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ROTA DE BIOTECNOLOGIA

A area de Biotecnologia tem histdria nos exercicios prospectivos desenhados para o tecido industrial
paranaense. No 1° Ciclo de Prospectiva Estratégica do Parand, a area de Biotecnologia foi identificada como
promissora nos Setores Portadores de Futuro 2005-2015 e foi trabalhada nas Rotas Estratégicas 2015. Na
sequéncia, a area foi contemplada no processo de Articulacdo das Rotas Estratégicas (de 2010 a 2017) e
foi explorada no estudo Perfis Profissionais para o Futuro da Industria Paranaense 2030.

Os estudos prospectivos e 0s projetos ja estabelecidos para a Biotecnologia influenciaram deliberacfes e
empreendimento nas esferas publica e privada, incidindo diretamente no desenvolvimento da &rea na ultima
década. A avaliacdo das transformacdes ocorridas nos ultimos anos, endossada pelo ecossistema da
Biotecnologia, legitima a relevancia dos empreendimentos realizados e refor¢ca a continuidade dos esforgos
de planejamento e articulagao para a area. Sendo assim, foi construida a Rota Estratégica para o Futuro da
Industria Paranaense - Biotecnologia 2031, langcada em 2019.

Por meio dos Conselhos Tematicos Setoriais (Sistema Fiep), deu inicio em 2021 um novo modelo de
governanca para o Roadmap de Biotecnologia 2031 — segmento de Saude. Com apoio do Tecpar e do
Observatorio Sistema Fiep foram constituidos trés Grupos de Trabalho coordenados por um sponsor de
instituicdes distintas, sendo eles:

= Editais, Fomento e Mercado — Sponsor: Doutor Lucas de Oliveira Rosseti Nascimento - Instituto de Biologia
Molecular do Parana (IBMP);

» Redes em Biotecnologia — Sponsor: Doutor Alexandre Rossi Paschoal — UTFPR Campus Cornélio
Procopio;

» Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (académico-cientifica) — Sponsor: Doutora Katherine Athayde
Teixeira de Carvalho — Faculdades Pequeno Principe & Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe

Dentre as a¢Bes conduzidas pelos grupos, percebeu-se a necessidade pela criagdo de um momento voltado
para promocao e disseminagédo do conhecimento cientifico e Tecnoldgico. Surge entdo o Encontro de Rotas
Biotecnoldgicas: Terapias e Diagndsticos Avancados.
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Ceélulas estromais mesenquimais de polpa dentaria de
diferentes faixas etarias podem interferir no tratamento
de doencas neurodegenerativas?

Ana Helena Selenko?’, Mateus Lisboa de Oliveira!, Alexandra Cristina Senegaglia !, Paulo Roberto
Slud Brofman !, Leticia Fracaro !

IPontificia Universidade Catdlica do Parana - Nicleo de Tecnologia Celular, Curitiba, Parana, Brasil

*Correspondente: helenaselenko@gmail.com; Tel.: +55-41-991032046

Resumo: As células estromais mesenquimais (CTM) sado células indiferenciadas com potencial de
diferenciacdo e autorrenovacao. As CTM da polpa dentaria (DPSC) séo de facil coleta e apresentam
vantagem na induc¢do a diferenciacao neuronal em relagcao as CTM de outros tecidos, pois compartilham da
mesma origem embriondria do sistema nervoso, a ectoderme. As terapias convencionais possuem uma
eficacia limitada na recuperacao funcional em doencas neurodegenerativas, o que incentiva a pesquisa por
novos tratamentos, como a terapia com CTM. Avaliar e caracterizar a presenca de marcadores neuronais
de DPSC de diferentes faixas etarias pode facilitar uma nova estratégia terapéutica para regeneracéo de
células e tecidos neuronais. Esse estudo caracterizou as DPSC e avaliou a expressdo de marcadores
neuronais de amostras de duas faixas etarias. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da PUCPR (4.746.491). Dentes integros de duas faixas etarias foram comparadas: Grupo A: 20 a 25 anos
e Grupo B: 50 a 55 anos. DPSC foram isoladas e expandidas in vitro. As amostras foram caracterizadas por
diferenciacdo em duas linhagens e por citometria de fluxo (seguindo os critérios da International Society for
Cell and Gene Therapy (ISCT)). As células foram contadas para analisar a porcentagem de DPSC
diferenciada para a linhagem adipogénica apds coloracao com Oil Red O. Para avaliar o potencial e a
eficiéncia desses grupos na formacéo de colbnias in vitro, as DPSC foram submetidas ao ensaio de unidades
formadoras de coldnias fibroblastoide (CFU-F). Para a avaliagdo da estabilidade genética, foi realizada a
técnica de citogenética classica (bandeamento G). A senescéncia foi realizada pela detecgédo de [3-
galactosidase por citometria de fluxo. Os marcadores neuronais foram avaliados por citometria de fluxo
(CD56 e CD271) e imunofluorescéncia (Nestina e B-tubulinalll). Os resultados de ambos os grupos foram
comparados e analisados no GraphPad Prism 9.0. As DPSC apresentaram caracteristicas de CTM
corroborando com os critérios da ISCT. Ambos os grupos se diferenciaram para a linhagem osteogénica,
porém apresentaram potencial limitado para diferenciacdo adipogénica. Ao avaliar o potencial de
diferenciacdo adipogénica, o grupo B apresentou maior média de células com vacuolos lipidicos (8,6%) do
que o grupo A (1,9%) (p<0,0078). A média da eficiéncia de formacao de colbnias foi de 3,9% para o grupo
A e 0,1% para o grupo B (p<0,0001). O grupo B apresentou maior média de células senescentes (58%) do
que o grupo A (13,6%). Ambos os grupos ndo apresentaram anormalidades cromossémicas. Ao comparar
a expressdo dos marcadores neuronais CD56 e CD271, o grupo A apresentou maior expressao (73,35% e
48,7%) que o grupo B (15,8% e 26,8%). No entanto, ambos os grupos expressaram Nestina e B-tubulinalll
sem diferenca estatistica significativa. Os resultados demonstraram que ambos 0s grupos apresentaram
caracteristicas de CTM. As DPSC do grupo A apresentaram maior eficiéncia na formacao de col6nias e
expressdo de marcadores neuronais € menor taxa de senescéncia quando comparado ao grupo B. Os
resultados demonstram que caso aplicadas em doencgas neurodegenerativas a faixa etaria pode influenciar
no potencial das DPSC e a idade do doador das células pode interferir nos resultados.

