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EPIGRAFE

“O mar é téo profundo na calmaria quanto na tempestade ".
(John Donne)



RESUMO

Introducgéo: Os produtos de terapia avancada (PTA) sdo grandes promessas terapéuticas em
situacOes clinicas complexas e sem alternativas médicas disponiveis. Sdo classificados
como: produtos de terapia celular avancada, de engenharia tecidual e de terapia génica. A
membrana amniética humana (MAH) representa um biomaterial estavel, flexivel, resistente
e de baixo custo, que quando somada as propriedades regenerativas das células-tronco
mesenquimais (CTM) derivadas do tecido do corddo umbilical (TCU) humano forma um
PTA com alto potencial para utilizacdo em tratamentos clinicos. Entretanto, & necessario o
cumprimento de requisitos minimos de eficacia, seguranca e qualidade para seu uso, registro
e comercializa¢do. Visando validar a seguranca e a qualidade do PTA desenvolvido, é
imprescindivel a realizacdo de testes de biocompatibilidade que busquem avaliar a
citotoxicidade e genotoxicidade. Essas técnicas apresentam principios especificos e podem
ser utilizadas para determinar se o PTA ¢é biocompativel com regides acometidas por lesbes
condrais, através do co-cultivo com condrdcitos.

Objetivo: Avaliar a biocompatibilidade de um produto de terapia avangcada - membrana
amnidtica recelularizada com células-tronco mesenquimais derivadas do tecido de cordao
umbilical humano - em co-cultivo com condrécitos.

Métodos: O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catolica do Parana (CAAE: 83139918.1.0000.0020). Foram utilizadas trés
amostras de TCU para o isolamento das CTM, uma amostra de placenta para obtencdo da
MAH e uma amostra de tecido cartilaginoso para o isolamento de condrdcitos. Para avaliar a
biocompatibilidade, buscou-se mimetizar as condigdes in vivo de regides acometidas por
lesbes condrais, co-cultivando condrocitos com: CTM, PTA, membrana comercial Chondro-
Gide® celularizada com CTM e o peroxido de hidrogénio (H.0; - causador de danos
citotoxicos) ou células da linhagem de adenocarcinoma cervical (HeLa - com acimulo de
danos genotoxicos). Foram realizadas as técnicas de vermelho neutro, MTT e anexina V/7-
AAD para avaliar a citotoxicidade das condicOGes testadas, e as técnicas de cometa,
micronucleo e analise cromossdmica para analisar a presenca de alteracfes nucleares.

Resultados: Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que os condrdcitos co-cultivados
com o PTA tiveram resultados semelhantes aos da Chondro-Gide®, ndo demonstrando danos
citotoxicos nessas condi¢des. Os ensaios de genotoxicidade demonstraram baixos indices de
alteracdes nucleares nas amostras co-cultivadas com o PTA em comparacdo com a Chondro-
Gide®.

Conclusdo: O PTA, formado pelas CTM associadas a MAH, ndo apresentou efeitos
citotoxicos ou genotdxicos em condrécitos co-cultivados in vitro. O produto validado, de
acordo com os testes e normativas utilizadas, pode ser considerado biocompativel e
disponibilizado como uma alternativa para diferentes tratamentos clinicos, tais como lesdes
da cartilagem articular.

Palavras-chave: Lesdes Condrais; Membrana Amniotica Humana; Produto de Terapia
Celular Avangada; Co-Cultivo; Testes de Citotoxicidade; Testes de Genotoxicidade.



ABSTRACT

Introduction: Advanced therapy medicinal products (ATMP) hold great therapeutic
promise in complex clinical situations and with no medical alternatives available. They are
classified as advanced cell therapy, tissue engineering and gene therapy products. The
human amniotic membrane (HAM) represents a stable, flexible, resistant and low cost
biomaterial, which when added to the regenerative properties of mesenchymal stem cells
(MSC) derived from human umbilical cord tissue (UCT) forms an ATMP with high
potential for use in clinical treatments. However, it is necessary to comply with minimum
efficiency, safety and quality requirements for its use, registration and commercialization.
In order to validate the safety and quality of the developed ATMP, it is essential to carry
out biocompatibility tests that seek to assess cytotoxicity and genotoxicity. These
techniques have specific principles and can be used to determine whether ATMP is
biocompatible with regions affected by chondral lesions, through co-culture with
chondrocytes.

Objective: Assess the biocompatibility of advanced therapy medicinal products - amniotic
membrane recellularized with mesenchymal stem cells derived from human umbilical cord
tissue - in co-culture with chondrocytes.

Methods: The study was approved by the Research Ethics Committee from Pontificia
Universidade Catdlica do Parana (CAAE: 83139918.1.0000.0020). The UCT samples were
used to isolate MSC, one placental sample to obtain HAM and one sample of cartilage
tissue for isolate chondrocytes. To assess the biocompatibility of ATMP, we sought to
mimic the in vivo conditions of regions affected by chondral lesions, co-cultivating
chondrocytes with MSC, ATMP, commercial membrane Chondro-Gide® cellularized with
MSC and hydrogen peroxide (H20. - causing of cytotoxic damage) or cells of the
adenocarcinoma lineage (HelLa - the accumulation of genotoxic damage). Neutral red,
MTT and annexin V/7-AAD techniques were performed to assess the cytotoxicity of the
conditions tested and comet, micronucleus and chromosome analysis techniques to analyze
the presence of nuclear alterations.

Results: The cytotoxicity tests demonstrated that the chondrocytes co-cultured with ATMP
had results similar to those of Chondro-Gide®, showing no cytotoxic damage in these
conditions. Genotoxicity assays demonstrated low rates of nuclear alterations in samples
co-cultured with ATMP compared to Chondro-Gide®.

Conclusion: The ATMP, formed by MSC associated with decellularized HAM, did not
show cytotoxic or genotoxic effects in co-cultured in vitro chondrocytes. According to the
tests and standards used, the validated product can be considered biocompatible and made
available, as an alternative for several clinical treatments, such as articular cartilage
injuries.

Keywords: Chondral Injuries; Human Amniotic Membrane; Advanced Therapy Medicinal
Products; Co-Cultivation; Cytotoxicity Tests; Genotoxicity Tests.
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1.INTRODUCAO

Os biomateriais sdo alternativas promissoras na construcdo de produtos destinados
ao uso humano, apresentando biocompatibilidade e estruturas porosas que permitem a
fixacdo e proliferagdo celular (ABAZARI et al., 2020). Alguns desses produtos sdo
destinados ao tratamento de lesdes, tais como os que utilizam membranas comerciais de
origem industrial, entretanto, o valor financeiro desses procedimentos tende a ser
elevado (MURPHY et al.,, 2019). Tais membranas auxiliam o ambiente celular,
podendo ser substituidas por tecidos humanos de facil obtencéo e de menor custo, como
a Membrana Amnio6tica Humana (MAH), que apresenta propriedades semelhantes as
membranas comerciais, tais como: permeabilidade, estabilidade, flexibilidade,
plasticidade e resisténcia (SILINI et al., 2013; CHOPRA & THOMAS, 2013; GUPTA
etal., 2014; ALVES & SANT’ANNA, 2016).

A MAH representa uma matriz coldgena que permite a proliferacdo celular ap6s
processos de descelularizagdo, fornecendo um ambiente para a liberacdo de fatores
celulares que auxiliam no processo reparativo (ALVES & SANT’ANNA, 2016). A
recelularizacdo dessa membrana com as células-tronco mesenquimais (CTM), que
podem ser obtidas do tecido do corddo umbilical (TCU), tem o potencial de auxiliar no
reparo de tecidos acometidos por lesbes, formando um produto alternativo aos métodos
convencionais utilizados na medicina (GOBBI et al., 2011; ALVES & SANT’ANNA,
2016; KARAMI et al., 2019).

Esse produto se enquadra nos critérios estabelecidos para um Produto de Terapia
Avangada (PTA) pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo a
validacao da eficacia, seguranca e qualidade considerados requisitos para que 0 Seu uso
seja aprovado no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). A presenca de

biocompatibilidade é considerada como uma parte desse processo, sendo fundamental a
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realizacdo de testes capazes de avaliar diferentes niveis de toxicidade (ABNT, 2013).

As normativas presentes na 1ISO 10993:2009 elencam técnicas in vitro capazes de
avaliar se um produto biologico desencadeia efeitos citotoxicos ou genotdxicos quando
implantados in vivo, recomendando protocolos especificos para cada ensaio (ISO,
2009a; ISO, 2009b; ABNT, 2013). Entre o conjunto de ensaios citotoxicos e
genotoxicos que podem ser utilizados para avaliar a biocompatibilidade de um PTA,
respectivamente, destaca-se: os testes espectrofotométricos, que apresentam a finalidade
de predizer concentracdes que inibem o crescimento celular; e os ensaios em material
genético, que apresentam formas de mensurar danos ocasionados por um produto na
regido nuclear (ECVAM, 1990; OECD, 2010; SLOCZNSKA et al., 2014; COLEMAN
etal., 2017).

As normativas e os testes de biocompatibilidade sdo, portanto, bases para
determinar se um PTA, como o desenvolvido a partir da MAH recelularizada com CTM
derivadas do TCU, apresentam requisitos de seguranca e qualidade minimos para ser
utilizado em terapias clinicas, como por exemplo, na ortopedia (SORRELL &

CAPLAN, 2010; PINTUS et al., 2018).

22



2. JUSTIFICATIVA

A projecdo de aumento de lesBes associadas ao tecido cartilaginoso nas proximas
décadas (FRONTERA, 2017) trouxe & tona a discussdo sobre os beneficios e limitacbes
proporcionados pelos tratamentos convencionais existentes, entre eles os que utilizam
membranas comerciais como enxerto no local da leséo. Outras terapias, baseadas na
aplicacdo de CTM na articulagéo lesionada, demonstram a tendéncia do extravasamento
dessas células para outras regides (WHITWORTH & BANKS, 2014). Diante desse
cenario, o desenvolvimento de um PTA, composto de MAH recelularizada com CTM,
com menor custo e capaz de reter as CTM transplantadas no local da lesdo representa
uma terapia alternativa e vantajosa para a reparacdo de tecidos (PINTUS et al., 2018).

A MAH possui caracteristicas que elevam seu potencial clinico como um
biomaterial e ressaltam seus beneficios em comparacdo as membranas comerciais: é de
facil obtencdo, apresenta baixo custo, possui propriedades mecénicas ideais, tem
capacidade de induzir o processo de cicatrizagcdo, qualidades ndo compartilhadas por
polimeros sintéticos. A soma deste biomaterial com as CTM tem se mostrado promissor
em estudos in vitro, demostrando potencial reparativo (ISLAM et al., 2015; MOHAN et
al., 2017; RAMUTA & KREFT, 2018).

Por conta disso, a associa¢cdo da MAH com CTM obtidas do TCU na forma de um
PTA ¢é considerado uma opc¢do terapéutica, sendo fundamental atestar parametros de
seguranca e qualidade através da biocompatibilidade, assim como a auséncia de
toxicidade desse produto (SORRELL & CAPLAN, 2010). Para isso, o0 PTA precisa ser
submetido a testes in vitro, de acordo com protocolos nacionais e internacionais
vigentes, destinado a validacdo e registro, para que futuramente possa ser registrado e

oferecido como tratamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).
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3. ESTADO DA ARTE

3.1 LESOES DA CARTILAGEM ARTICULAR

O sistema musculoesquelético (SME) reune tecidos e estruturas responsaveis
pela forma, protecdo e movimentagdo do organismo, destacando-se a associagédo entre:
musculo esquelético, 0sso, cartilagem articular, tenddes e ligamentos (HOY et al., 2014;
BOROS & FREEMONT, 2017).

Estima-se que as lesdes do SME afetam 1,3 bilhGes de pessoas ao redor do
mundo (SAFIRI et al., 2020), apesar disso, a importancia desse sistema tem sido
subestimada, uma vez que raramente se mostra fatal, mas seus danos sdo considerados
irreversiveis e associados ao avanco da idade. Por conta do aumento na expectativa de
vida da populacéo, avancos no desenvolvimento de mecanismos médicos voltados a
reparacdo dos tecidos ligados ao SME s@o de extrema importancia (FRONTERA,
2017).

As lesdes condrais afetam o SME através do comprometimento da cartilagem
articular, estrutura responsavel pela absorcdo de impactos e minimizacdo de atritos,
sendo dividida em: zona superficial, com condrdcitos arredondados e organizados de
forma isolada ou em grupos is6genos; zona intermediaria, caracterizada por condrocitos
achatados em aglomerados horizontais; zona profunda, que apresenta condrécitos
perpendiculares e uma linha basofilica, dita tidemark, que forma uma divisoria entre a
proxima camada; e zona calcificada, localizada acima do osso subcondral, apresentando
cartilagem mineralizada e condrdcitos em processo de degeneracdo (Fig. 1) (DA

FONSECA, 2011; KUNZ et al., 2015; LONGARAY, 2019).
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Figura 1: llustragdo representativa das zonas presentes na cartilagem articular. Os condrdcitos sao
distribuidos em diferentes configuracdes ao longo das quatro zonas presentes na cartilagem hialina
articular; superficial, intermedidria, profunda e calcificada.

Fonte: O autor (2021), baseado em Kunz et al. (2015) e Longaray (2019). Criado com BioRender.com.

O comprometimento da cartilagem articular acarreta no menor desempenho de suas
funcdes, e com o tempo pode se tornar cronico, uma vez que este tecido € hipocelular,
avascular, aneural e alinfatico, o que diminui a possibilidade de processos regenerativos
naturais, sendo importante o desenvolvimento de alternativas voltadas a reparagdo dessa
regido, tais como as proporcionadas pela terapia celular (AIGNER & STOVE, 2003;
CHAHLA et al., 2016). Por conta disso, é importante o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas voltadas as diferentes intensidades de lesbes condrais, classificadas de
acordo com a International Cartilage Repair Society (ICRS) (1998): normal (grau 0);
qguase normal, com amolecimento da cartilagem (grau 1); anormal, com fissuras
superficiais (grau 2); leséo grave, com fissuras profundas (grau 3); e lesdo muito grave,

com erosao 6ssea (grau 4).
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3.2 MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA

A MAH é um anexo embrionario associado ao cérion na placenta de mamiferos,
que pode ser dividida estruturalmente em camada epitelial, membrana basal e estroma
avascular. A camada epitelial é formada por um epitélio simples de células cuboidais ou
colunares, sendo estas dispostas sobre uma espessa membrana basal formada por
laminina, fibronectina e colédgeno dos tipos II, IV e V.

O estroma avascular é a estrutura mais basal da MAH, sendo subdivido em camada
compacta, fibroblastica e esponjosa (ALVES & SANT’ANNA, 2016). A camada
compacta é densa e praticamente desprovida de células, sendo encontrada adjacente a
membrana basal, formando uma importante rede reticular de colageno do tipo | e lll,
além de fibronectina (ALVES & SANT’ANNA, 2016). A camada fibroblastica é
responsavel pela secrecdo de colageno, sendo uma regido rica em CTM. Por ltimo, a
camada esponjosa é constituida por coladgeno do tipo Ill, além de proteoglicanos e
glicoproteinas (Fig. 2) (CHOPRA & THOMAS, 2013).

Além de propriedades especificas associadas a aspectos anti-inflamatérios e
reparativos, a MAH apresenta propriedades mecanicas como permeabilidade,
estabilidade, flexibilidade, plasticidade e resisténcia, 0 que a torna comercialmente
atrativa, principalmente por apresenta baixa imunogenicidade, conferindo a membrana
biocompatibilidade para ser utilizada em transplantes (CHOPRA & THOMAS, 2013;
SILINI et al., 2013; GUPTA et al., 2014).

