-os de danos inflamatérios. Essas células apresentam
propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatorias, exercendo efeitos antioxidantes que preservam

a integridade endotelial e promovem a angiogénese (Angelone, 2017).

Como desafio para esse tipo de tratamento, o controle das causas responséveis pela
persisténcia da doenca é fundamental. Algumas terapias celulares utilizando CTM para controle de
enfermidades e fatores priméarios predisponentes da laminite, como a sindrome metabdlica equina

(SME), ja sdo descritas na literatura.

Objetivou-se com esse trabalho coletar dados acerca do potencial curativo das CTM no

tratamento da laminite e suas causas primarias.

IMedicina Veterindria, Universidade Federal do Piaui.



DESENVOLVIMENTO

Associada a perda de células-tronco epidérmicas p63+ nas lamelas do casco dos cavalos, a
laminite sugere potencial proliferativo limitado do epitélio laminitico do casco. A terapia celular com
CTMs pode ser explorada como promissora ferramenta no aperfeicoamento da proliferacéo celular e a
gualidade tecidual, contribuindo, também, para o fortalecimento vascular e monitoramento do ambiente

pré-inflamatério (Cequier et al., 2021).

A acdo moduladora do intenso processo inflamatério da laminite, proporcionada pela terapia
celular das CTM, evidencia ndo somente sua contribuicdo para o restabelecimento dos tecidos
danificados, mas também seu papel anti-inflamatério, antioxidante e imunomodulador. Para maior
sucesso, a terapia com CTM deve ser iniciada na fase aguda da doenca, utilizando células autdlogas

ou alogénicas, paralelamente ao tratamento dos fatores perpetuantes da doenca (Oliveira, 2019).

Como um desses fatores que contribuem para a persisténcia da doeng¢a, a SME aparece como
um distarbio enddcrino caracterizado por obesidade patoldgica, alteracdo hepéatica e predisposi¢ao pro
desenvolvimento de laminite. Cequier et al. (2021) apresenta estudos utilizando células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTM-A) de cavalos acometidos por SME. Em um desses
estudos, as CTM-A apresentaram fenétipo senescente e apoptose desenvolvida com baixa capacidade
de diferenciacao, tornando a terapia improvavel. Contudo, um estudo recente expds CTM-A aut6logas
in vitro & farmacoterapia com 5-azacitidina e resveratrol visando debelar o fenotipo envelhecido dessas
células. As células demonstraram bom potencial in vivo no tratamento hepético de equinos com a
sindrome. Todavia, a terapia de CTM-A foi associada ao protocolo convencional para tratamento da
SME.

Descrita por Angelone et al. (2017), a combinagéo de plasma rico em plaquetas e CTM forma
um produto natural que tras beneficios clinicos quando utilizado na cicatrizacao de feridas, cicatrizagédo
Ossea e cirurgia plastica regenerativa. Os bioativos das plaquetas contribuem para reforgar as funcdes
biolégicas das CTM e, no tratamento da laminite equina, essa associacdo garantiu melhora na

aparéncia macroscopica e restabelecimento da vasculariza¢do do casco.
CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas nas bases de dados demonstraram variabilidade nos resultados estudados,
demandando mais estudos sobre vias de administracé@o de predilecéo e os efeitos celulares em casos
cronicos da doenga. Em contrapartida, a terapia celular com células-tronco mesenquimais apresentou-

se promissora para tratamento de casos agudos e de alguns fatores predisponentes da doenca.
Palavras-chave: Terapia celular. Medicina regenerativa. Células autélogas.
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INTRODUCAO

O diabete mellitus (DM) é uma doeng¢a metabdlica altamente prevalente na populacdo e que é
classificada como uma epidemia pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no Brasil segundo o
Ministério da Saude estima-se que existam aproximadamente 5 milhdes de pessoas com diabetes no
Brasil, sendo 90% do tipo 2 e 5-10% do tipo 1. A DM tipo 1 caracteriza-se pela destruicdo de células
pancreéticas que sdo responsaveis pela producédo de insulina, j& o DM tipo 2 caracteriza-se pela
deficiéncia nos mecanismos de deteccao de insulina culminando na resisténcia a insulina e é o tipo
mais predominante de DM e representa praticamente 95% do total de casos (MUZZY, 2021)

Atualmente o diabete mellitus é tratada preferencialmente com inje¢cBes de insulina, no
entanto, uma nova terapéutica vem sendo estudada e tem a possibilidade de ser a nova fonte de
terapia para o DM que seria a utilizacdo de células-tronco pluripotentes humanas (CTPH) (MEMON,;
ABDELALIM, 2020).