Palavra-chave: Polpa de dente; Marcadores neuronais; Nestina; $-tubulinalll; CD56; CD271
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Desenvolvimento de implante nanoestruturado de células
dopaminérgicas derivadas de células-tronco mesenquimais
de tecido adiposo humano

Ana Carolina Iriodal?, Bassam Felipe Mogharbel 12, Priscila Elias Ferreira Sticker 12, Katherine
Athayde Teixeira de Carvalho'?

linstituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe, Curitiba, Parana, Brasil; 2Faculdades Pequeno Principe, Curitiba,
Parana, Brasil.

*Correspondente: anairioda@gmail.com; Tel.: +55-41-996824455

Resumo: A doenca de Parkinson é uma doenga neurodegenerativa que afeta os neurénios dopaminérgicos
responsaveis pela producéo e liberacdo da dopamina, um neurotransmissor de funcdo no controle dos
movimentos e dos mecanismos de prazer e recompensa. Atualmente as terapéuticas existentes para a
Doenca de Parkinson ndo promovem a cura da doenga, apenas amenizam 0s sintomas e retardam sua
progressao. Neste contexto, as células-tronco mesenquimais emergem como importante alternativa para o
tratamento da Doenca de Parkinson, sendo potencial fonte de reposicdo de neurbnios e/ou seus
neurotransmissores. O objetivo deste projeto foi desenvolver um implante utilizando células produtoras de
dopamina, a partir de células-tronco derivadas do tecido adiposo, semeadas em uma matriz
nanoestruturada. Foram utilizadas dezoito amostras de tecido adiposo retirados em cirurgias plasticas,
seguido de isolamento das células-tronco mesenquimais, cultivo, analise de pluripoténcia e caracterizagéo
imunofenotipica. Essas células foram entdo semeadas sobre a matrix natural funcional de biopolimero
(NFBX), uma matrix extracelular capaz de organizar as células produzindo neuroesferas, seguidos de
isolamento de precursoras neuronais e diferenciacdo dopaminérgica. A quantificagdo de dopamina foi
determinada através do método ELISA, e a identificagdo de marcadores especificos de neurbnios foi
realizada com a técnica de imunocitoquimica (anticorpos anti: nestina, 3-1ll Tubulina e Tirosinahidroxilase).
Os resultados demonstraram que a caracterizagdo imunofenotipica foi condizente com células-tronco
mesenquimais (CD73*, CD90*, CD105*, CD34", CD45 e CD271°). Em analise de pluripoténcia, as células-
tronco mesenquimais se diferenciaram em adipdcitos, condrdcitos e ostedcitos. Tanto as neuroesferas,
formadas apés a semeadura das células sobre a membrana NFBX, quanto as células derivadas destas
esferas, apresentaram positividade para a nestina. Sete amostras apresentarem positividade para a -l
Tubulina e Tirosinahidroxilase, a diferenciacao funcional dopaminérgica foi comprovada em apenas cinco
amostras, que além da positividade para estes marcadores, também liberaram dopamina no meio de cultivo.
A dopamina liberada no meio de cultivo apresentou uma concentracao média de 2,33 ng/mL + 2,13. Apés a
producédo da neuroesfera, uma das amostras apresentou alteragdes em seu perfil imunofenotipico; as células
desta amostra passaram a ter uma positividade para o CD271, uma negatividade para o CD73 e uma
quantificacdo de dopamina muito superior as demais amostras (74,91 ng/mL), sugerindo que o marcador
CD271 pode ter relagdo com um maior comissionamento das células em relacdo a sua diferenciacédo, pois
trata-se de marcador neuronal. O implante foi desenvolvido através do cultivo e diferenciacao dopaminérgica
das células-tronco mesenquimais sobre uma membrana de celulose. Estes resultados demostram que
células-tronco derivadas do tecido adiposo podem se diferenciar em células produtoras de dopamina, que
por sua vez, podem ser utilizadas para o desenvolvimento de um implante capaz de liberar dopamina, tendo
potencial uso terapéutico na Doenca de Parkinson.

Palavra-chave: Células-tronco adultas; tecido adiposo; Doenga de Parkinson; Neurbnio dopaminérgico;
dopamina; neuroesferas; implante nanoestruturado.
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Andalise quantitativa semi-automatica da expressao da
proteina phosphatase and tensin homologue (PTEN)
em cancer de mama

Claudia Caroline Veloso da Silva-Camargo!*, Arthur Henrique Gomes de Oliveiral, Julianna Alves
Rabello!, Lucas Padilha Lacerda?, Seigo Nagashima?!, Marcia Olandosk?, Jeanine Marie Nardin?, Thais
Abreu Almeida?, Licia de Noronha!, Vanessa Santos Sotomaior?