Estas propriedades estdo presentes em um tecido extra-embrionario que é
descartado apds o parto como residuo de salde, e isso despertou um interesse especial
dos pesquisadores, tornando a MAH uma importante fonte de tecido para novas
terapias, entre elas as que visam o reparo de fungbes do corpo comprometidas por

algum trauma (ALVES & SANT’ANNA, 2016). Diante disso, a MAH quando
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associada a CTM apresentam resultados reparativos promissores, como mostrado por
Kim et al. (2009) através da cicatrizacdo de feridas em coelhos. Ja Kakabadze et al.
(2019) avaliaram a recelularizacdo da membrana com CTM alogénicas, observando o

aumento do processo reparativo de lesdes acometidas por queimaduras.
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Figura 2: llustracdo representativa das divisdes estruturais da membrana amniética humana. Associada
ao feto na placenta e anexada a membrana coribnica, a membrana amniotica é subdivida em: camada
epitelial, membrana basal e camadas compacta, fibrobléstica e esponjosa.

Fonte: O autor (2021), com base em Alves & Sant’Anna (2016). Criado com BioRender.com.
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3.3 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DO

TECIDO DO CORDAO UMBILICAL

O cordéo umbilical é formado durante o desenvolvimento fetal (aproximadamente
na quinta semana de gestacdo), representando uma conexdo entre o feto e a mae,
permitindo a obtencdo de nutrientes e trocas gasosas. A morfologia do corddo umbilical
envolve uma haste flexivel composta por duas artérias, uma veia e a geleia de Wharton
— substancia volumosa e de aspecto gorduroso, que envolve os vasos (YAMPOLSKY et
al., 2008; MALHEIROS et al., 2016; KATHERIA, 2018).

O TCU é uma importante fonte de células para multiplas pesquisas (SUSS et al.,
2015), uma vez que sua utilizagcdo apresenta vantagens em relacdo a outras fontes:
praticidade na coleta e manuseio; auséncia de riscos para a parturiente e 0 recém-
nascido; facilidade ética frente ao uso em pesquisas experimentais; células com elevada
plasticidade e capacidade de expansdo (KOGLER et al., 2004; NAGAMURA-INOUE
& HE, 2014).

As CTM ou células estromais mesenquimais sdo multipotentes, podem ser
encontradas em outras fontes além do TCU, como a medula 6ssea (HORWITZ et al.,
1999) e a polpa dentaria (GRONTHOS et al., 2002), e apresentam o potencial de se
diferenciar em pelo menos trés tipos celulares in vitro e in vivo (HAN et al., 2011;
KEATING, 2012).

Além disso, para uma populacdo de células ser considerada mesenquimal, a
International Society for Cellular Therapy (ISCT) (DOMINICI et al., 2006) estabelece
critérios minimos, tais como: aderéncia ao frasco quando mantidas em cultivo, potencial
de diferenciagdo nas linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica, e expressao
dos marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90 e auséncia do CD34, CD45, CD14,

CD19 e HLA-DR, quantificados por citometria de fluxo (Fig. 3).
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Figura 3: llustracdo representativa do isolamento de células-tronco mesenquimais (CTM) do tecido do
corddo umbilical (TCU). Apés a parto, a partir do TCU coletado, sdo isoladas as CTM. Estas, apresentam
aderéncia ao frasco, diferenciacdo em adipdcitos, condrécitos e osteoblastos e expressam os marcadores
de superficie CD105, CD73 e CD90 e nédo apresentam CD34, CD45, CD14, CD19 e HLA-DR, de acordo
com os critérios definidos pela International Society for Cellular Therapy.

CTM: Células-tronco mesenquimais; TCU: Tecido do corddo umbilical; CD: Grupo de diferenciacdo
celular; HLA-DR: Antigeno de histocompatibilidade leucocitéria - DR

Fonte: O autor (2021), baseado em Kdogler et al. (2004) e Dominici et al. (2006). Criado com
BioRender.com.

As CTM apresentam uma variedade de propriedades bioldgicas e atividades
imunomodulatorias, podendo migrar para locais acometidos por lesdes teciduais e atuar
na modulacdo da resposta inflamatéria (UCCELLI et al. 2006; HAN et al., 2011;
SHARMA et al., 2014). Por conta disso, essas células tém sido utilizadas no tratamento
de lesBes condrais através do reparo tecidual (ABBASI-MALATI et al., 2018; VAN DE
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WATER, 2020), onde destaca-se a associacdo com o transplante autdlogo de
condrécitos (MIGLIORINI et al., 2020) e a utilizacdo de scaffolds de colageno

destinados a recuperacao da cartilagem do joelho (KUPCZIK et al., 2021).

3.4 BIOCOMPATIBILIDADE: NORMATIVAS E TESTES

A capacidade de um material em interagir com um sistema biol6gico, sem
provocar danos ou rejeicdo, é definido como biocompatibilidade, composta pela
intersecdo existente entre o material e sua funcionalidade quando inserido em um
agente bioldgico, sendo esta interacdo dependente da resposta celular e tecidual (Fig. 4)
(WILLIAMS, 2008). Sabe-se que, desde o século XX, os dispositivos clinicamente
implantaveis teriam melhor desempenho se o material que os constituem ndo fossem
guimicamente reativos com estruturas bioldgicas, com isso, 0 conceito de
biocompatibilidade passou a se referir a dispositivos com auséncia de toxicidade,
irritabilidade, imunogenicidade, ndo trombogénicos ou cancerigenos (KIRKPATRICK

etal., 1998; WILLIAMS, 2008).

Agente
Biologico

Material

Figura 4: llustracdo representativa da intersecdo que rege a biocompatibilidade. A biocompatibilidade
representa a intersecdo entre um agente bioldgico (por exemplo, um paciente) com um material que
desempenhara alguma funcionalidade quando aplicado em um local de leséo.

Fonte: O autor (2020), com base em Williams (2008).
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Com o avanco das terapias associadas a medicina regenerativa, a
biocompatibilidade se tornou um termo recorrente em estudos envolvendo ions de prata
em enxertos 0sseos (MARQUES et al., 2017), nanoparticulas magnéticas associadas a
linhagens celulares para a prevencdo de doencas sistémicas (JIANG et al., 2019),
scaffolds a base de polimeros naturais destinados a engenharia de tecidos
(AKILBEKOVA et al., 2018; ASADI et al., 2020) e membranas colagenas de origem
xenogeénica — doador de espécie diferente do receptor - destinadas a manutencdo da
integridade tecidual (POZZOLINI et al., 2018).

A grande diversidade de materiais potencialmente biocompativeis requer
mecanismos capazes de investigar o efeito destes em contato com estruturas bioldgicas.
Diante disso, a cultura celular in vitro € comumente utilizada, explorando a resposta
das células quando expostas a condicdes especificas. Contudo, estes resultados nao
podem ser transpostos imediatamente para ensaios in vivo, sendo necessario testes
capazes de realizar uma triagem seletiva de materiais potencialmente danosos a salude

(PETERS, 2013; PIRES et al., 2016).

3.4.1 NORMAS VIGENTES

O Ministério da Saude do Brasil, por meio da ANVISA dispde sobre o registro de
um PTA conforme a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) N° 338 de 20 de
fevereiro de 2020. Esta Resolucdo estabelece requisitos de eficacia, seguranca e
qualidade para o registro, uso e comercializacdo no Brasil de um PTA, visto que o
define e diferencia de outros medicamentos, principalmente quando ligado ao uso de

células, conforme o capitulo I, secéo 111, artigo 4°, inciso XXII:
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“Produto de terapia celular avangada: produto biolégico
constituido por células humanas ou seus derivados ndo
quimicamente definidos, que possui a finalidade de obter
propriedades terapéuticas, preventivas ou de diagnoéstico, por
meio de seu modo de acédo principal de natureza metabélica,
farmacologica e/ou imunoldgica, para uso autélogo ou
alogénico em humanos, sendo que (a) tenha sido submetido
a manipulacdo extensa; e/ou (b) desempenhe no receptor
fungdo distinta da desempenhada no doador”

O artigo 4°, incisos XVIII, XIX e XX definem os produtos de terapia celular
avancada de classes | — submetidos a manipulagdo minima — e classe Il — submetido a
manipulacdo extensa. Os produtos de classe I, devem apresentar segundo o capitulo V,

artigo 23, um dossié de qualidade, com informacdes a respeito da biocompatibilidade:

“InformacBes sobre suportes, matrizes e dispositivos
utilizados, incluindo os testes realizados para avaliacdo de
seguranca, biocompatibilidade e durabilidade [...]”.

Referente a biocompatibilidade, a normativa internacional para avalia¢do bioldgica
de dispositivos médicos, revisada pela ANVISA e aprovada pela Associagdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) é representada pela NBR ISO 10993:2009 que especifica
e descreve métodos para avaliar a resposta bioldgica de células in vitro em relacdo a
diferentes niveis de toxicidade (ABNT, 2013). A terceira parte desta normativa dispde
de ensaios capazes de avaliar a toxicidade genética do material bioldgico testado, que
deve abranger preferencialmente os trés niveis de efeitos genotoxicos: efeitos sobre o
acido desoxirribonucleico (DNA), mutacdes génicas e aberragdes cromossdémicas (1SO,
2009a). A quinta parte da normativa relaciona opcdes de testes capazes de predizer se o
produto testado ndo acarreta efeitos citotdxicos quando implantado (ISO, 2009b).

Outras normas técnicas sdo adotadas como guias em conjunto a ABNT para a
execucao especifica de cada teste de citotoxicidade, como € o caso do protocolo n°® 17
da European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) para o teste
de MTT e do documento n°® 129 da Organization for Economic Cooperation and
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Development (OECD) para o teste de vermelho neutro (ECVAM, 1990; OECD, 2010).
Ja para a genotoxicidade, o teste de micronucleo e o ensaio de cometa seguem as
diretrizes da OECD para testes in vitro utilizando células de mamiferos, sendo
respectivamente, os guias n° 487, que confere autorizacdo para ensaios a base de
citocalasina B, e n°® 489, que diz respeito a ensaios de eletroforese em gel (OECD,

2014; OECD, 2016).

3.4.2 TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE

Visando validar a biocompatibilidade de um material ou produto destinado ao uso
individual ou coletivo, e levando em consideracdo as normativas vigentes aprovadas por
orgdos reguladores, uma série de testes in vitro sdo descritos e utilizados na pesquisa.
Alguns destes testes tém como principio mensurar a morte celular, observando um
efeito citotoxico (LEE et al., 2014; SILVA et al., 2019). Quando os testes celulares
demonstram que o efeito do material in vitro causou perda ou alteracdes de
caracteristicas do material genético, este dano é chamado de genotoxico e implica na
suspensdo do uso do material em pesquisas clinicas (MASSON, NASCIMENTO &

LOMBELLO, 2014; PRZEKORA, 2019).

3.4.2.1 Testes de Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade variam conforme o objetivo no qual sdo empregados.
Alguns buscam avaliar o efeito de um produto farmacoldgico sobre a viabilidade celular
e outros se voltam sobre o efeito na sinalizagdo ou interacdo celular (FRESHNEY,
2005; NILES et al., 2009). Na pratica, estes testes sdo desenvolvidos devido a

dificuldade de simular reac6es e respostas sistémicas in vivo, buscando analisar a nivel
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celular estas interacdes, permitindo uma triagem de produtos de forma econdmica e
reproduzivel (GOLSTEIN & KROEMER, 2007; COLEMAN et al., 2017).

Estes testes tém como base as diferencas fisico-quimicas entre as células viaveis e
as que se apresentam em apoptose ou necrose. As células vidveis apresentam uma
distribuicdo distinta entre os fosfolipidios presentes na membrana plasmatica interna e
externa, que mantém sua estrutura integra. Em contrapartida, células em apoptose ou
necrose apresentam alteracGes morfologicas caracteristicas, ligadas ao dano da
membrana celular e exposicdo do citoplasma, alterando a permeabilidade e permitindo a
entrada do corante utilizado em grande parte dos testes (KERR et al., 1972; GOLSTEIN

& KROEMER, 2007; HU et al., 2015).

3.4.2.1.1 Ensaio Vermelho Neutro

O ensaio de viabilidade celular por meio da captacdo do corante vermelho neutro,
que interage com a via lisossémica de células viaveis em cultura celular, é capaz de
predizer as concentracdes de uma substancia que inibem 20, 50 e 80% do crescimento
celular, através da analise dos valores de absorbancia (OECD, 2010). Este ensaio vem
sendo utilizado para determinar a viabilidade de condrécitos expostos a polimeros
biodegradaveis voltados a reparacdo osteocondral (AOKI & SAITO, 2020; LAMPONI
et al., 2020), e de diversas linhagens celulares em contato com hidrogel bioadesivo
(CAPELLA et al., 2019).

Segundo a OECD (2010), a utilizacdo do corante vermelho neutro para determinar
a viabilidade celular forma um método simples, preciso e reproduzivel, sendo util na
triagem de produtos e medicamentos capazes de causar algum efeito citotdxico sobre as
células. Seu principio envolve a permeabilidade das células vidveis ao corante, que

guando em contato com o citoplasma, passa a ser incorporado pelas organelas
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lisossdmicas, sendo liberado com a adicdo de solventes acidos, permitindo quantificar o

grau de incorporagdo (FOTOKIS & TIMBRELL, 2006; REPETTO et al., 2008) (Fig.

5).
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Figura 5: llustragdo representativa da incorporacdo do corante vermelho neutro. As células viaveis - que
possuem a bicamada fosfolipidica integra - incorporam o corante vermelho neutro presente no espacgo
extracelular por meio das proteinas transmembranas, o encaminhando para o citoplasma celular. Nessa
regido, esse corante é incorporado por um grupo de organelas, chamadas lisossomos.

Fonte: O autor (2021), com base na OECD (2010). Criado com BioRender.com.

3.4.2.1.2 Ensaio MTT

O ensaio de viabilidade celular através da captagdo do corante MTT (3 - [4,5 —
dimetil-2-tiazolil] - 2,5-difenil - 2H - tetrazolio) se baseia na reducéo deste em cristais
de formazan através da interacdo com desidrogenases mitocondriais de células viaveis
(Fig. 6), sendo capaz de predizer as concentracdes de uma substancia que inibem 20, 50
e 80% do crescimento celular, através da analise dos valores de absorbancia (ECVAM,

1990). Este ensaio vem sendo utilizado para determinar a viabilidade de CTM geradoras
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de exossomos destinados a angiogénese de células endoteliais, e em contato com
scaffolds de queratina e colageno (ARSLAN et al., 2017; TAGHDIRI NOOSHABADI
et al., 2019), além de lipossomas utilizados como carreadores de medicamentos contra o

cancer (LEWICKI et al., 2017).
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Figura 6: llustracdo representativa da incorporacdo do corante MTT. As células viaveis - que possuem a
bicamada fosfolipidica integra - incorporam o corante MTT tetraz6lio por meio das proteinas
transmembranas, em seguida, esse corante passa a interagir com organelas mitocondriais presentes no
citoplasma, ocorrendo a liberacéo de elétrons e a conversdao em MTT formazan, que passa a ser liberado
pelas células no espaco extracelular.

MTT: 3 - [4,5 - dimetil-2-tiazolil] - 2,5 - difenil - 2H - tetrazolio.
Fonte: O autor (2021), com base no ECVAM (1990). Criado com BioRender.com.