Desta forma, este trabalho trata-se de uma revisdo descritiva da literatura baseados em
artigos das principais bases de dados como PubMed, LILACS, MEDLINE e SciELO por meio de
busca avancada com o termo "Stem Cells" e " Diabets Mellitus ". A selecdo das publicacdes foi
realizada por meio da leitura dos textos na integra para seleciona-los de acordo com os critérios de
inclusdo e exclusdo durante um periodo de tempo de 2018 a 2022. Durante a fase de inclusédo das

publicacdes, foram consideradas artigos completos e correlacionados diretamente com a tematica.

DESENVOLVIMENTO

1 Curso de graduagdo em Farmaécia, Centro Universitario Unifacid Wyden



O Diabetes mellitus (DM) caracteriza-se se por niveis elevados e persistentes de glicemia
plasmatica sendo esta decorrente da escassez de insulina ou incapacidade desta agir
adequadamente. O DM divide-se em dois tipos, sendo eles o tipo 1 e o tipo 2, o tipo 1 também
denominado de doenga autoimune afeta a capacidade das células de secretar insulina para a
conversdo em glicose, ja o tipo 2 é considerado uma doenca cronica progressiva que surge de uma
deficiéncia nos mecanismos de deteccdo de insulina culminando na resisténcia a insulina. A
resisténcia a insulina é inicialmente compensada pelo aumento da producéo e liberacdo de insulina
com a expansédo concomitante da massa de células pancreaticas (PAN et al., 2019).

Independentemente da etiologia e das caracteristicas fisiopatoldgicas, ambos os tipos de DM
podem levar a complicagtes tardias como (distlrbios do metabolismo lipidico, autofagia, nefropatia,
retinopatia, neuropatia, infarto do miocéardio e acidente cardiovasculares, propensdo a infecgfes e
outros). Nos tempos antigos a diabetes foi compreendida como uma condi¢cdo que tinha seu
mecanismo e tratamento voltado unicamente a fatores nutricionais. Atualmente o tratamento da DM2
consiste na mudanca estilo de vida, tratamento da obesidade e farmacos com variados mecanismos
de acdo dentre os quais pretendem: aumentar a secrecao de insulina - sulfonilureias, analogos da
meglitinida e derivado da D-Fenilanina. Tais terapéuticas apresentam limitagbes, dentre as quais
estdo as complicagBes a longo prazo resultantes do aumento cronico da glicose. Esses tratamentos
apenas amenizam a doenga, ndo fornecendo cura bem como trazem riscos relacionados as injecdes
que podem ocasionar quadro hiperglicémico que é um estado critico e pretensioso a complicacfes
(Schmidt, 2018).

Uma alternativa a esta problemética € a utilizagdo de células tronco que consiste na producéo
de células-tronco embrionarias, elas podem ser cultivadas e tratadas para se diferenciarem em
gualquer tecido/célula do corpo. Esta produgdo de células produtoras de insulina, cultivadas in vitro
ofereceria massa suficiente para transplante, para que a terapia celular do diabetes pudesse ser
aplicada amplamente em pacientes diabéticos. Além da diferenciacdo celular direta e da terapia de
reposicao, o secretoma e os fatores reguladores das CTMs envolvem um forte componente paracrino,
representando assim umnovo paradigma para a terapéutica sem células na medicina
regenerativa (Ferreira et al. 2018; L et al. 2019).

As células-tronco sao células progenitoras auto-renovaveis que podem se diferenciar
em um ou mais tipos de células especializadas, com base nisto as mesmas vem sendo testadas para
0 tratamento da diabetes uma vez que por meio da inducdo, enriquecimento da populacdo de
células positivas para insulina, usando condi¢des de cultura adequadas, isolamento de células que
expressam insulina do resto da cultura ou direcionamento da via de diferenciacdo através do uso de
construtos genéticos, que codificam para fatores de transcricdo condicionam na reposicdo de ilhotas
nao funcionais no 6rgao nativo sendo assim uma fonte inesgotavel de células beta para transplante .
Entretanto verificou se que esta nova alternativa apresenta limitagcdes como a definicao transplante. O
indesejado células como progenitoras ndo endocrinos podem ser reduzido por diferentes métodos de
reagregacao (Nair et al. 2019; Veres et al. 2019), somado a isso existe a falta de conhecimento mais
especificos sobre a diferenciacao das células progenitoras e 0s processos para sua obtencdo bem

como fatores éticos relacionados a obtencéo das células tronco.