IPontificia Universidade Catdlica do Parana, Programa de pds-graduacéo em Ciéncias da Saude, Curitiba, Parana,
Brasil; 2Hospital Erasto Gaertner, CEPEP, , Curitiba, Paran4, Brasil

*Correspondente: clau_farm07@yahoo.com.br; Tel.: +55-41-98876-9269

Resumo: Os biomarcadores tornaram-se essenciais para o diagnéstico precoce, estratificacdo do
tratamento e como ferramentas de monitoramento de recorréncia para varios tipos de cancer. A proteina
phosphatase and tensin homologue (PTEN) € um potencial biomarcador, seu nivel de expressao mais baixo
tem sido associado a resisténcia a drogas anticancerigenas e pior prognostico da doenga. O escore de Allred
€ um método de coloracdo semiquantitativo manual amplamente utilizado por patologistas na prética clinica,
e em pesquisas para avaliar a expressdo de biomarcadores. Esse escore fornece uma avaliagdo dos
parametros de distribuicdo e intensidade dos biomarcadores. No entanto, os resultados do escore Allred
podem ser afetados por variagdes de coloracado e iluminacdo sob diferentes microscépios e variam entre os
observadores, levando a dificuldades na reprodutibilidade e precisdo dos resultados. Além disso, esses
fatores também podem contribuir para a probabilidade de decisGes néo confiaveis e propensas a erros com
base nas informacdes obtidas. A automacdo pode ser usada para padronizar, reduzir o tempo de
processamento e aumentar a eficiéncia da deteccdo de biomarcador de alto rendimento. Assim,
determinamos a viabilidade da analise semiautomatica da expressao de PTEN no cancer de mama. Para
tanto, 191 amostras de céncer de mama organizadas em um microarranjo de tecidos (TMA) foram
examinadas por meio de um protocolo de imuno-histoguimica, seguido de pontuacdo de Allred e andlise do
processo de segmentacdo semi-automatica utilizando da técnica de morfometria de cores. Esta técnica foi
adaptada para detectar automaticamente a area de distribuicao positiva e a intensidade associada. A
comparacdo da especificidade e acuracia dessa abordagem recém-estabelecida com as obtidas com o
método escore de Allred demonstrou uma correlacdo positiva entre os dois métodos. A analise semi-
automética detectou e distinguiu com eficiéncia a distribuicdo e intensidade da expressdo de PTEN. Os
resultados apresentados neste estudo demonstraram que uma mascara morfométrica pode ser efetivamente
utilizada para detectar a intensidade e distribuicdo da expressdo de PTEN confirmando o resultado obtido
no escore de Allred manual. Além disso, poderia reduzir a variabilidade de resultados causada por diferencas
interobservadores e facilitaria a obtencéo de prognésticos precisos por meio da padronizacao dos resultados
obtidos.

Palavra-chave: cancer de mama, PTEN, escore de Allred, morfometria, biomarcadores.
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Nanoparticulas biodegradaveis carregadas com
levodopa e curcumina para tratamento da doenca de
Parkinson

Bassam Felipe Mogharbel ' *, Marco André Cardoso 12, Ana Carolina Irioda ?, Priscila Elias Ferreira
Stricker 1, Robson Camilotti Slompo !, Julia Maurer Appel !, Nathalia Barth de Oliveira !, Maiara
Carolina Perussolo !, Claudia Sayuri Sacaki !, Nadia Nascimento da Rosa ?, Dilcele Silva Moreira
Dziedzic !, Christophe Travelet 2, Sami Halila ?, Redouane Borsali 2, Katherine Athayde Teixeira de
Carvalho !
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*Correspondente: bassamfm@gmail.com; Tel.: +55-41-996319832

Resumo: A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum relacionada a
idade. A levodopa (L-DOPA) continua sendo a droga padréo-ouro disponivel para o tratamento da DP. A
curcumina tem muitas atividades farmacolégicas, incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias,
antimicrobianas, anti-amiléides e antitumorais. Copolimeros compostos de Poli (6xido de etileno) (PEO) e
poliésteres biodegradaveis como Poli (e-caprolactona) (PCL) podem se auto-montar em nanoparticulas
(NPs). Este estudo descreve o desenvolvimento do copolimero dibloco NH2-PEO-PCL carregado
positivamente e modificado pela adicdo de glutationa (GSH) na superficie externa, resultando em uma
entrega sinérgica de L-DOPA e curcumina que seria capaz de atravessar a barreira hematoencefélica. As
suspensfes de NPs NH2-PEO-PCL foram preparadas usando um método de nanoprecipitacdo e
deslocamento de solvente e revestidas com GSH. As NPs foram submetidas a ensaios de caracterizagéo.
Para garantir a biodisponibilidade, as células Vero e PC12 foram tratadas com varias concentracdes das
NPs carregadas e descarregadas para observar a citotoxicidade. As NPs carregaram com sucesso L-DOPA
e curcumina e ficaram estaveis ap0s a liofilizacdo, avancando para testes de toxicidade in vitro. As células
Vero e PC12 que foram tratadas por até 72 h com varias concentracdes de L-DOPA e NP carregadas de
curcumina mantiveram alta porcentagem de viabilidade, indicando que as NPs sdo biocompativeis. As NPs
consistindo de NH2—PEO-PCL foram caracterizados como formulagdes potenciais para entrega cerebral de
L-DOPA e curcumina. Os resultados também indicam que as nanomicelas biodegradaveis desenvolvidas e
compativeis com o0 sangue apresentaram baixa citotoxicidade.