Segundo 0 ECVAM (1990), o ensaio MTT foi desenvolvido para avaliar a
proliferacdo celular em resposta a diversos fatores de crescimentos, citocinas e agentes
toxicos, seu principio de acdo é muito utilizado na quantificagdo da viabilidade. Isto se
deve a conversdo do MTT tetrazolio - sal de coloracdo amarela e solivel em &gua - em
MTT formazan - sal de coloragdo purpura, insoltvel em &gua - pelas células viaveis,
gue por possuirem metabolismo ativo, sdo capazes de doar elétrons pela a¢do da enzima
NAD (P) H oxidoredutase presente nas mitocondrias, causando a mudanca de coloragdo
(VAN MEERLOO et al., 2011; GLORIEUX & CALDERON, 2019).
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3.4.2.1.3 Ensaio de Viabilidade e Apoptose

Diferentes técnicas quantificam a morte celular com base na diversidade de estados
estruturais, fisiologicos e genéticos das células, dentre elas a citometria de fluxo, que
utiliza marcadores ou corantes fluorescentes (CRONIN & WILKINSON, 2010). A
citometria de fluxo é um método multiparamétrico, realizada em um citdbmetro, que
adquire e analisa células coradas com corantes fluorescentes ou marcadas com
anticorpos conjugados com fluorocromos, através da excitacdo destes por fontes de
radiacdo laser emitidas em comprimentos de onda especificos (CARVALHO et al.,
2010).

Através da citometria de fluxo, varios marcadores/corantes indicam a viabilidade
celular, como por exemplo a anexina V e o corante vital 7-AAD (Fig. 7) (NIGJEN et
al., 2018). Anexina V é uma proteina de ligacdo para fosfolipideos que na presenca de
ions de célcio exibe alta afinidade para ligacéo seletiva a fosfatidilserina. A presenca da
fosfatidilserina na superficie celular € uma das mudancas estruturais que ocorre nas
células em apoptose (morte celular programada) (ZIMMERMANN & MEYER, 2011).

O 7-AAD (7-Aminoactinomycin D) identifica células mortas, cuja permeabilidade
da membrana permite a coloracdo fluorescente, enquanto as células vivas apresentam a
membrana intacta, e ndo absorvem o corante. Dessa forma, a anexina VV em combinacao
com o 7-AAD permite determinar as células viaveis (anexina -/ 7-AAD") as que estdo
em estado apoptético inicial (anexina V* / 7-AAD") ou apoptético tardio e necrético
(anexina V* / 7-AAD") (ZIMMERMANN & MEYER, 2011; COLLADO-GONZALEZ

etal., 2017).
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Figura 7: llustracdo representativa da acdo da anexina V/7-AAD. As células viaveis - que possuem a
bicamada fosfolipidica integra - ndo interagem com a anexina V e ndo apresentam permeabilidade ao
corante vital 7-AAD. A fosfatidilserina na superficie celular € uma das mudangas estruturais que ocorre
na apoptose celular, que permite a interagdo entre essa proteina com a anexina V. J& quando a célula esta
invidvel (morta), o corante vital 7-AAD é incorporado, devido a ruptura da membrana plasmética e o
contato com o espaco extracelular.

7-AAD: 7-Aminoactinomycin D

Fonte: O autor (2021), com base em Zimmermann & Meyer (2011) e Nigjen et al. (2018). Criado com
BioRender.com.

3.4.2.2 Testes de Genotoxicidade

Os testes de genotoxicidade buscam identificar através de protocolos validados,
caracteristicas em um composto capaz de afetar o DNA ou proteinas responsaveis por
processos a ele ligados, como as topoisomerases, interferindo em sua estrutura ou
funcdo (SLOCZNSKA et al.,, 2014). Quando estas alteragcbes sdo transmitidas para
outras celulas, se tem uma mutagdo capaz de acelerar o surgimento de doencas,
principalmente quando ocasionadas por agentes genotdxicos (ATIENZAR & JHA,

2006; PRZEKORA, 2019).
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3.4.2.2.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa ou SCGE (do inglés, single cell gel electrophoresis) foi
desenvolvido por Ostling & Johanson (1984) e aperfeicoado por Singh et al. (1988)
como um teste de eletroforese de célula Unica capaz de detectar danos no DNA. O nome
relacionado ao cometa se deve ao DNA danificado, que se afasta da pega central com o
material intacto, dita nucledide, formando um rastro na forma de cauda - de tamanho e
intensidade de fluorescéncia proporcionais a quebra do DNA (Fig. 8) (BURLINSON et
al., 2012).

Laminas ap6s o Ensaio Cometa

l\
\
\
\

* Nucledide

s | @
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Figura 8: llustracdo representativa do mecanismo que envolve o ensaio do cometa. Apds a realizagdo do
ensaio cometa em eletroforese, 0s nucledides que ndo passaram por eventos genotdxicos se apresentam
intactos (A). Quando o evento genotdxico é de grau leve, a cauda formada na matriz de agarose é
proporcional em tamanho do nucledide (B). Quando existe um elevado grau de quebra do DNA, a cauda
se forma com maior intensidade (C).

DNA: Acido Desoxirribonucleico

Fonte: O autor (2021), com base em Burlinson et al. (2012). Criado com BioRender.com.

Este ensaio é vantajoso segundo Lopes et al. (2018) por possuir grande
sensibilidade e utilizar uma quantidade menor de células (< 1x10%) que sofrerdo lise
quando submetidas a um campo elétrico em tampdo alcalino, bastando aplicar o
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material em uma lamina contendo gel de agarose. A formacéo da cauda ocorre apds esse
processo, que é responsavel pelo relaxamento da estrutura do DNA danificada, que
normalmente esta fortemente compacta no nuclebide, este passard entdo a migrar em
direcdo ao anodo da eletroforese (TICE et al., 2000; BRIANEZI et al., 2009; LOPES et

al., 2018).

3.4.2.2.2 Teste de Micronucleo

O teste citogenético do micronucleo permite identificar aumentos na frequéncia de
mutacdo em células expostas a agentes genotdxicos, detectando quebras e perdas do
material genético, sendo considerado um padrdo ouro para este fim (FENECH &
MORLEY, 1985; RODRIGUEZ et al., 2019). Sendo descrito pela primeira vez por
Schmid (1976), este teste é capaz de identificar os micronucleos no citoplasma de
células interfasicas, podendo se originar de fragmentos cromossdmicos acéntricos
(efeito clastogénico) ou de cromossomos inteiros incapazes de migrar para os polos
durante a formacéo do fuso mitético (efeito aneugénico) (OECD, 2016).

Com isso, o teste detecta células que foram expostas a substancias com atividades
clastogénicas e aneugénicas através da localizacdo proxima ao nucleo de uma porcéao de
cromatina de forma arredondada. Este micronucleo se forma devido ao cultivo da célula
avaliada com a citocalasina B, responsavel por se ligar a actina presente nos
microfilamentos do citoesqueleto durante a mitose, levando ao bloqueio da citocinese e
consequentemente na formacgdo de uma Unica célula contendo o conteudo de duas
celulas-filhas (ANDRADE et al., 2005; OECD, 2016).

O teste de microndcleo permite tambem a identificacdo de outras modificacbes
nucleares importantes, tais como: pontes nucleoplasmaticas, que representam uma
importante ferramenta na identificacdo de efeitos genotdxicos, sendo observado uma
conexd@o que interliga dois nuacleos; e brotos nucleares, sendo identificados por um
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fragmento que apresenta uma conexao nucleoplasmatica com um nucleo (Fig. 9)

(PALAZZO et al., 2011).
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Figura 9: llustracéo representativa da formacdo das alteracdes durante o teste de microntcleo. Durante o
processo de citocinese (A) a célula mée se dividir em duas células filhas (B). No teste de micronucleo, a
acdo da citocalasina B interrompe a citocinese, permitindo a identificagdo de alteracfes nucleares em
células binucleadas, tais como: microndcleos (C), pontes nucleoplasmaticas (D) e brotos nucleares (E).

Fonte: O autor (2021), com base em Fenech & Morley (1985) e Rodriguez et al. (2019). Criado com
BioRender.com.
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3.4.2.2.3 Anélise Cromossdmica por Bandeamento GTG

A andlise de cromossomos durante a metéfase compreende uma das bases de estudo
da citogenética classica, sendo que a organizagdo desses Cromossomos em cariogramas,
por meio da captura de imagens microscopicas, permitindo a construgdo do cariotipo
(CHETAN et al.,, 2005). Unindo esses conceitos, a técnica de bandeamento
cromossomico GTG (do inglés, G-bands by Trypsin using Giemsa) possibilita a
identificacdo de multiplas alteragdes estruturais e numéricas (LUPSKI, 2015).

Entre as alteragcOes estruturais, destacam-se: translocagdes, que é a incorporacao de
uma por¢do cromossémica ndao homologa; inversdes, separacdo e unidao invertida de
partes homoélogas de um cromossomo; delecbes, onde ocorre a perda de material
genético; e duplicacdes, onde o material genético se repete. Ja entre as alteracdes
numericas, destacam-se: euplodias, que sdo alteragdes de todo o conjunto de
cromossomos de uma espécie; e aneuploidias, que sdo alteragdes no niumero de um ou
mais cromossomos especificos (MATEUCA et al., 2006; HOWE; UMRIGAR &

TSIEN, 2014; KIM et al., 2015).

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a biocompatibilidade de um produto de terapia avancada - membrana
amniotica recelularizada com células-tronco mesenquimais derivadas do tecido do

cordao umbilical humano - em co-cultivo com condrdcitos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a citotoxicidade do PTA proposto;

» Auvaliar o potencial genotoxico do PTA proposto.
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5. METODOLOGIA

5.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi conduzido no Nucleo de Tecnologia Celular da Pontificia
Universidade Catolica do Parand (NTC/PUCPR). O projeto obteve financiamento pelo
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), processo n°
443916/2018-7 e aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) - CAAE:
83139918.1.0000.0020.

Participaram deste estudo os doadores de tecido cartilaginoso, MAH e TCU que
concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Estes
foram informados sobre o projeto, os objetivos da linha de pesquisa e sobre como seria

a sua participacao.

5.2 CARACTERISTICA DAS AMOSTRAS

Para a conducdo deste estudo foram utilizadas trés amostras de tecido do cordao
umbilical e uma de placenta, destinados ao isolamento das CTM e obtengéo da MAH,
respectivamente. O PTA foi constituido por MAH recelularizada com CTM obtidas do
TCU humano. Os condrdcitos utilizados para o co-cultivo foram obtidos de um Gnico
doador, a partir de fragmentos de cartilagem retirados durante um procedimento
cirargico.

As condicbes de estudo foram formadas por: condrdcitos co-cultivados com as
CTM (C/CTM), condrdcitos co-cultivados com o PTA (C/PTA), condrécitos co-
cultivados com a membrana comercial Chondro-Gide® (Geistlich Pharma, Wolhusen,
Suica) celularizada com CTM (C/MC).

Para a comparacdo dos dados foram utilizados os seguintes controles: a) Positivo:
para os danos citotoxicos: condrocitos co-cultivados com o perdxido de hidrogénio
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(C/H202) na concentragdo de 80 puM/uL - responsavel por provocar a lise de 50% dos

condraécitos em cultivo (PANG et al., 2021); e para os danos genotoxicos: a linhagem

celular imortal HelLa, células cancerigenas obtidas da americana Henrietta Lacks, que

apresentam instabilidade genética, com elevadas alteraces genotoxicas (LANDRY et

al., 2013); b) Negativo: condrocitos (C).

Os testes propostos no estudo foram realizados em triplicatas biologicas para as

condi¢cdes CTM e PTA. Os co-cultivos foram realizados em réplicas técnicas para todas

as condicdes de estudo (Fig. 10).

Placenta Humana Joelho Humano
| |
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Condroécitos

H,0, + Condrocitos
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Figura 10: Desenho do estudo. O PTA, representado pela MAH recelularizada com CTM do TCU foi
avaliado quanto a sua biocompatibilidade, através de testes de citotoxicidade e genotoxicidade, conforme

as condigdes de estudo.

CTM: Células-tronco mesenquimais; PTA: Produto de Terapia Celular Avangada; HelLa: Linhagem

celular cancerigena; H.O,: Perdxido de hidrogénio.

Fonte: O autor (2021).
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5.3 COLETA, ISOLAMENTO, EXPANSAO E CARACTERIZACAO

DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

O cordao umbilical humano foi coletado imediatamente apds o parto e transportado
para 0 NTC, sendo realizada a antissepsia do seguimento do corddo do sentido distal
para o proximal com alcool 70% e clorexidina alcodlica e o esgotamento do sangue. O
corddo foi seccionado na regido mais proxima a placenta e acondicionado em um frasco
estéril contendo 250 mL de Meio Dulbecco Modificado por Iscove (IMDM, do inglés
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) suplementado com 1% de antibidtico (100
pug/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina).

O isolamento das CTM ocorreu por meio da fragmentagdo do TCU por dissociagao
mecanica do tecido com o auxilio de um bisturi. Em seguida, os fragmentos de tecido
foram dissociados pela enzima colagenase tipo Il (Gibco®, New York, USA) a 0,1% e
mantidos em agitagdo constante em estufa aquecida a 37°C, por 16 h. O material foi
entdo centrifugado para obtencdo do concentrado celular, que foi ressuspendido em
meio de cultivo IMDM (Gibco®, New York, USA), semeadas em frascos com area de
75 cm2 com IMDM suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF, Gibco®, New
York, USA) e 1% de antibidtico. As células foram mantidas em incubadora aquecida a
37°C, com 5% de tenséo de CO2 e 95% de ar umidificado.

Na terceira passagem, as células foram caracterizadas pela marcacdo com o0s
anticorpos: anti-CD14, anti-CD19, anti-CD29, anti-CD34, anti-CD45, anti-CD73, anti-
CD90, anti-CD105, anti-HLA-DR, conjugados com os fluorocromos: FITC, PE, PE-
Cy5 e APC. A viabilidade celular foi realizada através dos marcadores anexina V e 7-
AAD. As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo (BD FACSCalibur, San
Jose, CA, USA) e analisadas no software FlowJo v8.0.2 (Tree Star, Ashland, OR,

USA).
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5.4 MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA

5.4.1 COLETA E DESCELULARIZACAO

Apo0s a separagdo do corddo umbilical, a placenta foi acondicionada em frasco de
coleta contendo cloreto de sédio (0,9%), 100 pg/mL de estreptomicina, 100 U/mL de
penicilina e 100 U/mL de fluconazol. Em seguida, o material foi transportado e
processado no NTC.

Inicialmente ocorreu a separagdo da MAH da membrana coridnica em cabine de
seguranca bioldgica. Em seguida, foi realizado o processo de descelularizagdo com
detergente enzimatico e &lcool, seguindo o protocolo estabelecido e validado por
Schaidt et al. (2019). Apds este processo, a MAH descelularizada foi liofilizada e
seccionada com o auxilio de um bisturi em fragmentos de 2 cm2. Os fragmentos foram
posicionados em campos cirdrgicos de igual dimensdo e embalados em papel grau
cirtrgico para a esterilizacdo por 6xido de etileno. J& estéreis, o material foi destinado a
recelularizacdo com as CTM provenientes do TCU para posterior co-cultivo com

condracitos.