CONSIDERAGCOES FINAIS

Portanto, observou-se, que as terapias existentes para o tratamento da diabetes tém muitas
limitagGes, riscos e complicacbes oferecidas aos pacientes. A utilizacdo de células tronco
pluripotentes no tratamento da diabetes mellitus se mostra promissora e € uma excelente alternativa
diante da terapéutica tradicional, uma vez que, esta tecnologia apresenta inUmeras vantagens ao
paciente dentre as quais se citam a diminuicdo de complicacdes e surgimento de outras patologias e
a possibilidade de uma chance de cura. Ademais, considerando, a grande vantagem que 0 uso de
células tronco pode trazer para o tratamento de pacientes portadores de DM é importante a
realizacdo de mais estudos voltados a analisar ainda mais suas vantagens, desvantagens, limitacdes,
seguranca e utilizacdo por individuos portadores da diabetes, bem como sua implantacdo pelos
servigos de saude.
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LITERATURA
Geovana Vitoria Rocha Nascimento (Discente Medicina Veterinaria, UNINASSAU Teresina),
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INTRODUCAO

A cinomose é uma enfermidade infectocontagiosa causada por um RNA-virus do género
Morbillivirus, da familia Paramyxoviridae, afetando cées e outros carnivoros (BARALDI, et al., 2022;
NASCIMENTO, 2009). A sua transmissao ocorre principalmente por meio de aerossois e goticulas
contaminadas. A cinomose se caracteriza por ser uma doencga viral multissistémica, logo quando o virus
contamina o epitélio, este, se replica nos macroéfagos do trato respiratério superior e dissemina-se para
os tecidos linfaticos locais (MANGIA, 2008; SILVA, 2021). Ele pode afetar outros sistemas como o
sistema gastrico, tegumentar e nervoso, em gue o sistema nervoso é o mais afetado.

A doenca supracitada nao possui nenhum sinal patognoménico, em geral, o animal infectado
apresenta secrecdo nasal ou ocular, serosa a mucopurulenta, seguida por tosse seca, depresséo,
apatia e febre (BARALDI, et al., 2022). No que concerne aos sinais neurolégicos, ela varia de acordo
com a éarea do sistema nervosos central (SNC) acometido. Pode-se observar hiperestesia e rigidez
cervical ou paraespinhal, inflamacdo meningea, convulsédo, paraparesia ou tetraparesia com ataxia
sensorial e mioclonia (PENELAS, 2015; SILVA 2021).

Mesmo ap6és o tratamento, muitos animais ainda apresentam sequelas neuroldgicas devido a
possiveis danos irreversiveis, pois as células ndo conseguem recrutar células novas para exercer a
funcao da célula acometida (DANTAS, 2019). Por isso, diversos estudos estdo sendo feitos utilizando
as células-tronco como tratamento de sequelas neuroldgicas decorrentes da cinomose.

Objetivou-se com o trabalho realizar uma revisao de literatura sobre o uso das células-tronco
como terapia alternativa para cdes com sequelas neuroldgicas devido a cinomose, abordando o
tratamento e como este traz resultados promissores e satisfatorios para doencas que acometem o
sistema nervoso.

DESENVOLVIMENTO

A terapia com células-tronco tém sido alvo de estudos nos ultimos anos, sendo testada em
diversos organismos vivos com foco em doencas de importancia humana e veterinaria. Sua utilizacéo
tem alcancado resultados positivos principalmente no tratamento de doencas inflamatérias e
degenerativas (BRITO, et al., 2010; DANTAS, 2019; PAIM, et al., 2022). O uso de células-tronco como
tratamento consiste em restaurar o funcionamento de tecidos e 6rgdos, além de repor células
danificadas por células sadias, resultando na regeneracdo e reparacdo do tecido (SILVA, 2021).
Destaca-se 0 uso das células-tronco mesenquimais, também denominadas por células progenitoras
adultas multipotentes. Essas células podem ser retiradas de organismos adultos e conseguem
diferenciar-se em variados tipos celulares, porém, restritos de um mesmo folheto embrionario como as
células do estroma medular (DANTAS, 2019; SILVA, 2021).