Palavra-chave: nanoparticulas; glutationa; doenca de Parkinson; L-DOPA; curcumina.
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Avaliacao da tumorigenicidade do produto de terapia
avancada derivado das células mesenquimais da
medula 0ssea

Bianca Polak Furman'*, Henrique Trigo de Castro Junior!, Débora Regina Daga!, Daniela Boscaro
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Resumo: A utilizagéo das células-tronco mesenquimais (CTM) para fins terapéuticos e aplicagdo em ensaios
clinicos como um produto de terapia avancada (PTA) refor¢a a necessidade de avaliagdes que garantam a
seguranca dos pacientes tratados com o PTA. Em virtude dos diversos estimulos decorrentes do processo
de cultivo das CTM, estas podem sofrer alteracdes como instabilidades gendmicas, transformacdes de
células e aumento de potencial tumorigénico. O ensaio de col6nia em Soft Agar, que é baseado na habilidade
das células com potencial tumorigénico de crescerem independente de ancoragem e formarem colbnias,
permite avaliar o potencial tumorigénico das CTM. Desta forma esta metodologia permite a comprovacao
das propriedades do material biolégico e particularidades no desenvolvimento de novos PTA para aplicagéo
clinica, sem riscos para o paciente. O objetivo foi estabelecer um protocolo para avaliar o potencial
tumorigénico das CTM da medula éssea (MO) para ser utilizado como teste de controle de qualidade do
PTA que sera disponibilizado para os pacientes nos ensaios clinicos. As CTM-MO foram obtidas de
doadores saudaveis e cultivadas até a passagem P2-P4 e as células da linhagem HelLa foram utilizadas
como controle positivo. Foram comparados trés protocolos diferentes baseados na formacao de colénias em
Soft Agar, onde as células foram cultivadas em placas de 6 pogos, com duas ou trés camadas e diferentes
concentracdes de agar ou agarose por 21 dias. Em alguns casos, foi feita a coloragdo com violeta genciana
e azul de metileno. O protocolo utilizando uma concentracédo de agar de 0,6% na primeira camada e de 1%
na segunda camada, apresentou melhores resultados para avaliagdo do crescimento das células. Apos o
cultivo de 21 dias, foram observadas poucas CTM-MO isoladas sobre a camada de agar, pois estas células
apresentam o crescimento dependente de ancoragem. Para as células HelLa, que tem o crescimento
independente de ancoragem, houve a formacéo de colbnias. Foi possivel estabelecer um protocolo para
avaliacdo da tumorigenicidade das CTM que poderd ser utilizado no controle de qualidade do PTA para os
ensaios clinicos. Este protocolo também podera ser utilizado para validacdo de outros ensaios de
transformacéo celular, que utilizam kits comerciais.

Palavra-chave: Tumorigenicidade; Produto de Terapia Avancada, Controle de qualidade, Crescimento
celular.
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Caracterizacédo celular e molecular de células-tronco
mesenquimais-like derivadas de células pluripotentes
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Resumo: Células-tronco mesenquimais (CTMs) destacam-se por promoverem o aumento da atividade e
viabilidade de outras células através de mecanismos diversos, incluindo a comunicacao paracrina mediada
por vesiculas extracelulares. Entretanto, isolados de CTMs apresentam variabilidade in vitro, por exemplo,
contendo populagdes heterogéneas e atingindo senescéncia celular precocemente, dificultando a aplicagéo
tanto das células quanto de seus subprodutos em novas terapias regenerativas. Portanto, faz-se necessario
o estabelecimento de protocolos para geracdo de culturas estaveis e reprodutiveis, contexto no qual o uso
de células-tronco pluripotentes (CTPs) em protocolos de derivacdo de CTMs-like € uma alternativa. Ainda,
a exploracdo de novas fontes de vesiculas extracelulares apresenta-se como um campo de grande potencial.
Nesse sentido, o presente trabalho buscou estabelecer protocolos de derivacdo de CTMs-like a partir de
CTPs e a posterior caracterizagdo das células geradas quanto a suas propriedades funcionais comparadas
a CTMs de cultivo primario. Dentre seis protocolos adaptados a partir da literatura, uma das metodologias
de derivacdo foi escolhida para o prosseguimento dos experimentos. As CTMs-like obtidas foram
caracterizadas quanto a seu perfil fenotipico pela avaliagdo da presenca de proteinas de superficie através
de citometria de fluxo, em comparacdo com o padrdo definido pela Sociedade Internacional de Terapia
Celular como caracteristico de CTMs. O padrao de proteinas de superficie encontrado nas CTMs-like foi
condizente com o de uma célula mesenquimal, e se assemelha ao encontrado em CTMs obtidas a partir de
tecido adiposo. A presenca de marcadores positivos para CTMs foi enriquecida ao longo das passagens em
cultivo gerando células majoritariamente positivas para os marcadores CD90 e CD73. As CTMs-like também
foram avaliadas quanto a seu potencial de diferenciagdo multipotente, em protocolos de indug&o adipogénica
e osteogénica. Os resultados preliminares indicam que as CTMs-like possuem potencial osteogénico
comparavel com o de CTMs de tecido adiposo. Entretanto, as CTM-like ndo demonstraram potencial
adipogénico nos testes realizados até o momento. Repeticdes dos protocolos de derivacdo e dos
experimentos de caracterizacdo confirmardo tais observacdes. Com isso, foi definido um protocolo para
obtencdo de CTMs-like a partir de CTPs, que representa uma alternativa para a superacao das limitacdes
do uso de CTMs na medicina regenerativa. Tais células apresentaram perfil fenotipico semelhante ao de
outras CTMs e potencial de diferenciagcéo condizente com o encontrado na literatura para esse tipo de célula.
Futuros experimentos confirmardo o potencial funcional dessas células visando aplicacdes terapéuticas.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais derivadas; protocolos de derivacao celular; diferenciacao
celular; caracterizacdo molecular; medicina regenerativa; potencial terapéutico.
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Efeito Imunomodulador das células-tronco
mesenquimais do cordao umbilical em pacientes com
sindrome respiratéria aguda grave decorrente da
COVID-19