5.4.2 RECELULARIZACAO

As amostras de MAH descelularizada seccionadas e esterilizadas foram inseridas
em placas de 6 pocos (Falcon®, New Jersay, USA) com o auxilio de duas pincas
cirtrgicas. Para a recelularizacdo, foi adicionado na regido central da membrana 100 pL
de meio IMDM com 1% de antibidtico, contendo CTM na concentragio de 2x10°
células/mL. Apds 1 h de sedimentacdo das celulas na superficie da membrana, foi
adicionado cuidadosamente 2 mL de meio IMDM suplementado com 20% de SBF e 1%
de antibidtico em cada pogo. Em seguida, as placas foram mantidas em incubadora

aquecida a 37°C, com 5% de tenséo de CO2 e 95% de ar umidificado por 24 h (Fig. 11).

46



Membrana Amnidtica
Descelularizada

Incubadora lﬂ
— (24h) —

o 2x108 A
."-_.células:"'mL

CTM @\ Sedimentagdo Celular
(100 ul) =

Placa de 6 Pocos

Figura 11: llustragdo representativa da sec¢do da membrana amnidtica humana descelularizada. Os
fragmentos de 2 cm? da membrana foram inseridos em placa de 6 pocos para a recelularizagdo com CTM
(2x108 células/mL). Apds 1 hora de sedimentacdo celular as placas sdo incubadas por 24 horas.

CTM: Células-Tronco Mesenquimais

Fonte: O autor (2021). Criado com BioRender.com.

5.5 CELULARIZACAO DA MEMBRANA COMERCIAL

A membrana comercial Chondro-Gide® foi seccionada com o auxilio de um bisturi
em fragmentos de 2 cm?, que foram colocados em campos cirtrgicos de igual dimensio
e embalados em papel grau cirdrgico para a esterilizacdo por 6xido de etileno. Para a
celularizacdo, a face com microvilosidades da membrana foi posicionada para cima. Foi
adicionado na regido central 100 pL de meio IMDM com 1% de antibidtico, contendo
CTM na concentragio de 2x10° células/mL. Ap6s 1 h de sedimentacio destas células na
superficie da membrana, 2 mL de meio IMDM suplementado com 20% de SBF e 1% de
antibiotico foi acrescentado cuidadosamente em cada poco. Em seguida, as placas foram
mantidas em incubadora aquecida a 37°C, com 5% de tenséo de CO2 e 95% de ar

umidificado por 24 h.
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5.6 COLETA E ISOLAMENTO DO TECIDO CARTILAGINOSO

A coleta do tecido cartilaginoso ocorreu em centro cirdrgico. A amostra foi
acondicionada em tubo contendo 10 mL de PBS e 1% de antibioticos e transportada em
caixa térmica para o0 NTC para o seu processamento. O isolamento celular foi realizado
pela dissociagdo mecéanica do tecido. Em seguida, os fragmentos foram dissociados pela
enzima colagenase tipo | (Gibco®, New York, USA) ) por 3 h, em incubadora aquecida
a 37°C.

Apos, 0 meio de transporte contendo os fragmentos foi adicionado em um tubo com
10 mL de meio de cultivo modificado por Dulbecco’s (DMEM, do inglés Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) (Gibco®, New York, USA) suplementado com 10% de soro
SBF e 1% de antibiotico e filtrado. A amostra foi centrifugada por 10 min para obtencédo
do concentrado celular, que foi ressuspendido para o inicio do cultivo. As células
obtidas (1x10° células/mL) foram distribuidas em cada frasco de cultivo com érea de 75
cm? contendo 10 mL de meio DMEM suplementado com 20% SBF, 1% de antibi6tico,
sendo incubadas a 37°C com 5% de tenséo de CO,.

Na terceira passagem, as células foram caracterizadas por citometria de fluxo, de
acordo com Tesch et al. (2018) pela marcagdo com os anticorpos: anti-CD14, anti-
CD19, anti-CD29, anti-CD34, anti-CD44, anti-CDA45, anti-CD49C, anti-CD73, anti-
CD90, anti-CD105, anti-CD151 e anti-HLA-DR, conjugados com os fluorocromos:
FITC, PE, PE-Cy5 e APC. As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo (BD
FACSCalibur, San Jose, CA, USA) e analisadas no software FlowJo v8.0.2 (Tree Star,

Ashland, OR, USA).
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5.7 LINHAGEM CELULAR HelLa

Células da linhagem de adenocarcinoma cervical HelLa, criopreservadas, foram
descongeladas e semeadas em frascos de cultivo com area de 25 cmz, contendo 5 mL de
meio RPMI (Gibco®, New York, USA) suplementado com 10% de soro SBF e 1% de
antibiotico, sendo cultivadas em suspensdo por aproximadamente quatro semanas. Para
obtengdo do concentrado celular, as células foram centrifugadas por 10 min sendo

utilizados no co-cultivo com condrdcitos e nas andlises citogenéticas.

5.8 TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE

Os testes de citotoxicidade e genotoxicidade foram realizados para as condigdes de
estudo, baseados na literatura e normativas internacionais (ISO 10993), que determinam
estratégias para investigacdo do potencial das células produzirem efeitos bioldgicos
potencialmente irreversiveis. Para isso, foram semeadas em placas de 6 pogos
condrdcitos (1x10° células/mL) em 2 mL de meio DMEM suplementado com 20% de
SBF e 1% de antibi6tico. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de tensdo de CO,
por 4 h.

Apbs o periodo de adesdo dos condrécitos, o Cell Culture Insert (Falcon®) -
recipiente contendo uma membrana com poros de 3 um - foi posicionado em cada pogo,
permitindo a construcdo do ambiente necessario para o co-cultivo. Na porcdo superior
do inserto, foram adicionados: CTM (2x10° células/mL) ressuspendidas 1 mL de meio
IMDM suplementado com 20% de SBF e 1% de antibi6tico; PTA ressuspendido em 1
mL de meio IMDM suplementado com 20% de SBF e 1% de antibi6tico; Chondro-
Gide® (celularizada) imersa em 1 mL de meio IMDM suplementado com 20% de SBF e
1% de antibiotico; células HeLa (2x10° células/mL) ressuspendida em 1 mL de meio

RPMI suplementado com 20% de SBF e 1% de antibidtico; H.O> na concentragéo de 80
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UM diluidos em 1 mL de meio DMEM suplementado com 20% de SBF e 1% de
antibidtico (Fig. 12). Apos a montagem do co-cultivo conforme as condic¢des do estudo,

as placas foram incubadas a 37°C com 5% de tenséo de CO; por 48 h.
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Figura 12: Ilustracdo representativa das condi¢bes de co-cultivo. Condrdcito foram semeados em placas
de 6 pocos e mantidos em incubacdo por 4 horas, seguido pela adigdo do cell culture insert em cada poco,
nos quais foram adicionados: CTM, HelLa, H.02, PTA, Chondro-Gide® e condrdcitos, de acordo com as
condicGes do estudo.

CTM: Células-tronco mesenquimais; PTA: Produto de Terapia Celular Avangada; HeLa: Linhagem
celular cancerigena; H.O,: Perdxido de hidrogénio.

Fonte: O autor (2021). Criado com BioRender.com.

Apbs o periodo de incubacdo de 48 h, os inserts foram retirados e o0 meio de cultivo
dos pocos removido. As células aderidas no fundo do pog¢o foram lavadas com 2 mL de
PBS, seguido pela adicdo de 1 mL da enzima tripsina/EDTA 0,25% (Gibco®, New
York, USA) por 5 min. Em seguida, foi adicionado em cada po¢o 500 uL de SBF e 3,5
mL de meio DMEM com 1% de antibi6tico. O meio contendo condrdcitos de cada poco
foi removido e centrifugado por 10 min para obtencdo do concentrado celular, que foi

ressuspendido em meio de cultivo DMEM.

50



5.8.1 TESTES DE CITOTOXICIDADE

5.8.1.1 Ensaio Vermelho Neutro

Para o teste de vermelho neutro, condrdcitos (1x10°) de cada condicdo de co-
cultivo foram ressuspendidos em 100 pL de DMEM (1:1). Foi realizada a diluicédo
seriada das amostras em placa de 96 pocos (50 pL, 25 pL, 12,5 pL e 6,25 pL), sendo
que cada concentracdo representa a propor¢do do produto utilizado. Em seguida, cada
poco foi completado com DMEM suplementado com 20% de SBF até atingirem 100
uL, sendo incubados a 37°C com 5% de tenséo de CO; por 4 h.

Ap6s o periodo de incubagdo se iniciou o teste de vermelho neutro com o kit
comercial (Sigma-Aldrich®, Missouri, USA), conforme instrucdes do fabricante. Em
cada pogo foi adicionado 10 pL de solucdo vermelho neutro (0,33%). Apo6s 3h de
incubacdo o meio de cultivo foi removido, seguido por uma lavagem com solucdo
fixadora (100 pL) e trés lavagens com PBS (200 uL). Em seguida, foi adicionado 100
pL de solucdo solubilizadora em cada poco, e apds 10 min em incubadora a 37°C
ocorreu a leitura dos valores de absorbancia em leitor de microplacas (VersaMax™,

Bioscreen, Finland) com o filtro de 540 nm.

5.8.1.2 Ensaio MTT

Para o teste de MTT, condrdcitos (1x10°) de cada condigdo de co-cultivo foram
ressuspendidos em 100 puL de DMEM (1:1). Foi realizada a diluicdo seriada das
amostras em placa de 96 pocos (50 pL, 25 pL, 12,5 pL e 6,25 pL) sendo que cada
concentracdo representa a propor¢do do produto utilizado (CTM, PTA, MC ou H20,).
Em seguida, cada poco foi completado com DMEM néo suplementado até atingirem
100 L, sendo incubados a 37°C com 5% de tensdo de CO, por 4 h.

Apos a diluicdo seriada e o periodo de incubagéo se iniciou o teste de MTT com o
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kit comercial (Invitrogen®), conforme instrugdes do fabricante. Em cada pogo foi
adicionado 10 pL de solucdo MTT (0,5 mg/mL). Apds 4 h de incubacdo o meio de
cultivo foi removido, mantendo 25 puL em cada pogo, onde foi adicionado 50 pL de
solucdo DMSO por poco. Ap6s 10 min em incubadora a 37°C ocorreu a leitura dos

valores de absorbancia em leitor de microplacas com o filtro de 540 nm.

5.8.1.3 Ensaio de Viabilidade e Apoptose

A viabilidade celular foi determinada pela analise da anexina V e do 7-AAD por
citometria de fluxo. Para isso, condrécitos (2x10°) em cada condicéo do estudo, foram
lavados com 500uL de PBS, homogeneizados, centrifugados por 5 min e incubados na
auséncia de luz com anexina V e 7-AAD em temperatura ambiente por 30 min. Apoés
este periodo, o material foi lavado com 500uL de PBS, homogeneizado, centrifugado
por 5 min e fixado em paraformaldeido 1%, para serem adquiridas no citdbmetro de
fluxo (BD FACSCalibur, San Jose, CA, USA) e analisadas no software FlowJo v8.0.2

(Tree Star, Ashland, OR, USA).

5.8.2 TESTES DE GENOTOXICIDADE

5.8.2.1 Ensaio Cometa

Para a realizag@o do ensaio do cometa, adaptou-se a metodologia desenvolvida por
Villela et al. (2006) e Da Silva et al. (2007), sendo que duas laminas histoldgicas foram
preparadas com solucdo de agarose (1%) para cada condicdo de estudo. Apds essa
etapa, condrocitos (3x10°%) foram ressuspendidos em 30uL de meio DMEM, sendo
adicionado 10 pL dessa solucédo diluida em 7,5 puL de agarose low melting (0,5% - Bio-
Rad, Madrid, Spain) em cada ld&mina. Em seguida, as laminas foram imersas em solugao

de lise (pH 10) e mantidas em geladeira (2 a 8°C) por 16 h.
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Apds esse periodo, as ldaminas foram removidas da solugéo de lise e acondicionadas
na cuba de eletroforese, sendo imersas em solucdo tampdo (NaOH 0,3 mol + EDTA
1mM) por 30 min, para entdo ser iniciada a conducdo da corrente elétrica (25 V, 300
mA, 20 min). Apos, as laminas foram neutralizadas com tampdo TRIS (0,4M, pH 7,5),
lavadas com agua destilada (2X) e entdo permaneceram overnight em temperatura
ambiente.

Ap0ds este periodo, ocorreu a fixacao das laminas com etanol absoluto e a coloragéo
com 50 pL de brometo de etidio (20 mg/mL, - Sigma-Aldrich®, Missouri, USA) por 5
min. A analise se deu em microscopia de fluorescéncia com filtro de excitacdo 515-560
nm para vermelho. Foram contados em réplicas técnicas 100 cometas/lamina, realizado
a média aritmética e classificados, de acordo com a percentagem de DNA na cauda do
cometa, seguindo os parametros estabelecidos por Villela et al. (2006) e Araldi et al.
(2015), indicando o grau de quebra do DNA de acordo com o score: 0 (auséncia de
cauda, apenas nucledide), 1 (cauda < ao tamanho do nucledide), 2 (cauda > que o
tamanho do nucledide ou > a 2x o tamanho do nucleoide), 3 (cauda > a 2x o tamanho do
nucledide) e 4 (auséncia de nucledide, apenas cauda). O Indice de Danos (ID) foi
determinado através da quantidade de cometas analisados multiplicado pelo score
permitindo identificar um ID variando entre 0% (todas as células sem eventos

genotoxicos) e 100% (todas as células com eventos genotdxicos).

5.8.2.2 Teste de Micronucleo

Para a realizagdo do teste do micronucleo, apés o co-cultivo os condrécitos
(1,2x10%) foram semeados em frascos com area de 25 cm? contendo 3 mL de meio
DMEM suplementado com 20% de SBF, sendo incubadas a 37°C com 5% de tenséo de

CO; por 24 h. Em seguida, foi adicionado 3 pL de citocalasina B (5 pg/mL - Sigma-
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Aldrich®, Missouri, USA) em cada frasco, sendo incubados nas mesmas condicdes por
24 h. ApoOs esse periodo, 0 meio dos frascos foi removido e reservado para, apos a
dissociacdo enzimatica com tripsina/EDTA 0,25% (1 mL / 5 min) e centrifugacdo (8
min / 400 g), ser utilizado para ressuspender o concentrado celular. Em seguida, o
concentrado celular foi centrifugado (8 min / 400 g) ap6s a adicao de solucéo de cloreto
de potéssio (500 pL) e fixador metanol/acido acético (500 pL). Apds outra bateria de
centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em fixador (150 pL), solucdo utilizada
para confeccdo das laminas.

Em seguida, foi realizada a contagem de 1000 células por amostra sendo analisadas
as células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e polinucleadas, assim como as
alteracOes encontradas: micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotos celulares. Com
base nisso, sera obtido o indice de Divisdo Nuclear (IDN), calculado da seguinte forma:
total de células mononucleadas + (total de células binucleadas X2) + (total de células

trinucleadas X3) dividido pelo total de células).

5.8.2.3 Analise Cromossémica por Bandeamento GTG

Para a realizacdo do bandeamento GTG, ap6s o co-cultivo, os condrocitos (5x10%)
foram semeados em frascos com éarea de 25 cm? contendo 4 mL de meio DMEM
suplementado com 20% de SBF, sendo incubadas a 37°C com 5% de tensdo de CO, até
atingirem entre 70-80% de confluéncia (aproximadamente uma semana). Para células da
linhagem HelLa a mesma metodologia foi utilizada, substituindo o meio de cultivo para
RPMI.