As células-tronco mesenquimais sao indiferenciadas que apresentam alta taxa de proliferacéo,
potencial de auto renovacéo e capacidade de diferenciagdo em diversas células do organismo, atuando
diretamente na regeneragao de tecidos mesenquimais lesionados. Além disso, podem ser extraidas de
tecidos conjuntivos, como medula 6ssea e tecido adiposo (Dantas, 2019). Segundo Paim, et al. (2022)
as células-tronco mesenquimais podem obter a morfologia e funcionalidade de células danificadas ao
serem introduzidas no tecido lesionado, resultando em regeneracdo do mesmo.

Em céaes, as células-tronco estdo sendo utilizadas no tratamento alternativo das sequelas
ocasionadas pela cinomose, através do mecanismo de diapedese, as células-tronco conseguem
ultrapassar a barreira hematoencefalica, além disso, elas demonstram facilidade em alcancar o objetivo
no SNC pela ruptura da barreira hematoencefélica causada pelo virus da cinomose canina, desse
modo, abrindo caminho para a passagem das células (DANTAS, 2019; PAIM, et al., 2022). Segundo
Monteiro, et al. (2010) o tratamento com células-tronco mesenquimais consiste em aplicacdes
terapéuticas utilizando a fracdo celular mononuclear da medula 6ssea, que contém pequenas
quantidades de células-tronco mesenquimais ou o cultivo em laboratério de diversos 6rgaos. As
aplicagcbes podem ser in situ, ou seja, no local da leséo, isoladas ou combinadas com biomateriais e
por infuséo intravenosa.

Dantas (2019) em estudo realizado com nove cdes com idades entre seis meses e 0ito anos,
que sofriam de paresia, desiquilibrio, ataxia e nistagmo como sequelas neurolégicas da cinomose,
foram tratados com células-tronco mesenquimais alégenas retiradas de tecido adiposo de um céo
doador saudavel. O tratamento consistia em trés aplicacdes endovenosas com intervalo de 21 dias.
Nos resultados, houve uma reducéo de 55,6% dos casos de paresia, 33,4% de desequilibrio, 11,1% de
ataxia e 100% do nistagmo. Além disso, cerca de trés cdes jovens apresentaram melhora significativa
entre a primeira e segunda aplicacdo, enquanto cerca de dois cées mais velhos apresentaram resultado
desejado ap0s terceira aplicagdo. Fica evidente que os animais foram responsivos ao tratamento em
momentos distintos, ressaltando que a infec¢do e a recuperacao estdo relacionadas com idade, ao
estado imunolégico, a cepa e ao tempo de persisténcia do virus.

CONSIDERACOES FINAIS

A cinomose é uma doenga relevante na clinica, pois apresenta uma alta taxa de morbidade e
mortalidade. Além disso, pode causar diversas sequelas neuroldgicas que podem ser irreversiveis e
que diminuem a qualidade de vida do animal, por isso, sdo necessarias medidas mais efetivas no
tratamento dessas sequelas.

O tratamento com células-tronco tem apresentado grande potencial e vem trazendo resultados
promissores e seguros, de suma importancia para a recuperacao das sequelas neurolégicas causadas
pela cinomose. Entretanto, seus efeitos terapéuticos nédo foram eficazes em 100% dos casos, porém a
maior parte da literatura revisada demonstrou resultados positivos ap6s o tratamento.

Em suma, se faz necesséario mais estudos acerca da utilizacdo de células-tronco, ja que essa
terapia depende de diversos fatores, como caracteristicas da doenca e estado do paciente. Além disso,
0s resultados promissores da terapia proporcionam ao paciente melhor qualidade de vida.
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INTRODUCAO

Hé mais de meio século, foram descritas, pela primeira vez, as células progenitoras localizadas
na medula éssea com capacidade de diferenciar-se em osteoblastos, condroblastos, adipécitos e até
mieloblastos (FRIEDENSTEIN et al., 1966). As células-tronco mesenquimais derivadas da medula
O0ssea (CTMO) atuam modulando a resposta inflamatéria através de fatores imunomoduladores e
bioativos tréficos que secretam (CHU et al., 2020). Pois, promovem a resposta de linfécitos T helper 2
(Th2) inibindo a producéo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y) e aumento
da interleucina 10 (IL-10) (RODRIGUEZ-FUENTES et al., 2021; CAPLAN, 2007). A laponita € uma
nanoargila sintética com formula quimica Nao,7[(SisMgLio,3)O20(OH)4]o,7 (PERARO et al., 2020). Foram
apresentadas evidéncias de que a laponita é capaz de induzir a diferenciagcéo celular na auséncia de
fatores de inducdo. No entanto, pouco se sabe quanto as rea¢cfes imunolégicas e citotdxicas que essa
interacdo pode proporcionar para se alcangar tal objetivo (MIHAILA et al., 2013). Dessa forma, este
trabalho tem como objetivo avaliar a viabilidade das CTMO cultivadas com a laponita para identificar