Carmen Lucia Kuniyoshi Rebelatto!,?*, Alexandra Cristina Senegaglia',? , Claudio Luciano Franck?,
Debora Regina Daga?, Marco Augusto Stimamiglio®, Daniela Boscaro Marsaro?, Valderez Ravaglio
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Resumo: A COVID-19, causada pelo novo coronavirus (SARS-CoV-2) é uma doenga multissistémica, onde
0 paciente muitas vezes apresenta uma resposta imune exacerbada, com a produgdo de uma grande
guantidade de citocinas pré-inflamatérias, que pode levar a danos nos 6rgéos seguido de edema, sindrome
respiratoria aguda grave, dano cardiaco agudo, infec¢do secundaria com sepses, falha de multiplos 6rgéos,
e a morte. Portanto, evitar a tempestade de citocinas, pode ser de grande importancia para o tratamento da
COVID-19 em pacientes infectados. As células estromais mesenquimais (CTM) séo considerados Produtos
de Terapia Avancada (PTA) e apresentam propriedades imunomoduladoras e capacidade de regeneracao,
portanto, sdo uma ferramenta promissora para o tratamento de distarbios que envolvem desregulacao
imunolégica e extenso dano tecidual, como é o caso da COVID-19. Este estudo teve como objetivo avaliar
o0 potencial imunomodulador das CTM do tecido de corddo umbilical (CTM-TCU) ap6s a infusdo em
pacientes criticos com COVID-19. A caracterizacdo das CTM-TCU foi realizada seguindo os critérios
definidos pelas International Society for Cellular Therapy (ISCT). Foram incluidos dezessete pacientes
diagnosticados com COVID-19, internados na UTIl e em ventilagdo mecénica invasiva. Os pacientes
receberam trés doses de 5x10° CTM-TCU/kg (n=11) com intervalo de 48 horas ou placebo (n=6). O produto
final foi avaliado pelo teste de imunomodulacdo das CTM-TCU in vitro. Nos pacientes, foram avaliados os
marcadores inflamatérios como a ferritina, a proteina C reativa, e 0s niveis das citocinas - fator estimulador
de colbnias de granulécitos (GM-CSF), interleucinas (IL) -2, IL-6, IL-7, IL-8, fator de necrose tumoral (TNF)
a, proteina quimioatrativa de monécitos (MCP1/CCL2) e proteina inflamatéria de macrofagos-1
alfa (MIP1a/CCL3), nos periodos pré-infuséo, dias 2, 4, 6 e 14, 2 e 4 meses. Os resultados das avaliacdes
do PTA estavam de acordo com os critérios estabelecidos pelo Centro de Tecnologia Celular/PUCPR. Na
avaliacéo ao longo do tempo, no grupo de pacientes que recebeu as CTM-TCU, observou-se uma reducéo
significativa dos niveis de ferritina e proteina C reativa. Na comparacéao entre os grupos, houve uma reducéo
dos niveis de ferritina no 14° dia comparativamente ao grupo placebo. Em relacéo as citocinas, os niveis de
IL-6, IL-8 e MCP-1-CCL2 diminuiram ao longo do tempo no grupo que recebeu as CTM-TCU. Também foi
observada uma reducdo significativa dos niveis de IL-6 no quarto més apos a infusdo, comparativamente ao
grupo placebo. As CTM-TCU mostraram efeitos benéficos com a diminuicdo de marcadores inflamatorios,
confirmando seu efeito imunomodulador apds a infusdo em pacientes criticos com COVID-19.