Apbs o fim do cultivo, a colheita das células foi realizada seguindo o protocolo
estabelecido por Borgonovo et al. (2014) e Vaz et al. (2018), adaptando-o para

condrécitos e Hela. Resumidamente, apoOs atingirem a confluéncia desejada, foi
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adicionado nos frascos com érea de 25 cm? o interruptor mitdtico Colcemid Solution (10
pg/mL - Gibco, New York, USA), sendo que apds 24h de incubacéo, o sobrenadante foi
transferido e reservado em um tubo conico. As células foram removidas dos frascos
utilizando a enzima tripsina/EDTA 0,25% (1 mL / 5 min), e adicionadas no tubo
contendo o meio, que foi centrifugado.

Apds esse periodo de incubacdo, 0 meio dos frascos € removido e reservado, para
apos a dissociacdo enzimatica (1 mL / 5 min) e centrifugacdo (8 min / 400 g), ser
utilizado para ressuspender o concentrado celular. Em seguida, o concentrado celular é
centrifugado (8 min / 400 g) apos adigdo de solucéo de cloreto de potéssio (500 pL).
Apos outra bateria de centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em fixador
metanol/acido acético (150 L), solucéo utilizada para confec¢do das laminas.

A confecgdo das I&minas utilizadas ocorreu em ambiente Umido, onde gotas da
amostra foram pingadas sobre as laminas, que foram mantidas em estufa aquecida a
60°C. Em seguida, as laminas passaram por uma bateria de reagentes para o
bandeamento: tripsina/EDTA 0,25% (1:250, 0,005 g/ml) (Gibco, New York, USA), 5
segundos; NaCl (0,9%) suplementado com SBF (10%); agua destilada (lavagem); e
solucdo de Giemsa (coloracao) (Laborclin, Curitiba, Brasil).

Apbs a confeccdo e coloracdo, as laminas foram analisadas com base em 20
metafases, observando a presenca de altera¢6es clonais e nao clonais nas células, além
de sinais de instabilidade cromossémica, de acordo com o International System for
Human Cytogenomic Nomenclature (ISCN - 2016) (McGOWAN-JORDAN et al.,
2016). As laminas foram observadas no microscépio Leica (DM2000) e os cariogramas
foram analisados no programa LUCIA (Laboratory Universal Computer Image Analysis

do LIM - Laboratory Imaging s.r.o0) para obtencao de cariotipos.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DAS CELULAS

6.1.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Foram isoladas, cultivadas e caracterizadas as CTM obtidas de trés pacientes,
identificadas como: CTM 01, CTM 02 e CTM 03. As médias obtidas das analises dos
marcadores celulares para as CTM foram: CD105 (99%), CD73 (98,5%), CD90
(99,2%), CD29 (98%), CD14 (0,6%), CD34 (0,4%), CD45 (0,9%), CD19 (1,2%) e
HLA-DR (1,1%). A expressdo média do marcador de apoptose anexina V e do corante
vital 7-AAD foram, respectivamente: 0,4%, 2,6% e 2%; e 3%, 6,7% e 5%. A viabilidade

celular das trés amostras foram, respectivamente: 96,9%, 93,3% e 94,9% (Grafico 1).
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Grafico 1: Expressdo média dos marcadores das células-tronco mesenquimais (CTM) e viabilidade
celular das amostras do estudo. Os marcadores positivos (CD105, CD73, CD90 e CD29) e negativos
(CD14, CD34, CD45, CD19 e HLA-DR) foram analisados por citometria de fluxo, conforme estabelecido
pela International Society for Cellular Therapy. A expressdo da anexina V e do corante vital 7-AAD
foram utilizados para determinar a viabilidade celular e a apoptose.

CTM: Células-tronco mesenquimais; CD: Grupo de diferenciacdo celular; HLA-DR: Antigeno de
Histocompatibilidade Leucocitéria — DR; 7-AAD: 7-Aminoactinomycin D.

Fonte: O autor (2021).
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A analise cromossomica por bandeamento GTG gerou o0 cariograma
representativo das amostras de CTM utilizadas (Fig. 13), observando-se: vinte
metafases foram analisadas e ndo apresentaram alteracbes cromossémicas clonais.

Sendo assim, foi determinado o cariétipo obtido para as trés amostras analisadas:

CARIOTIPO: 46,XY[20]
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Figura 13: Cariograma representativo das células-tronco mesenquimais utilizadas no co-cultivo. Os
cromossomos foram visualizados por microscopia e analisados com o auxilio de programas de
cariotipagem, onde o cariograma foi montado, ndo sendo observado varia¢gdes no nimero e estruturas dos

Cromossomos.
Fonte: O autor (2021).
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6.1.2 CONDROCITOS

Foram isolados, cultivados e caracterizados os condrocitos obtidos de um paciente.
A andlise dos marcadores celulares para linhagem condrogénica (Gréafico 2) demonstrou
0s seguintes percentuais: CD105 (99%), CD73 (100%), CD90 (99,8%), CD29 (99,9%),
CD44 (99,9), CD49C (99,9%), CD151 (100%), CD14 (0,06%), CD34 (1,6%), CD45
(0,7%), CD19 (0,1%) e HLA-DR (1,3%). A expressdao dos marcadores de apoptose
anexina V e do corante vital 7-AAD foi respectivamente: 1,08% e 5,29%. A viabilidade

celular obtida foi 94,71%.
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Graéfico 2: Expressdo dos marcadores para células derivadas da cartilagem e viabilidade celular. Os
marcadores positivos (CD105, CD73, CD90, CD29, CD44, CD49C e CD151) e negativos (CD14, CD34,
CD45, CD19 e HLA-DR) foram analisados por citometria de fluxo. A expressdo dos marcadores anexina
V e do corante vital 7-AAD foram utilizados para determinar a viabilidade celular e apoptose.

CD: Grupo de diferenciacéo celular; HLA-DR: Antigeno de Histocompatibilidade Leucocitaria — DR; 7-
AAD: 7-Aminoactinomycin D.

Fonte: O autor (2021).

A anélise cromossdmica por bandeamento GTG permitiu a construgdo do

cariograma representativo da amostra (Fig. 14), observando-se: vinte metafases foram
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analisadas e ndo apresentaram alteracGes cromossdmicas clonais. Sendo assim, foi

determinado o cariétipo dos condrdcitos analisados:

CARIOTIPO: 46,XX[20]
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Figura 14: Cariograma representativo dos condrdcitos antes de serem co-cultivados. Os cromossomos
foram visualizados por microscopia e analisados com o auxilio de programas de cariotipagem, onde o
cariograma foi montado, ndo sendo observado variagdes no ndmero e estruturas dos cromossomos.

Fonte: O autor (2021).
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6.1.3 LINHAGEM HeLa

Foram cultivadas e caracterizadas, pela analise cromossémica por bandeamento
GTG, as células da linhagem HelLa com base no cariograma representativo da amostra
(Fig. 15), observando-se: Dez metafases foram completamente analisadas, todas
hiperdipl6ides, com nimero cromossdmico variando de 54 a 79. Das inUmeras
alteracbes presentes, foram identificadas como alteracbes clonais as seguintes:

cromossomo derivativo 19, provavelmente resultante de uma translocacao t(13;19) e
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isocromossomo do braco longo do cromossomo 15. Além dessas, também foram
observados varios rearranjos envolvendo o brago curto do cromossomo 1 (1p),
resultando em varios tipos de cromossomos derivativos, outros Cromossomos
derivativos envolvendo os cromossomos 2 e 3 e a presenca de VArios Cromossomos

marcadores.

Com base nas observac@es registradas nos cariogramas, foi determinado o cariétipo

das células analisadas:

CARIOTIPO: 54~79,XX,der(19)t(13:19)(q10,p10),i(15)(q10),inc[cp10]
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Figura 15: Cariograma representativo da amostra HelLa. Os cromossomos foram visualizados por
microscopia e analisados com o auxilio de programas de cariotipagem, onde o cariograma foi montado,
sendo observado variagdes no nimero e estruturas dos cromossomos.

Fonte: O autor (2021).

O cariotipo completo confirma a presenga de instabilidade genética,
caracteristica dessa linhagem, justificando seu uso como controle positivo nos testes de

genotoxicidade.
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6.2 Citotoxicidade: Ensaio Vermelho Neutroe MTT

O percentual de citotoxicidade das amostras utilizadas foi determinado para quatro
diferentes concentra¢cBes dos produtos utilizados, com base nos condrdcitos co-
cultivados: com CTM (C/CTM), com o PTA (C/PTA), com a membrana comercial
Chondro-Gide® (C/MC), com o H20; (C/H.02) e com condrdcitos (C), por meio dos
testes de vermelho neutro e MTT.

Foi possivel estabelecer as concentracGes de CTM, PTA, MC e H20> que inibem 20,
50 e 80% do crescimento de condrdcitos apds o co-cultivo. Determinou-se a auséncia de
citotoxicidade (0%) para os condrocitos co-cultivados com condrocitos.

Por meio do ensaio vermelho neutro, foi determinado a citotoxicidade das
concentragbes dos produtos proporcionais a: 6,25x10% 12,5x10% 25x10% 50x10°
condrdcitos (Tabela 1).

Tabela 1: Citotoxicidade dos produtos analisados pelo ensaio vermelho neutro apdés o co-
cultivo com condrocitos. O percentual de concentragcdo dos produtos utilizados seguiu a
proporcao de condrécitos co-cultivados com: células-tronco mesenquimais (C/CTM), o produto
de terapia avancada (C/PTA), a membrana comercial Chondro-Gide (C/MC), o peroxido de
hidrogénio (C/ H.0,) e com condrdcitos (C). Essa proporgédo foi realizada para as triplicatas
biolégicas (A1, A2 e A3).

Condigdes de Estudo
Concentragéo do

Produto (%) Amostras C/ICTM C/IPTA C/MC C/H0O; C
Al 3,8 14,9 10,8

6,25 A2 1,6 9,5 12,7 49,2 0,0
A3 7,5 57 8,4
Al 2,9 2,4 5,7

12,5 A2 6,3 9,1 21,1 58,7 0,0
A3 2,0 2,4 2,8
Al 8,2 3,0 15,2

25 A2 4,2 6,1 10,7 60,1 0,0
A3 1,7 2,3 2,5
Al 1,7 4.4 3,6

50 A2 55 55 9,8 61,7 0,0
A3 2,8 35 3,9

CTM: Células-tronco mesenquimais; A: Amostra; C/CTM: Condrdcitos co-cultivados com células-tronco
mesenquimais; C/PTA: Condrocitos co-cultivados com o produto de terapia avancada; C/MC:
Condrécitos co-cultivados com a membrana comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H;0-:
Condrécitos co-cultivados com o peréxido de hidrogénio; e C: condrocitos.

Fonte: O autor (2021).
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As concentracbes dos produtos formados por CTM testadas isoladamente e
utilizadas para a recelularizacdo do PTA, ndo afetou 20% o crescimento de 20% dos
condrocitos (IC2) em todas as concentragdes testadas (Grafico 3). J& a MC néo
apresentou inibicdo do crescimento de condrécitos de 20% para todas as concentracdes
das amostras Al e A3, contudo, na amostra A2, foi identificado para a concentracdo de
12,5% do produto, um valor de IC > 20 (21,1%). A concentracdo de H.O> co-cultivada
com condrdcitos demonstrou uma citotoxicidade entre os valores de ICsg e 1Cgo, Sendo 0
valor mais proximo de inibicdo de 50% do crescimento de condrdcitos identificada para

a concentracao de 12,5% do produto (49,7%).
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Gréfico 3: Percentual de citotoxicidade para as condigdes de estudo por meio do ensaio vermelho neutro.
A citotoxicidade (%) foi determinada para quatro concentragdes do produto (6,25%; 12,5%; 25%; 50%)
em co-cultivo com condrécitos, nas condicdes de estudo C/CTM, C/PTA, C/MC, C/H,0; e C. Foram
analisados os valores de citotoxicidade responsaveis por inibir 20% (IC20), 50% (ICso) e 80% (ICsgo) do

crescimento dos condrécitos.

C/CTM: Condrdcitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrécitos co-cultivados
com o produto de terapia avancada; C/MC: Condrécitos co-cultivados com a membrana comercial
Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H;O,: Condrdcitos co-cultivados com o peroxido de

hidrogénio; e C: condracitos.
Fonte: O autor (2021).
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Por meio do ensaio MTT, foi determinado a citotoxicidade das concentraces dos

produtos (6,25%, 12,5%, 25%, 50%) co-cultivados com condrdcitos (Tabela 2).

Tabela 2: Citotoxicidade dos produtos analisados pelo ensaio MTT ap6s o co-cultivo com
condrécitos. O percentual de concentracdo dos produtos utilizados seguiu a proporcdo de
condrdcitos co-cultivados com: células-tronco mesenquimais (C/CTM), o produto de terapia
avancada (C/PTA), a membrana comercial Chondro-Gide (C/MC), o perdxido de hidrogénio (C/
H202) e com condrdécitos (C). Essa propor¢ao foi realizada para as triplicatas bioldgicas (Al, A2
e A3).

Condigdes de Estudo

Concentragao do Amostras C/CTM  CIPTA CIMC  C/H;0, C

Produto (%0)

Al 10,6 20,2 22,2

0,6 A2 11,7 18,7 24,3 63,4 0,0
A3 10,8 18,8 22,3
Al 8,6 17,4 22,9

0,12 A2 9,1 17,3 22,6 50,5 0,0
A3 9,3 17,3 22,4
Al 6,2 17,8 23,3

0,25 A2 54 17,5 23,1 48,1 0,0
A3 55 17,4 22,5
Al 3,2 15,0 20,2

0,5 A2 3,2 14,9 18,5 43,1 0,0
A3 3,2 15,2 20,3

MTT: 3 - [4,5 - dimetil-2-tiazolil] - 2,5 - difenil - 2H - tetrazo6lio; CTM: Células-tronco mesenquimais; A:
Amostra; C/CTM: Condrdcitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrécitos co-
cultivados com o produto de terapia avangada; C/MC: Condrdcitos co-cultivados com a membrana
comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H,0,: Condrdcitos co-cultivados com o peroxido de
hidrogénio; e C: condrécitos.

Fonte: O autor (2021).

As concentracBes dos produtos formados por CTM testadas isoladamente e
utilizadas para a recelularizacdo do PTA, ndo inibiu 20% do crescimento de condrocitos
(IC20) em todas as concentragdes testadas (Grafico 4). J& a MC ndo apresentou inibicdo
do crescimento de condrdcitos de 20% para todas as concentracGes das amostras Al e
A3, contudo, na amostra A2, foi identificado para a concentracdo de 12,5% do produto,
um valor de IC > 20 (21,1%). A concentracdo de H>O2 co-cultivada com condrécitos

demonstrou uma citotoxicidade entre os valores de ICsg e ICg, sendo o valor mais
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préximo de inibicdo de 50% do crescimento de condrécitos identificada para a
concentracdo de 12,5% do produto (49,7%).

As concentragdes dos produtos formados por CTM testadas isoladamente néo inibiu
20% do crescimento de condrocitos (IC20) em todas as concentracfes celulares testadas.
Ja 0 PTA néo apresentou inibicdo do crescimento de condrdcitos de 20% para todas as
concentracdes das amostras A2 e A3, contudo, na amostra Al, foi identificado para a
concentracdo de 6,25% do produto, um valor de IC > 20 (20,2%).