possiveis concentracgdes citotoxicas do material.
METODOLOGIA

Este € um estudo experimental in vitro, elaborado segundo normas do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal e submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPI com

! Discente do curso de Mestrado, Programa de pds-graduagdo em Tecnologias Aplicadas a Animais de Interesse
Regional- Universidade Federal do Piaui.



proposta aprovada e registrada no nimero 695/21. A medula dssea foi coletada de ratos Wistar
seguindo a Resolugédo Normativa n° 37 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal.
Apé6s a coleta, as células foram mantidas em cultivo com suplementacdo de DMEM glutamax
(Invitrogen-Gibco®, USA) em incubadora com 5% de CO?, a 37°C com 95% de umidade e troca de meio
regular até a confluéncia de 80% (Figura 1A). Para o ensaio de viabilidade, as células em terceira
passagem foram cultivadas em placas de 96 pocos. Apds a aderéncia das células foi inserida a
laponita® em gel, fornecida pelo Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV-UFPI). As
células e o material foram cultivados em triplicada, sendo destinados 3 pocos para o branco, onde
foram mantidas com apenas o meio de cultivo; 3 po¢os para 0 grupo controle, onde se encontravam
apenas células; 3 pocos com células cultivadas com laponita® a 3% e 3 pogos com células cultivadas
com laponita® a 6%. Os resultados da viabilidade celular foram realizados em 24 e 48 horas através
da metodologia de MTT, no qual o meio de cultivo foi substituido por solucdo de brometo de MTT (3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio) (M2003 Sigma-Aldrich) 5 mg/mL e D-MEM High
Glucose. As placas foram incubadas por 4 horas a 37 °C com 5 % de CO2 e ap0s esse tempo, foram
retirados o sobrenadante que posteriormente foi descartado e foi adicionado 100uL de DMSO. A placa
ficou em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente para dissolu¢do completa dos cristais de
formazan, sendo realizada a leitura a 570 nm em leitora de placa Biotek (modelo ELx800). Os
resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade através da média da absorbancia dos

tratados/ média dos controles x100, de acordo com (WANG et al., 2011).
RESULTADOS E DISCUSSAO

As células-tronco derivadas da medula 6ssea de ratos Wistar, cultivadas com laponita®, por
meio do teste de MTT, demonstrou em 24 horas de cultivo uma viabilidade celular de 86% em
concentracdo de 3% do material em relacdo ao grupo controle (100%), no entanto, em concentracao
de 6% da laponita® ocorreu aumento da viabilidade celular com 116% em relagdo a0 mesmo grupo
controle. Em 48 horas de cultivo as células-tronco tiveram uma viabilidade de 120% e 134%

respectivamente (Figura 1B).
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Figura 1: (A) Confluéncia acima de 80% das CTM formando uma monocamada de células. (B) gréfico

com resultado do teste de Viabilidade celular por MTT das CTMO com laponita®



Para que um biomaterial ndo apresente citotoxicidade, este deve demonstrar viabilidade celular
maior que 70%, e valores acima de 70% s&o observados em todos 0s resultados. Sugere-se que esse
aumento da viabilidade celular encontrado nesse estudo ocorra em consequéncia da expansdo das
células em contato com a laponita®, que favoreceu e contribuiu com a proliferagdo celular (NIAMSAP
et al., 2019).

CONCLUSAO

Conclui-se que, mediante realizagdo do teste de MTT, o uso da nanoparticula de laponita® em
culturas de células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea de murino, nao apresentou efeitos
citotéxicos nas duas concentracdes testadas, pois os resultados de viabilidade foram acima de 70%.
Evidenciando-se, portanto, sua propriedade biocompativel, sendo a possivel a utilizagdo para testes in
vitro e in vivo. O material tem grande potencial de uso na engenharia de tecidos pois de acordo com o

teste realizado, o material fornece um ambiente propicio para o crescimento celular.
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