Palavra-chave: COVID-19, Células Estromais Mesenquimais, Produto de Terapia Celular Avancada,
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Potencial terapéutico de células precursoras neuronais
na retinopatia diabética — modelo preé-clinico
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Resumo: De acordo com a Federacao Internacional de Diabetes até 2030 mais de 650 milhdes de pessoas
serdo diagnosticadas com diabetes. Considerando este nimero expressivo, € relevante encontrar
medicamentos e tratamentos, a fim de, diminuir, regredir ou curar esta patologia e suas complicacdes, como,
a retinopatia diabética. Os danos causados ao longo do tempo pelo diabetes, decorre com o declinio de
varios 6rgaos, e 0s agravos na retina cursam com a perda visual. Desta forma, a presente pesquisa avaliou
os efeitos da terapia celular, especificamente, das células precursoras neuronais em ratos Wistar, induzidos
a retinopatia diabética. Para isto, as células-tronco mesenquimais da Geleia de Wharton do cordao umbilical
humano, foram isoladas, expandidas e semeadas em substrato de biopolimero sem a adi¢cao de fatores de
crescimento para desenvolver neuroesferas. As células precursoras neuronais obtidas deste cultivo, foram
caracterizadas através de imunocitoquimica. Os animais foram divididos em trés grupos; ndo diabéticos n=4;
diabéticos sem tratamento n=9 e diabéticos tratados com terapia celular n=9. As células foram
transplantadas através de injecdo intravitreal (1 x 10° cel/uL) nos ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Avaliagbes foram feitas por tomografia de coeréncia Optica e eletrorretinografia nos
tempos; pré-inducdo; diabético e pos terapia celular. Quatro semanas ap0s o tratamento, os olhos foram
enucleados, seguidos de analise histopatoldégica e imunohistoquimica. Nos resultados, as células
precursoras neuronais aumentaram a camada de células ganglionares da retina, melhoraram a camada de
fotorreceptores e diminuiram pontos de neovasos, evidenciados pelos achados da eletrorretinografia,
tomografia de coeréncia 6ptica, histopatologia e imunohistoquimica. O resultado mais relevante foi a
diferenca morfoldgica entre ratos tratados versus nao tratados, no qual exibiu a melhoria de varias camadas,
notavelmente do epitélio pigmentar da retina e fotorreceptores. Foi demonstrado neste trabalho que as
células precursoras neuronais reduziram a progressdo da retinopatia diabética, através do efeito
neuroprotetivo, promovendo a regeneragao da retina.
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celular.
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O impacto das tecnologias de sequenciamento na
Identificacdo computacional de RNAs longos nao-
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Resumo: As tecnologias de sequenciamento de alto rendimento (ou do inglés high-throughput sequencing - HTS)
inauguraram uma nova era nas analises de dados de 6micas. Porém, a qualidade dos transcritos reconstruidos
ainda sdo questionaveis devido a dificuldade inerente da reconstrucao de estruturas de transcritos inteiros via
tecnologia de leituras de sequéncias curtas ou short-reads. A este respeito, técnicas de sequenciamento de
leituras longas, ou long-reads, tais como ISO-Seq e Nanopore tem um grande potencial para aperfeicoar a
gualidade da anotacg&o do transcriptoma. Apesar do avango nessas tecnologias de transcritos completos ou full
length transcripts, o processo de anotagéo de RNAs ndo-codificadores longos (INcRNAs) ainda carece de esforcos
dedicados também a estas novas tecnologias. Como podemos perceber na literatura, as ferramentas
desenvolvidas para predicdo de IncRNAs foram treinadas utilizando transcritos reconstruidos a partir de leituras
curtas. Deste modo, existe um hidto sobre a contribuicdo de leituras longas nesses métodos. Assim, o objetivo
deste trabalho foi o de avaliar se essas ferramentas podem predizer corretamente INcRNAs em dados gerados
por tecnologias baseadas em leituras longas, e qual o impacto destas novas tecnologias. Baseado em revisbes
de ferramentas de predi¢édo de IncRNA, foram definidos um conjunto de 14 ferramentas usados para identificacéo
in silico de IncRNAs. Dessas ferramentas, nove foram utilizadas especificamente para dados de humanos (CNCI,
COME, CPAT, LncADeep, IncRNAnet, IncScore, PLEK, RNAmining e RNAsamba), quatro especificamente para
dados de plantas (CREMA, LncMachine, PLncPRO e RNAplonc) e uma ferramenta (CPC2) foi utilizada para
ambos, humanos e plantas. Para avaliar as ferramentas selecionadas, escolhemos 17 conjuntos contendo
sequéncias de transcritos, dos quais 12 contém dados de plantas (trés sdo compostos de leituras curtas e nove
de leituras longas) e cinco de dados de Homo sapiens (um composto de leituras curtas e quatro de leituras
longas). Em seguida, as ferramentas forma executadas nos devidos conjuntos de dados selecionados como
entrada, e o desempenho de cada ferramenta foram analisadas usando duas métricas: sensibilidade e frequéncia
relativa. A partir dos resultados analisados, foi possivel observar uma melhora nos valores de sensibilidade para
as ferramentas LncADeep, CPAT, e IncRNAnet com dados de leituras longas, quando comparado com dados de
leituras curtas no genoma humano. A respeito dos maiores valores médios de sensibilidade em relagédo a todos
0s conjuntos de dados, esses valores foram alcancados pelas ferramentas RNAmining, CNCI, LncADeep e
IncRNAnet. Para os conjuntos de dados de plantas, as ferramentas CPC2 e RNAplonc atingiram os melhores
resultados, pois conseguiram identificar a maior quantidade de IncRNAs nos conjuntos de leituras longas, apesar
do bom desempenho da ferramenta PLncPRO em leituras curtas. Estes resultados contribuirdo para compreender
a influéncia das tecnologias de sequenciamento de leituras curtas e longas na identificacdo de INcCRNAs, e assim,
aperfeicoar os métodos de analise de IncRNAs.
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Avaliacdo in vitro do Potencial Uso de Arcaboucos 3D de
Alumina Funcionalizados com Vesiculas Extracelulares para
Regeneracéo Ossea
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Resumo: As lesBes Osseas envolvem desde problemas degenerativos até fraturas ocasionadas por
acidentes. Os tratamentos disponiveis atualmente se limitam a devolver a sustentacdo fisica ao local
lesionado, como no caso do uso de préteses metalicas, ou ao tratamento de pequenas lesdes com o uso de
enxertos 0Osseos. Devido a isso, € necessario que haja diferentes técnicas que possibilitem o
reestabelecimento da fungdo do tecido lesionado. Nesse contexto, a medicina regenerativa traz novas
abordagens, como o uso de biomateriais em arcabouc¢os 3D e o tratamento envolvendo células-tronco e
seus derivados. Para lesdes 6sseas, um biomaterial promissor é a alumina (6xido de aluminio), que € um
composto ceramico, bioinerte, que possui propriedades mecanicas que mimetizam o0 0sso e ja € estudada
em tratamento odontolégicos, podendo ser utilizada em diferentes formatos. As células-tronco
mesenquimais (CTM) além da sua aplicacdo inicial na terapia celular, também apresentam atividade
paracrina, como a liberacdo de vesiculas extracelulares (VESs), que funcionam como sinalizadores biol6gicos
com reconhecido potencial regenerativo. Por isso, 0 objetivo desse trabalho é avaliar in vitro o uso dos
arcaboucos porosos de alumina funcionalizados com as VEs como uma proposta de tratamento para as
ledes Osseas. Para isso, os arcaboucos de alumina foram produzidos através da técnica de espumacao
direta, com sua ultraestrutura caracterizada por microscopia eletronica de varredura (MEV), a qual
possibilitou a visualizacdo detalhada da superficie do arcabouco, onde foi observada uma estrutura porosa
com uma superficie granulosa. Inicialmente, foi padronizado o modo de esteriliza¢do do arcabougo em estufa
a 160°C por 2 horas, que foi comprovado através da verificagao da auséncia de micoplasma por RT-qPCR.
Em seguida, sua citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de captagdo de vermelho neutro, pelo qual os
arcaboucos nado foram citotoxicos para os dois tipos celulares testados, CTM e fibroblastos de camundongos
(3T3). A partir disso, foi avaliado a capacidade das CTM de aderirem ao arcabouc¢o, com o plagueamento
tendo uma adesao inicial de 73% e um aumento de 3x da quantidade inicial aderida ao arcabougo ao final
de 7 dias. O cultivo foi acompanhado para verificar a presenca e a morfologia das células, para isso, os
arcaboucos foram fixados nos dias 3 e 7, para visualizagdo por MEV e através da marcacdo com DAPI e
Beta-Tubulina em microscépio de fluorescéncia pelos quais foi possivel observar o aumento do nimero de
nucleos das células marcados pelo corante DAPI e a morfologia fibroblastoide, correspondente ao esperado.
Como proximos passos do trabalho, serdo isoladas as VEs das células-tronco e osteoblastos para a
funcionalizac@o dos arcaboucos, a partir disso, serdo testados ensaios de diferenciacdo osteogénica a fim
de avaliar a influéncia na diferenciagdo com o uso das VEs. Os resultados obtidos até 0 momento sugerem
a seguranca do uso dos arcaboucos de alumina para o cultivo das células e a interacao entre elas e a
superficie do arcabouco o que representa um potencial para a sua aplicacdo na medicina regenerativa. Com
0s experimentos que ainda serao feitos espera-se encontrar indicios positivos da aplicacdo das VEs para o
contexto estudado.