Para a condicdo C/MC observou-se um IC > 20 para todas as concentracdes das
amostras Al e A3, contudo, na amostra A2, foi identificado para a concentracdo de 50%
do produto, um valor de IC > 20 (18,5%). A concentracdo de H.O> co-cultivada com
condrocitos demonstrou uma citotoxicidade entre os valores de 1C e 1Cgo, sendo 0
valor mais proximo de inibicdo de 50% do crescimento de condrdcitos identificada para

a concentracao de 12,5% do produto (60,5%).
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Gréfico 4: Percentual de citotoxicidade para as condi¢cBes de estudo por meio do ensaio MTT. A
citotoxicidade (%) foi determinada para quatro concentragdes do produto (6,25%; 12,5%; 25%; 50%) em
co-cultivo com condrécitos, nas condi¢bes de estudo C/CTM, C/PTA, C/MC, C/H;0, e C. Foram
analisados os valores de citotoxicidade responséaveis por inibir 20% (I1C20), 50% (ICso) € 80% (ICgo) do

crescimento dos condrocitos.

C/CTM: Condrdcitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrécitos co-cultivados
com o produto de terapia avancada; C/MC: Condrdcitos co-cultivados com a membrana comercial
Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H;O,: Condrdcitos co-cultivados com o peroxido de

hidrogénio; e C: condrécitos.
Fonte: O autor (2021).
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A média da citotoxicidade de todas as concentracfes testadas para as amostras Al,
A2 e A3, seguiu a tendéncia observada nos graficos 3 e 4. Para o teste de vermelho
neutro nenhuma condicdo e concentragdo apresentou média superior ao ICz. Em
contrapartida, no teste MTT a condicdo C/MC apresentou média superior ao IC2 em
trés diferentes concentrac6es, contudo, as diferentes concentracées de C/CTM e C/PTA
se mantiveram < 1C2. A média das condictes de H2O> foi maior que o ICso em todas as

concentracdes (Grafico 5).
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Gréfico 5: Percentual médio da citotoxicidade para as condigdes de estudo por meio dos ensaios
vermelho neutro e MTT. A citotoxicidade (%) foi determinada para quatro concentra¢cdes do produto
(6,25%; 12,5%; 25%; 50%) nas condi¢cdes de estudo C/CTM, C/PTA e C/MC nos grupos vermelho
neutro e MTT. Os controles C/H,O; e C foi utilizado para os dois testes. Foram analisados os valores de
citotoxicidade responsaveis por inibir 20% (IC2), 50% (ICso) € 80% (ICg) do crescimento dos
condrécitos.

MTT: 3 - [4,5 - dimetil-2-tiazolil] - 2,5 - difenil - 2H - tetrazdlio; IC: Concentracdo inibitdria; C/CTM:
Condrocitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrdcitos co-cultivados com o
produto de terapia avancada; C/MC: Condrocitos co-cultivados com a membrana comercial Chondro-
Gide® celularizada com CTM; C/H,0: Condrécitos co-cultivados com o peréxido de hidrogénio; e C:
condrocitos.

Fonte: O autor (2021).
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6.3 Citotoxicidade: Viabilidade e Apoptose

Foi realizada a andlise da expressdo de anexina V e 7-AAD, respectivamente, para
as condi¢bes C/CTM e C/PTA para as amostras: 01 (0,16%; 0,47%) e (0,06%; 0,55%);
02 (0,65%; 2,29%) e (0,86%; 2%); e 03 (1,1%; 2,2%) e (1,13%; 2,01%). Para os
controles, a expressao de anexina V e 7-AAD foram, respectivamente: C/MC (0,2%;
2,93%); C (0,8%; 1%) e C/H202 (1,7%; 30,7%) (Anexo C e D).

A viabilidade celular foi determinada para as condi¢gbes C/CTM e C/PTA para as
amostras: 01 (99,53%) e (99,45%); 02 (97,71%) e (98%); e 03 (97,8%) e (97,99%).

Para os controles a viabilidade celular foi: C/MC (97,07%); C (99%) e C/H20- (69,3%)

(Gréfico 6).
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Gréfico 6: Percentual de viabilidade celular para as condi¢Bes de estudo. A viabilidade celular (%) foi
determinada para as quatro concentragdes do produto (6,25%, 12,5%, 25% e 50%) nas condi¢des de
estudo C/CTM, C/PTA, C/MC, C/H,0; e C.

C/CTM: Condrdcitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrécitos co-cultivados
com o produto de terapia avancada; C/MC: Condrdcitos co-cultivados com a membrana comercial
Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H.0.: Condrécitos co-cultivados com o peroxido de
hidrogénio; e C: condrdcitos.

Fonte: O autor (2021).
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6.4 Genotoxicidade: Ensaio Cometa

O ensaio do cometa foi realizado com todas as amostras propostas para as
condicBes de estudo. A andlise média dos scores dos cometas (nucledide e cauda) das
amostras classificou 100% das células das condi¢cdes C/CTM, C/PTA, C/MC e C como
score 0 (auséncia de cauda, apenas nucledide) (Tabela 3). Em contrapartida, a anélise
dos cometas para as células HeLa identificou 91% das células score 0 e o restante entre
os scores 1, 2 e 3. Através dos scores obtidos por meio da presenca e tamanho de cauda
(Fig. 16) foi determinado o indice de Dano (ID) genotoxico para as condigbes de
estudo: C/CTM (ID = 0%), C/PTA (ID = 0%), C/MC (ID = 0%), C (ID = 0%) e HeLa
(ID = 1,7%).

Tabela 3: indice de dano e scores obtidos através do ensaio cometa. A analise da média dos
scores dos cometas ap0s o ensaio do cometa para as condigdes de estudo: C/CTM - Condrdcitos
co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA - Condrdcitos co-cultivados com o
produto de terapia avancada; C/MC - Condrdcitos co-cultivados com a membrana Chondro-
Gide® celularizada com CTM; células da linhagem Hela; e C - condrécitos. Calculou-se o
indice de Dano (ID) com base nos scores.

Scores (%) )
Condigdes de Estudo Indice de Dano (ID)
0 1 2 3 4
C/CTM 100% 0% 0% 0% 0% 0%
C/PTA 100% 0% 0% 0% 0% 0%
C/MC 100% 0% 0% 0% 0% 0%
C 100% 0% 0% 0% 0% 0%
Hela 91% 3% 4% 2% 0% 1,7%

ID: indice de dano; C/CTM: Condrécitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA:
Condrdcitos co-cultivados com o produto de terapia avancada; C/MC: Condrdcitos co-cultivados com a
membrana comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; HeLa: Células da linhagem de
adenocarcinoma cervical; e C: Condrécitos.

Fonte: O autor (2021).
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Figura 16: Condrdcitos apds o ensaio do cometa. Os cometas formados apds o ensaio de genotoxicidade
para as condi¢des de estudo: C/CTM (A), C/PTA (B), C/MC (C), C (D) e células HeLa score 1 (E) e
score 2 (F). As setas verdes apontam para o nucledide dos condrdcitos, enquanto os tridngulos lilas
demonstram a area de formacao de uma cauda do cometa.

C/CTM: Condrocitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrdcitos co-cultivados
com o produto de terapia avangada; C/MC: Condroécitos co-cultivados com a membrana Chondro-Gide®
celularizada com CTM; HelLa: Células da linhagem de adenocarcinoma cervical; e C: condrocitos.

Fonte: O autor (2021).
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6.5 Genotoxicidade: Teste de Micronucleo

O teste de micronucleo (Fig. 17) foi realizado com todas as amostras propostas para
as condigdes de estudo. Por meio da andlise das 1.000 células/lamina, obteve-se o indice
de divisdo nuclear médio para as condi¢des de estudo: C/CTM (IDN = 1,47); C/PTA

(IDN = 1,37); C/MC (IDN = 1,26); células HeLa (IDN = 1,5); e C (IDN = 1,46).

A ; B

Figura 17: Analise das células apds o teste de micronicleo. Observa-se com destaque dois nlcleos
caracteristicos de células binucleadas (A — setas vermelhas), e a formagéo de microntcleo (B — seta azul),
ponte citoplasmatica (C — seta verde) e broto nuclear (D — seta amarela).

Fonte: O autor (2021).
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As células binucleadas foram analisadas para as condicdes de estudo, permitindo
identificar percentual de células normais, com micronucleo, com ponte e com broto
(Tabela 4). Dessa maneira, observou-se o percentual médio das células com alteracbes
(micronucleo, ponte ou broto) das condigdes: C/CTM (0,9%); C/PTA (0,4%); C/MC

(0,4%); células HelLa (24,9%); e C (1,5%).

Tabela 4: Média da andlise das células binucleadas ap6s o teste de microndcleo. A analise das
células binucleadas (n) apds o teste de micronlcleo para as condi¢Ges de estudo: C/CTM -
Condrdcitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA - Condrdcitos co-
cultivados com o produto de terapia avancada; C/MC - Condrdcitos co-cultivados com a
membrana Chondro-Gide® celularizada com CTM; C - condrécitos; e células da linhagem
HeLa. Observou-se o nimero de células normais, com microndcleo, com ponte e com broto.

Células CICTM  CIPTA  CIMC Hecfg‘éﬁs_ c
Binucleadas (n=441) (n=312) (n =264) 394) — (n=273)
Normais 99.1% 99.6% 99.6% 75.1% 98.5%

_ com 0,1% 0.2% 0,4% 17% 0%

micronucleo
[Com ponte 0,8% 0.2% 0% 6,6% 1,5%
citoplasmatica
Com broto 0% 0% 0% 1,3% 0%
nuclear

CTM: Células-tronco mesenquimais; n: valor amostral; C/CTM: Condrdcitos co-cultivados com células-
tronco mesenquimais; C/PTA: Condrdcitos co-cultivados com o produto de terapia avancada; C/MC:
Condroécitos co-cultivados com a membrana comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; Hela:
Células da linhagem de adenocarcinoma cervical; e C: condrocitos.

Fonte: O autor (2021).
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6.6 Genotoxicidade: Analise Cromossdmica por Bandeamento GTG

Através da anélise cromossdémica por bandeamento GTG, foram analisadas vinte
metafases para cada uma das condic¢des de estudo propostas: C/CTM, C/PTA, C/MC.
Os caridtipos ndo apresentaram aberra¢cBes cromossdmicas numeéricas ou clonais

(Tabela 5), com base no cariograma das amostras (Fig. 18).

Tabela 5: Cariotipo das condi¢Oes de estudo através da analise cromossdmica por bandeamento
GTG. A anélise de 20 metafases ndo identificou a presenca de aberragcdes cromossdémicas nas
amostras: C/CTM - Condrécitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA -
Condrocitos co-cultivados com o produto de terapia avancada; C/MC - Condrocitos co-
cultivados com a membrana Chondro-Gide® celularizada com CTM.

Cario6tipo Resultado
C/ICTM 46,XX[20]
CIPTA 46,XX[20]
C/MC 46,XX[20]

CTM: Células-tronco mesenquimais; GTG: G-bands by Trypsin using Giemsa; C/CTM: Condrécitos co-
cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrdcitos co-cultivados com o produto de
terapia avangada; C/MC: Condrécitos co-cultivados com a membrana comercial Chondro-Gide®
celularizada com CTM.

Fonte: O autor (2021).
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Figura 18: Cariograma representativo dos condrdcitos co-cultivados com as condicfes de estudo. Os
cromossomos foram visualizados por microscopia e analisados com o auxilio de programas de
cariotipagem. N&o foram identificadas nos cariogramas, variacbes no ndmero e estruturas dos
cromossomos de condrdcitos co-cultivados com: CTM (A), o PTA (B) e a membrana comercial Chondro-
Gide® celularizada (C).

CTM: Células-tronco mesenquimais; PTA: Produto de terapia avangada.
Fonte: O autor (2021).
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7. DISCUSSAO

As células-tronco mesenquimais isoladas do TCU e cultivadas in vitro para os
testes de biocompatibilidade expressaram positividade >95% para os marcadores de
superficie CD105, CD73 e CD90 e <2% dos marcadores de superficie CD14, CD34,
CD45, CD19 e HLA-DR uma das caracteristicas necessarias para confirmar a linhagem
mesenquimal, de acordo com o0s critérios minimos estabelecidos por Dominici et al.
(2006). Adicionalmente, nossos dados corroboram com outros autores que utilizaram
CTM derivadas do TCU, como Nagamura-Inoue & He (2014), Secunda et al. (2015) e
Van Pham et al. (2016), que também utilizaram o marcador de ades&o celular CD29 e
obtiveram a expressdo >95%, complementando a caracterizacdo dos marcadores
celulares estabelecidos por Dominici et al. (2006).

A importancia da viabilidade e integridade das células utilizadas na terapia celular
¢ abordada constantemente na literatura, principalmente quando o objetivo é a utilizacéo
em ensaios clinicos, sendo descrito por Riordan et al. (2018) como parte do perfil de
seguranca, sendo importante uma viabilidade >75% para a infusdo. Com base nesse
perfil de seguranca, as CTM das trés amostras utilizadas no desenvolvimento do PTA
testado em nosso estudo apresentaram uma Gtima viabilidade celular para estudos
clinicos. Entretanto, entende-se por meio da RDC N°338 que é importante avaliar esse
parametro ndo apenas no momento inicial da constru¢cdo do PTA, como feito nesse
estudo, mas também previamente a sua utilizacdo clinica, para assegurar a eficiéncia
dessas células no processo reparativo desejado.

As células isoladas do tecido cartilaginoso e cultivadas para os testes de
biocompatibilidade apresentaram a expressdo positiva dos marcadores de superficie
CD105, CD73, CD29, CD29, CD44, CD49C e CD151 >70% e expressdo reduzida

para os marcadores CD14, CD34, CD45, CD19 e HLA-DR <2% de acordo com 0s
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critérios estabelecidos por Tesch et al. (2018). Da mesma forma, o autor considera
importante que apos o processamento a viabilidade celular permanecga >70%. As células
obtidas do tecido cartilaginoso e utilizadas neste estudo estdo de acordo com estes
critérios.

Seguindo as normativas previstas pela RDC N° 338, & necessario avaliar a
biocompatibilidade de um PTA para o registro definitivo frente as agéncias técnicas
nacionais, ou seja, comprovar a auséncia de toxicidade do produto utilizado mostra-se
fundamental. A combinacdo dos testes de citotoxicidade vermelho neutro e MTT foi
utilizada por Rahmani-Kukia et al. (2020) para determinar a viabilidade e citotoxicidade
desempenhada por CTM tratadas com estrogénio e co-cultivadas com neutrofilos,
observando resultados significativos para diferentes concentracdes do produto teste. Em
contrapartida, De Simone et al. (2020) indica 0 método de azul de tripan para trabalhos
que envolvem CTM, uma vez que essas células tendem a estimular um bloqueio de vias
que estimulam respostas de senescéncia celular. Apesar disso, nossos achados mostram
que os ensaios de vermelho neutro e MTT desempenharam a funcdo de determinar a
citotoxicidade dos condrdcitos em co-cultivo.

Em nosso estudo as CTM, o PTA e membrana comercial Chondro-Gide® foram
testados quando a citotoxicidade em condrocitos co-cultivados. A utilizacdo da
membrana comercial é respaldada por mais de uma década de estudos clinicos, que
comprovam o0s beneficios de sua utilizagio como uma matriz colagena para a
proliferacdo de condrécitos (KAISER et al., 2015). Sua biocompatibilidade e auséncia
de toxicidade foi observada por Warnke et al. (2009), por meio de diversos testes, entre
eles 0 ensaio de MTT.

Além disso, ensaios clinicos demonstram a biocompatibilidade da membrana

comercial Chondro-Gide® para o tratamento de lesdes do joelho (BENTHIEN et al.,
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2010; SADLIK et al., 2017), quadril (MANCINI & FONTANA, 2014; FICKERT et al.,
2017) e tornozelo (USUELLI et al., 2015). Por essas razdes, a utilizacdo dessa
membrana comercial se mostrou uma opg¢éo neste estudo, observando as diferencas das
alteracdes proporcionadas pelo PTA proposto com uma membrana ja aprovada.