Palavra-chave: Células-tronco Mesenquimais; Terapia Celular; Medicina Regenerativa; Osteogénese.
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Membrana amniodtica descelularizada como carreador
de células e matriz extracelular em engenharia tecidual
Ossea

Dilcele Silva Moreira Dziedzic!, Bassam Felipe Mogharbel!, Ana Carolina Irioda!, Priscila Elias
Ferreira Stricker!, Célia Regina Cavichiolo Franco?, Katherine Athayde Teixeira de Carvalho*

1 Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe & Faculdades Pequeno Principe, Terapias Avancadas e Biotecnologia
Celular na Medicina Regenerativa, Curitiba, Parana, Brasil; 2Universidade Federal do Parand, Biologia Celular,
Curitiba, Parana, Brasil

*Correspondente: dilceledz@gmail.com; Tel.: +41-99945-0513

Resumo: O potencial de biomateriais facilmente coletados foi investigado para aplicacdo na engenharia de
tecidos 0sseos, através do emprego de uma fonte de células possivelmente autloga associada a uma matriz
de coldgeno amplamente disponivel. Neste estudo foi empregada membrana amnidtica humana
descelularizada (MAD) como arcabouco para transplante de células-tronco derivadas do tecido adiposo
(CTA) e de matriz extracelular (MEC) depositada no periodo de diferenciagédo celular em osteoblastos in
vitro. CTA coletadas de ratos Wistar machos com oito semanas foram cultivadas sobre MAD e
transplantadas em defeitos 6sseos nao cicatrizantes em calvaria (n=15) e em defeitos periodontais em
animais da mesma espécie (n=25). Defeitos Unicos em calvéaria foram divididos em controle sem tratamento,
tratamento com quatro camadas de MAD, ou quatro camadas de MAD + CTA. Defeitos de furca periodontal
receberam tratamentos com MAD, MAD + CTA, MAD + MEC, ou MAD + MEC +CTA, comparados a defeitos
sem tratamento contralaterais. Durante o periodo in vitro MAD preservou a estrutura de suporte, promoveu
adesao e expansao das CTA, além da deposicao de matriz extracelular mineralizada semelhante a 0sso
guando as células foram cultivadas em meio osteoindutor por quatro semanas, com depésitos globulares
calcificadas associadas as células na superficie da MAD e no interior da matriz de colageno. A cicatrizagéo
0ssea na presenca de MAD e CTA foi observada por microtomografia computadorizada e histologia apés 12
semanas em calvaria, e apds quatro semanas em defeitos periodontais. Defeitos em calvaria demonstraram
gue MAD promoveu a osteoconducédo e MAD + CTA estimulou a deposicéo 6ssea, comparados ao controle.
Em defeitos periodontais de furca MAD e MAD+CTA melhoraram a cicatrizacao éssea em comparagao com
controle no nivel gengival. Em conclusédo, MAD suportou a neovascularizagcao e promoveu a osteoconducéo
em ambos os tipos de defeitos, e a regeneracdo 6ssea foi mais estimulada por CTA indiferenciadas.