O perdxido de hidrogénio é utilizado para ocasionar a lise de diversos tipos
celulares, uma vez que essa solugdo ocasiona dano oxidativo na membrana celular,
conforme demostrado por Mehmood et al. (2013). Diferentes niveis de H2O, podem ser
utilizadas para determinar alteracGes citotdxicas, por exemplo, Pang et al. (2020)
demonstrou a concentragéo que inibe 25% (IC2s = 55 pM) e 50% (ICso = 82,5 uM) da
viabilidade de condrdcitos in vitro. Por essas razdes, utilizamos a concentracdo de 80
pUM/uL, buscando observar um dano citotoxico nos condrocitos utilizados.

Em nosso estudo, a citotoxicidade dos condrdcitos co-cultivados com as CTM e
com o PTA se manteve menor ou igual aos condrdcitos co-cultivados com a membrana
comercial, na maioria das concentracGes testadas, tanto no teste de vermelho neutro
quanto no MTT. O ICy foi ultrapassado pela condicdo C/MC na maioria das
concentracdes de células utilizadas para o teste de MTT, situacdo ndo observada pelas
condicdes C/CTM e C/PTA. As trés condicbes de estudo apresentaram maiores
percentuais de citotoxicidade que o grupo controle, entretanto, a similaridade entre os
grupos com a membrana comercial ja aprovada, ajuda a demonstrar a auséncia de
citotoxicidade das amostras, levando em consideracdo os achados de Warnke et al.
(2009).

E interessante observar também que os condrdcitos co-cultivados com o H20;
apresentaram IC proximo dos 50% na concentragdo de 12,5% do produto utilizado, para
os condrécitos no teste MTT, corroborando os achados de Pang et al. (2020), que

utilizou a mesma concentracgdo utilizada nesse estudo de H>O> para determinar o valor
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de 1Cso para condrocitos. Esses dados complementam os estudos Wu et al. (2016) que
avaliou a utilizacdo da MAH somada as CTM como um scaffold adequadamente
biocompativel.

Da mesma maneira, Dorazehi et al. (2018) utilizou o ensaio de MTT e néo
encontrou evidéncias de toxicidade ou alteracdes da proliferacao celular ocasionada pela
MAH descelularizada, em uma avaliacdo realizada por periodo de 15 dias. Esses
estudos somam aos nossos achados, mostrando a seguranca no uso de scaffolds, ao
contrario do que foi descrito por Sachlos et al. (2003), avaliando a toxicidade celular em
matrizes colagenas.

A média da citotoxicidade das amostras nos testes de vermelho neutro e MTT
corroboram as analises individuais. Diante disso, entende-se, com base no método
utilizado, e nos testes de vermelho neutro e MTT, os mediadores produzidos pela
associacdo das CTM a MAH nao induzem danos citotdxicos maiores que o0s produzidos
pela membrana comercial, utilizada atualmente em cirurgias ortopédicas. Os achados
indicam também que a utilizacdo do PTA proposto pode ser vantajosa em relacdo a
membrana comercial, uma vez que aparentemente existe uma reducdo na citotoxicidade,
sendo importante verificar se essa associacao € significativa estatisticamente.

Observamos também que os condrocitos co-cultivados com as CTM, o PTA e a
MC néo apresentaram oscilacfes de viabilidade celular superiores a 5% em relacdo ao
controle negativo. Dessa maneira, 0os produtos testados ndo interferiram na viabilidade
dos condrdcitos durante o periodo de co-cultivo utilizado, situacdo ndo observada para
os condrécitos que foram co-cultivados com o H.O», que apresentaram variagdo na
viabilidade superior a 30%, situacdo ja esperada levando em consideracdo os achados de

Pang et al. (2020).
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Assim como o proposto em nosso estudo, a quantificacdo da viabilidade celular por
meio do7-AAD é considerada por Kiesgen et al. (2021) como um padrdo bem
estabelecido, sendo utilizado para determinar a viabilidade em ensaios de citotoxicidade
de diversos tipos celulares, em que se destaca linfécitos T (HERMANS et al., 2004),
macrofagos (BRACHER et al., 2007) e CTM (RYU et al., 2014).

A auséncia de genotoxicidade do PTA complementa os achados referentes a
citotoxicidade na comprovacdo da biocompatibilidade desse produto em relacdo aos
condracitos. Foi observado no ensaio do cometa que as amostras C/CTM e C/PTA
apresentaram ID=0%, assim como a amostra C/MC e C. Em contrapartida, as células
HeLa apresentaram 1D=1,7%, demonstrando como controle positivo um percentual de
dano superior as amostras ndo alteradas. Situacdo semelhante foi observada em outras
linhagens celulares comparadas com amostras de células HelLa, conforme demonstrado
por Jagetia et al. (2015), associando que os produtos testados ndo fragmentaram o DNA
dos condrécitos para serem visualizadas alteracBes, contudo a anélise isolada desses
indices deve ser cautelosa, por conta de limitacdes associadas a técnica.

As limitacdes do ensaio do cometa, segundo a OECD (2014), sdo: as diferentes
taxas de migracdo do DNA, que podem ser resultantes de processos celulares naturais, e
ndo necessariamente de danos genotdxico; e a capacidade em identificar pequenas
lesbes na fita de DNA resultantes de eventos genotoxicos de curta duracdo e facilmente
repardveis pela maquinaria celular, por isso a importancia da comparacdo com outro
produto j& aprovado para esse uso, conforme realizamos nesse estudo.

A primeira limitagdo do ensaio cometa pode ser solucionada com a realizagdo de
ensaios de citotoxicidade em paralelo aos ensaios de genotoxicidade (neste estudo
realizamos, por exemplo, os ensaios de vermelho neutro e MTT), uma vez que segundo

a OECD (2014), existe o aumento na migracdo de DNA na presenga de evidéncias
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claras de citotoxicidade. Por conta disso, 0 ensaio cometa pode ser til em
complementar os ensaios de citotoxicidade, uma vez que a auséncia de migracdo do
DNA e/ou dano genotdxico observada nos condrdcitos testados pode ser alinhada com o
baixo percentual de citotoxicidade das trés amostras utilizadas.

A segunda limitacdo do ensaio cometa é associada a danos de curta duracdo na
estrutura do DNA, mas esses danos podem ser perpetuados para outras geragdes
celulares durante a metéfase, sendo importante a combinacao desse ensaio com o teste
de micronucleo.

Segundo Araldi et al. (2015), o teste de microndcleo é um padrdo ouro para a
verificacdo de danos genotdxicos ou mutagénicos, por apresentarem alta sensibilidade,
poder estatistico e versatilidade. O teste de micronicleo demonstrou que todas as
células estavam em estado proliferativo, uma vez que o IDN mais proximo de 1,0 indica
células com menor atividade proliferativa e mais proximo de 2,0 indica maior atividade
proliferativa (FENECH, 2000).

Diante disso, as células HeLa (IDN = 1,5) e a amostra C/CTM (IDN = 1,47)
apresentaram potencial proliferativo semelhante, o que pode estar associado aos
beneficios das CTM em estimular a atividade proliferativa e reparativa de condrocitos,
como é observado nos estudos de Skowronski & Rutka (2013) e Goldberg et al. (2017).
Ja o poder proliferativo elevado das células HelLa se deve a sua caracteristica
cancerigena, conforme demonstrado por Macville et al. (1999) e Landry et al. (2013). A
semelhanca do IDN das amostras C/PTA e C/MC complementa o ensaio do cometa,
demonstrando uma similaridade dos efeitos in vitro do PTA em relacdo a membrana
comercial Chondro-Gide®.

O teste de micronucleo mostrou baixa porcentagem de células com formacéao de

micronucleos, pontes citoplasmaticas e brotos nucleares nas amostras C/CTM, C/PTA,
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C/MC e C (< 2%), principalmente quando comparado com a amostra HelLa (24,9%),
que foi caracterizada como extremamente alterada. Estudos realizados por Sahu et al.
(2014) Lepleux et al. (2019) demonstraram em condrdcitos expostos a fatores indutores
de genotoxicidade, que células alteradas apresentam entre 20% a 60% de micronucleos,
pontes citoplasmaticas e/ou brotos nucleares durante o teste de micronucleo (como
demonstrado pelas células Hela), em contrapartida, 0s grupos controles tendem a
apresentar micronucleos em poucas células, concluindo sobre a importancia de outros
testes capazes de melhor elucidar os mecanismos por tras destas alteracdes.

A analise cromossdmica por bandeamento GTG ndo identificou alteracdes nos
cariotipos dos condrécitos analisados individualmente e co-cultivados com as condicgdes
de estudo. Segundo Sato et al. (2019) o bandeamento GTG é um indicador de
instabilidade de células por meio da visualizacdo de diversas alteragdes no cariétipo,
sendo considerado uma técnica precisa para esse fim.

A comparacdo de células estaveis com células alteradas, como as da linhagem
Hela, é indicada por Barkholt et al. (2013) Kusakawa et al. (2015) devido a falta de
controles positivos, enaltecendo a importancia de linhagens imortalizadas nesse
processo, conclusdo corroborada em nossos achados, que observaram diferencas no
cariotipo dos condrocitos com o das células HelL a.

Diante da auséncia de danos citotoxicos e genotdxicos do PTA analisado,
entende-se que de acordo com os critérios propostos pela RDC N° 338, a NBR ISO
10993:2009 e os documentos guias da ECVAM e OECD, o produto se mostra viavel
para ser utilizado em ensaios pré-clinicos e clinicos, se mostrando uma alternativa

promissora no tratamento de lesGes que afetam a cartilagem articular.
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8. CONCLUSAO

Os resultados demostraram que o PTA formado pelas CTM associadas a8 MAH néo
causa efeitos citotoxicos ou genotoxicos nos condrocitos derivados da cartilagem
humana, de acordo com os testes realizados in vitro, seguindo as normativas nacionais e
internacionais vigentes. Observamos também que a biocompatibilidade do PTA, no que
se refere a toxicidade, se mostra semelhante a membrana comercial Chondro-Gide®,
utilizada atualmente em tratamentos clinicos associados a lesdes da cartilagem articular.
Sendo assim as CTM associadas a MAH, no que diz respeito a citotoxicidade e a
genotoxicidade, apresentam-se como uma excelente alternativa para utilizagdo em

terapias, particularmente no caso das lesdes da cartilagem.
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10. ANEXOS

Anexo A - Termo de aprovacdo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catolica do Parand (CEP/PUCPR).
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Cultivo de células-tronco mesenquimais sobre matriz de membrana amniotica
Pesquisador: Alexandra Cristina Senegaglia

Area Tematica:

Versido: 1

CAAE: 83139918.1.0000.0020

Instituicdao Proponente: Pontificia Universidade Catdlica do Parana - PUCPR

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2.549.762

Apresentagdo do Projeto:

A lesdo condral € um dos problemas mais comuns na ortopedia e reparar o problema & um dos maiores
desafios das cirurgias ortopédicas. Os tratamentos mais comuns para tratar a les3o na cartilagem sdo a
mosaicoplastia, microfratura e o transplante de condrocitos, sendo esta & definida como um tecido
avascular, onde se encontram células distribuidas dispersamente em uma ampla matriz extracelular formada
por agua, coldgeno do tipo Il e proteoglicanos. A capacidade de regeneracdo do tecido cartilaginoso é
bastante limitada por ser pouco vascularizado e pela baixa atividade mitética dos condrocitos. Apesar de
haver tratamentos para a doenca, nenhum age de forma satisfatoria e efetiva. Recentemente, as células-
tronco mesenquimais tém sido sugeridas no tratamento para a recuperacdo da cartilagem. As CTMs sdo de
facil obtencdo, isolamento e proliferagdo em cultivo, e podem induzir a proliferacdo de condrocitos, a sintese
proteica da matriz celular e de colageno tipo Il por apresentarem este potencial de diferenciacdo em
linhagens mesodérmica. Desta forma, a terapia celular propde o restabelecimento funcional do tecido
lesionado por meio do transplante autologo, alogénico ou xenogénico de CTMs que tem se mostrado
promissor nesta modalidade terapéutica. Associado a isso, 0 uso de matrizes bioldgicas sido empregada na
medicina regenerativa. Na engenharia de tecidos, essas matrizes possuem a propriedade de
biocompatibilidade, evitando assim uma reacdo inflamatéria. A membrana amnidtica humana apresenta
propriedades de grande importancia e interesse para formar uma estrutura de apoio em sua utilizacdo na
area da medicina regenerativa. Portanto, o uso da
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membrana amniotica apresenta diversas vantagens em aplicacdes clinicas e demonstra ser uma promissora
candidata na engenharia de tecidos, sendo que ja demonstrou resultados favoraveis do seu uso em um
cultivo com CTMs na regeneracdo da cartilagem articular.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario;

Realizar a avaliacdo estrutural e funcional da membrana amnidtica descelularizada e posteriormente
recelularizada com células-tronco mesenquimais e células progenitoras endoteliais, para posterior uso na
recuperacdo da cartilagem articular.

Objetivo Secundario:

+ Coletar a placenta humana e obter a membrana amniotica;

+ Descelularizar a membrana amniética;

+ Comprovar a descelularizagdo através de andlises de DNA residual e andlises morfologicas;

+ Avaliar a integridade e ultraestrutura da membrana através de analises morfologicas;

+ Coletar sangue de corddo umbilical humano para a realiza¢cdo de analises sorologicas;

+ Coletar, isolar e expandir células-tronco mesenquimais (CTMs) derivadas do corddo umbilical humano;

+ Recelularizar a membrana amnidtica com as CTMs;

+ Analisar a adesdo, viabilidade e proliferagdo celular apds o cultivo das CTMs sobre a membrana;

+ Realizar as andlises estatisticas pertinentes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Ndo havera riscos ou desconforto para o bebé e as gestantes e o procedimento do parto ndo terd
alteracdes. Vale ressaltar que o corddo umbilical e a placenta humana seriam descartados apds a realizacdo
do parto.

Beneficios:

Este estudo ndo trara beneficios para as gestantes ou para os bebés e o procedimento do parto ndo tera
alteracdes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta objetivamente relatada, ndo havendo necessidade de mais esclarecimentos.
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Consideragbes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Todos os termos necessarios para a realizagdo do projeto foram apresentados e est3o de acordo com 3
Resolugio CNS 466/2012.

Recomendagoes:

Recomenda-se ajustar o TCLE de forma a garantir sua adequac3o a Carta Circular no 51-SE1/2017-
COMNEP/SECNS/MS, com esclarecimentos adicionais sobre a redacao do TCLE, o qual recomenda que:
“0 termo de consentimento e um documento que deve ser redigido no formato de convite. Nao e adequado
que o corpo do TCLE seja escrito como declaracao, ja que isto pode reduzir a autonomia do individuo... As
sentencas devem ser redigidas com afirmacoes do pesquisador dirigidas ao participante de pesquisa.
Exemplos: “sera coletado um pouco de sangue da veia do seu braco (...)", “gostariamos de pedir autorizacao
para verificar o seu pronfuario”,

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Nio ha pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugdo 46672012, o Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) devera receber relatdrios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer
tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos,
para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do
estudo.

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

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe ao pesquisador ndo inicia-la antes de
receber a autorizag3o formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser

carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador
responsavel, podendo ser requerido por este CEP em qualguer tempo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 31/01/2018 |Alexandra Cnistina Aceito
13:28:49 |Senegaglia
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo
CURITIBA, 19 de Marco de 2018
Assinado por:
NAIM AKEL FILHO
(Coordenador)
Enderego: Rua Imaculada Concsico 1155
Bairro: Prado Velho CEP: 80215601
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2102 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucprbr
FagraDios D2
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Anexo B - Termo de aceitagdo de apoio financeiro do Conselho Nacional de

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)

Qcnpeq I

iy bt el (4 S TR
(Dlereifica  Taspecichpios
3537074552324

TERMO DE ACEITAGAO DE APOIO FINANCEIRO .
A PROPOSTA DE NATUREZA CIENTIFICA, TECNOLOGICA E/OU DE INOVAGAO

Processo: 443816/2018-7

Titula da Projeto: Medicina Regenarativa: Isalamento, Cultiva ¢ Expansia da Células-Trorco pelos Canlre de Tecnoloagia Celular
(CTC) da PUCPR; paricipants da Rade Madanal De Tarapia Calular (RMTC)

Institvicao de Vinculg: =w=****

CHNP: reeerre

Instituicio de Execugio: Pontificia Universidade Catdlica do Parand

CHPJ: Taesa820000313
Charmada: MEDICINA REGENERATIVA: ISOLAMENTO, CULTIVO E EXPANSAD DE CELULAS-TRONCO PELOS CENTROS

DE TECHOLOGIA CELULAR (CTC) DA REDE NACIONAL DE TERARIA CELULAR (RMTE)

Euw, Pauls Raberlo Slud Brofman |, 187.884.755-49, caclaro conhecar, concordar 8 atendar inteqralments &s exigéncias M* CPF
{ou PASSAPORTE, se estrangeiro) da Chamada acima especificada e as Condigies Garals para Apoia Financeira que regem a
cancessio dos recurzos espacificadas abaixo:

AUXILIO FINANCEIRO
Custeio: B3 409652 62

Valor Global: RS 409,652 62

BOLSA DE LONGA DURACAD

Medalidade: Desenvolvimenta Tecnoddgico Industrial - DT
Mivel: C

Duragdo; 21 Meses

Quantidade: 1

Maodalidade: Dezervolvimanta Tecnaldgico Industrial - OTI
Mivel: B

Duragho: 24 Meses

Quantidade: 1

Tenho ciéncia:

alde que o prazo para utilizacio dos recurscs financairas comeca a vigarar a partir da data da assinatura desta Terma da
Aceilacdo, pala parioda constante na Chamada comaspandanta, acrescido dos dias necessanos para que a vigéncia final seja

na ultima dia do respectiva mas de 1&ming; e

b} das disposiches lagais a procadimantos para & adaguada ulilizagdo de recurses financeims e a comata prestagio de cantas
(Manual de Lilizagho de Recursas Financeiros e Prestacho de Contas).

1. DA CONCESSAD;
1.1, Ap aceilar a apoio inanceiro, o BEMEFICIARIO daciara farmalmanta:
a) dedicar-se as atividades perlinenies & propoasta aprovada;

bY abservar o dispasts nas Less n® BESEAS e n® 10.973/04, nos Decretos n® 93872086 e n® 5.563/05 e na Lai n® B.112/480, no
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Anexo C - Marcacdo das amostras com anexina V em relacdo ao grupo controle no

ensaio de viabilidade e apoptose

100 C/CTM: 100 C/CTM: 100+ C/CTM:
Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03
80 80 80+
% 60 § 60 g 60-
5 5 5
= R ES
40 40 40
20 20 20
0.16 0.65
¢ d
0 T R RAA e e Iy 0 LI AL B B BN R L] BN LU 0 T LRAAL T T
10° 10" 10*2 10 10* 10° 10" 102 10 10t 10° 10! 10*  10® 10
a1 FL2-H: PE . FL2-H: PE a FL2-H' PE
100+ C/PTA: 100 C/PTA: 100+ C/PTA:
Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03
80 80 80
§ 60 § 60 5 60
5 5 s
= = =
40 40 40+
201 204 204
0.063
1.13
0] O‘ T T “\“"\2‘ “\“"\3' "\""4 0 T T T T 0 LELARALL RS LLLI B R L BN
10° 0" 107 100 10 10° 10" 102 10* 10t 10® 10" 102 10® 10
&1 FL2-H: PE . FL2-H: PE e FL2-H PE
100+ C/MC 100 C/H;0;
80 80
3 60+ 8 601
“25 .§ B Anexina V
® 40 = 40 Bl Controle Isotipico
20+ 20+
0.2 ] 17
O i e I 0 eSS
10 10" 102 10* 10t 10° 10" 10?10t 10
Ri FL2-H: PE a1 FL2-H: PE

Legenda: C/CTM: Condrdcitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrocitos co-
cultivados com o produto de terapia avangada; C/MC: Condrdcitos co-cultivados com a membrana
comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H;0,: Condrdcitos co-cultivados com o peréxido de
hidrogénio.

Fonte: O autor (2021).
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Anexo D - Marcacdo das amostras com o corante vital 7-AAD em relagdo ao grupo

controle no ensaio de viabilidade e apoptose

100 C/CTM: 1001 C/CTM: 100 C/CTM:
Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03
80 | 80 80
5 604 / 1‘ % 60+ & 60
: x : g
® / \ ® R
40+ \ 40+ 40+
20 20+ 20+
0.47
|
0 T 0 Ty e Ty T 0 T T e T
10 10 10 10 10 10° 10" 102 10® 10t 10° 10" 102 10® 10t
R1 FL3-H: PerCP R FL3-H: PerCP R1 FL3-H: PerCP
100 C/PTA: 100 C/PTA: 1001 C/PTA:
Jr\ Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03
801 \| 80 80
|
é 60 i g 60 ‘2‘ 60
s | s g
® ‘\ ® =
40 ( |‘ 40 40
20 20| 201
2
—_s —2 201
0 0' '|H"|1"w""\2- --\st-rum-4 0 0 \1 T \2 T |3 T 4 0 . o e -
10 10 10 10 10 10 10 0 10 0 1 2 3 4
. FL3-H: PerCP R1 FL3-H: PerCP . 10 10 FL3-:|:DPerCP 10 10
100 100 CH,0,
80 80
i 60 5 60
g 2
$ 3 Bl 7-AAD
40+ 40 B Controle Isotipico
204 20
) 30.7 ‘
0 UL EAL RS R B LU BN R 0 T I. T T T ‘
100 10t 12 10 10t g0 10! 102 10 10®
R FL3-H: PerCP FL3-H: PerCP

R1

Legenda: C/CTM: Condrdcitos co-cultivados com células-tronco mesenquimais; C/PTA: Condrocitos co-
cultivados com o produto de terapia avangada; C/MC: Condrdcitos co-cultivados com a membrana
comercial Chondro-Gide® celularizada com CTM; C/H,0,: Condrdcitos co-cultivados com o peroxido de

hidrogénio; e C: condrécitos.
Fonte: O autor (2021).
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Anexo E — Submissdo de artigo em revista cientifica

Artigo submetido para a revista “The Knee”, intitulado: A Standard Protocol for the In

Vitro Expansion of Human Chondrocytes: An Integrative Review for Use in Knee Cartilage

Repair.

The Knee

A STANDARD PROTOCOL FOR THE IN VITRO EXPANSION OF HUMAN
CHONDROCYTES: AN INTEGRATIVE REVIEW FOR USE IN KNEE CARTILAGE

Manuscript Number:
Article Type:
Section/Categorny:
Keywords:
Corresponding Auther:

First Authar:
Order of Authers:

Abstract:

REFAIR
-—-Manuscript Draft--

Review Article
Review
Cell therapy; Isoclation; Cultivation: Characterizafion

Alexandra Cristina Senegaglia

BRAZIL

Henrigue Trige de Casfro Junior, MSc
Henrigue Trige de Castro Junior, MSc
Lidiane Maria Boldrini-Leite, PhD
Alexandra Cristina Senegaglia, PhD
Fabiano Kupczik, PhD

Faulo Roberto Slud Brofman, PhD

Background: Cell therapy involves the transplantation of stem, progenitor and primary
cells or genetically modified cells facilitating the repair of damaged tissue and organs.
Im orthopedics, the use of chondrocytes fo treat aficular cartilage lesions is present in
dinical practice. Howewver, there is no standardization of cell isolation, characterization,
and cultivation. This study aims to conduct an integrative literature review of the
methods most frequently used, aiming to develop a standardized protocol.

Methods : Bardin's method was used fo characierize in electronic spreadsheets the
findimgs referming fo the descriptors "Chondrocyte”, "Chondrocyte isolation”,
“Chondrocyte cultivation™ and "Chondrocyte characterization™ on the ClinicalTrials,
PubMed, and Scopus platforms. Based on the methodelogical parameters, the
efficiency of the technigues found in the literature review.

Results: The review identified few studies directly related to the theme propesed in this
research. Even though it was possible to establish the proposed protocal. The knee
cartilage was the area with the highest cells for isolation (31.4%) which we
standardized in our sfudy to 3 mm® biopsies, enzymatically dissaciated with type Il
collagenase. In 30.8% of the studies, expression time was stated, with two weeks
being standardized for cellular confluence at passage three. A protocol using flow
cytometry to characterize cells before their use in therapy has also been established.
chondrocytes.

Conclusion: The integrative literature review supported constructing a dear and
objective protocol about the isolation, culture, and characterization of human
chondrocytes, all set to be applied in laboratory routine fo standardize and optimize the
treatment of joint injuries.

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation
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Anexo F - Resumos publicados em revista cientifica

Resumo publicado no suplemento da revista “Cytotherapy”, intitulado: An Integrative
Review of the Advances in the Expansion of Human Condrocytes for use in Knee Cartilage
Repair.

yomsm ,
: ScienceDirect

[@ Download

Cytotherapy

Walume 23, Issus 4, Supplement, April 2021, Pages 2-3

G

AN INTEGRATIVE REVIEW OF THE ADVANCES IN THE
EXPANSION OF HUMAN CONDROCYTES FOR USE IN KNEE
CARTILAGE REPAIR

HT Castro Junior 73, AC Senegaglia , PRS Brofman %, F. Kupczik 2, LM Baldrini-Leite

Show more s~

+= Qutline | oy Share 93 Cite

https:f/doi.org/10.1016j.jeyt. 2021.02.013 Get rights and content

Background

Cell therapy, which involves the transplantation of stem cells, progeniter cells, primary cells
a_udln'or genetically mo dified, may facilitate the repair of damaged tissue and organs. In
orthopedics, the use of chondrocytes to treat articular cartilage lesions is already present in
clinical practice. However, there is a demand for the standardization of cells isolation,
characterization and expansion. The aim of this study was to conduct an integrative literature
review about the methods used, purposing at the development of a standardized research

laboratory protocol.

Methods

Bardin's method (2011) was used to characterize in electronic spreadsheets the findings
referring to the descriptors “Chendrocyte”, “Chondrocyte isolation”, “Chondrocyte cultivation”
and “Cheondrocyte characterization” on the ClinicalTrials, PubMed and Scopus platforms,
Based on the methedological parameters, the efficiency of the techniques found in the
literature review, a new protocol was developed for the isolation, characterization and
expansion of chondrocytes obtained from the knee cartilage.
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Anexo G - Prémio Marcelino Champagnat - Mérito Académico

Mite Avaddiie

O Reitar da Pontificia Universidade Catolica do Parana, confere o Prémio
Marcelino Champagnat a Henrique Trigo de Castro Junior por ter obtido o
melhor desempenho académico da turma de 2020.2, do Curso de Ciéncias

Bioldgicas (Bacharelado).

Curitiba, 03 de fevereiro de 2021.
(/Walderniro Gremski
R

eitor
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Anexo H - Participacdo em eventos cientificos

Certificado de apresentacéo de poster eletrénico no X1 Brazialin Association of Cell and
Gene Therapy Meeting — ABTCel-Gen | isct South & Central America Regional Forum | I11

Stem Cell and Cell Therapy Meeting in Veterinary Medicine | | Symposium on Stem Cells and
Biomaterials in Dentistry.

Promoted by

CERTIFICATE ===

This is to certify that the abstract

EVALUATION OF COLLAGEN DEPOSITION IN THE AIRWAYS OF BALB/C
MICE INDUCED TO ALLERGIC ASTHMA AND TREATED WITH HUMAN
MESENCHYMAL STEM CELLS

Of the authors: HENRIQUE TRIGO DE CASTRO JUNIOR; LIDIANE MARIA BOLDRINI
LEITE; LUIZ GUILHERME ACHCAR CAPRIGLIONE; PEDRO VICENTE MICHELOTTO
JUNIOR; SERGIO ADRIANE BEZERRA DE MOURA; PAULO ROBERTO SLUD
BROFMAN; ALEXANDRA CRISTINA SENEGAGL, has been presented in the modality of
Eletronic Poster, in the XI Brazilian Association of Cell and Gene Therapy Meeting -
ABTCel-Gen | ISCT South & Central America Regional Forum | Ill Stem Cell and Cell
Therapy Meeting in Veterinary Medicine | | Symposium on Stem Cells and Biomaterials in

Den)z‘islry, online, that was held from Apr 28 to May 01, 2021.

N May 01, 2021 ) .
\ ) X a ~ |
Paulo Roberto Slud Brofman Antdnio Carlos Campos de Carvalho it
President of ABTCel-Gen and Xl Brazilian Associtation Scientific director of Brazilian Association
of Cell and Gene Therapy Meeting of Cell and Gene Therapy
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Certificado de apresentacdo de poster eletrénico no X1 Brazialin Association of Cell and
Gene Therapy Meeting — ABTCel-Gen | isct South & Central America Regional Forum | 11l
Stem Cell and Cell Therapy Meeting in Veterinary Medicine | I Symposium on Stem Cells and

Biomaterials in Dentistry.

Promoted by

CERTIFICATE ~ = —=

This is to certify that the abstract .

AN INTEGRATIVE REVIEW OF THE ADVANCES IN THE EXPANSION OF
HUMAN CONDROCYTES FOR USE IN KNEE CARTILAGE REPAIR

Of the authors: HENRIQUE TRIGO DE CASTRO JUNIOR; ALEXANDRA CRISTINA
SENEGAGLIA; PAULO ROBERTO SLUD BROFMAN; FABIANO KUPCZIK; LIDIANE
MARIA BOLDRINI LEI, has been presented in the modality of Eletronic Poster, in the XI
Brazilian Association of Cell and Gene Therapy Meeting - ABTCel-Gen | ISCT South &
Central America Regional Forum | lll Stem Cell and Cell Therapy Meeting in Veterinary
Medicine | | Symposium on Stem Cells and Biomaterials in Dentistry, online, that was held
from Apr 28 to May 01, 2021.

/ May 01, 2021
a |
Al | 3
(N - ,
‘~\‘ N~ \"\'\"""‘k’ & /}‘) TV o G <>
Paulo Roberto Slud Brofman Anténio Carlos Campos de Carvalho g
President of ABTCel-Gen and Xl Brazilian Associtation Scientific director of Brazilian Association

of Cell and Gene Therapy Meeting of Cell and Gene Therapy
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Certificado de participacdo da Abstract Evaluation Committee durante 0 XX Congress of
Brazilian Society for Cell Biology.

& d { m S
3 ganization

Congress of the Brazilian Society §§BBIC
for Cell Biology de Biologia Ci

de Biologia Celular

CERTIFICATE

We certify that
Henrique Trigo de Castro Junior
participated as Abstract Evaluation Committee for the

XX Congress of the Brazilian Society for Cell Biology held online,
between January 27th and 29th, 2021.

Atnier G M

Patricia Gama
SBBC PRESIDENT

Marimélia Porcionatto
CO-CHAIR OF THE SBBC CONGRESS
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