Palavra-chave: membrana amnidtica; células-tronco; tecido adiposo; defeito dsseo.
DOI: 10.1007/s00223-020-00793-1
DOI: 10.3390/membranes11080606
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Interacdo das DPSC com arcaboucos de baixo custo em
acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) prototipados em
impressora 3D

Fabiane Barchiki!’, Lidiane Maria Boldrini Leite!, Alexandra Cristina Senegaglial, Crisciele
Kuligovski?, Alejandro Correa Dominguez?, Sérgio Adriane Bezerra de Moura3, Paulo Roberto Slud
Brofman?

1Pontificia Universidade Catdlica do Parand, Nucleo de Tecnologia Celular, Curitiba, Parand, Brasil; 2Instituto Carlos
Chagas/FIOCRUZ-PR, Curitiba, Parand, Brasil; 3 Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal, Brasil.

*Correspondente: fabiane_b@yahoo.com.br; Tel.: +55-41-3271-2219

Resumo: A popularizagédo das impressoras 3D extrusoras, em que a modelagem ocorre por fuséo e deposicgéo,
despertou um grande interesse da area da saude com o intuito de desenvolver biomodelos, para estudantes ou
para planejamento de cirurgias complexas. Logo em seguida a bioengenharia analisou varios polimeros quanto
a sua biocompatibilidade, de modo a permitir seu uso clinico, com a finalidade de reparar ou substituir tecidos
acometidos por traumas ou alteracBes patoldgicas. Polimeros de grau clinico sdo biomateriais com alto valor
comercial e sdo utilizados principalmente na ortopedia. As custas destes materiais prejudicam a ampla
distribuicdo no atendimento a populacéo. O acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) é um material com valor inferior
aos demais polimeros utilizados na clinica médica, ja demonstrou seu potencial uso como biomaterial, entretanto
os estudos nao apresentam analises direcionadas a comprovacdo de sua biocompatibilidade. Um tipo celular
muito descrito nestas avaliagbes sdo as células estromais mesenquimais derivadas da polpa dentaria (DPSC),
devido as caracteristicas de facil obtencdo, rapida proliferacdo, potencial de diferenciagdo e baixa
imunogenicidade. O ABS pode ser produzido em filamentos e entdo prototipado em impressora 3D em inUmeras
formas. Podendo atender a necessidade de producgdo de enxertos personalizados aos pacientes, uma vez que
os dados obtidos em ressonancia magnética e tomografias podem ser convertidos para prototipagem. O objetivo
deste estudo foi analisar a compatibilidade bioldgica de arcaboucos em ABS, produzidos em impressora 3D,
associados as DPSC. O polimero ABS foi impresso por extrusao, em formato de disco, camada a camada, com
orientagao ortogonal de modo a constituir uma trama tridimensional, sendo posteriormente esterilizado por 6xido
de etileno. DPSC (n=3) foram isolados por digestdo enzimatica e expandidos in vitro. Para verificar a adeséo e
proliferacado celular, utilizamos a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e DPSC bioluminescentes,
gue expressam luciferase devido a transducgéo (Dias 0-7). A viabilidade celular e o perfil imunofenotipico das
células foram avaliadas pela técnica de citometria de fluxo (Dias 0-14-28). A estabilidade genética foi demonstrada
pela técnica de bandeamento G (Dias 0-14). Todas as andlises foram realizadas antes e apds o cultivo celular
nos discos. A mensuracado dos fotons emitidos pelas células bioluminescentes confirmou e migracdo celular em
ambos os polimeros testados, 0 aumento do sinal durante os dias de acompanhamento do cultivo comprovou a
proliferacdo celular, sendo mais evidente no controle, seguido do ABS. Estes resultados foram confirmados na
MEV. A viabilidade antes do cultivo de DPSC nos discos foi de 98,4% e apds cultivo no ABS de 96,6%. O perfil
imunofenotipico foi positivo para CD29, CD73, CD90, CD105, CD166, negativo para CD14, CD19, CD34, CDA45,
HLA-DR em todas as analises. Foi mantida a estabilidade cromossdmica em todas as condi¢des de cultivo. Os
resultados demonstraram um perfil de biocompatibilidade no polimero ABS associado as DPSC. Esses dados
incentivam o desenvolvimento de estudos in vivo associando DPSC ao ABS prototipado de acordo com a
necessidade, podendo ainda confirmar se as células irdo auxiliar no processo de integracéo do enxerto.

Palavra-chave: polimero; impressora 3D; enxerto; biocompatibilidade.
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Validacao de metodologia POCT para a determinacao
de perfil lipidico em amostras de sangue total capilar

Gabriele Luise Neves Alves!, Halanna de Paula Riedi', Rafaela Fortes Correal, Vanessa Hintz
Albano?, Lucca Malucelli!, Matheus Goncalves Severo?, Carolina Melchioretto dos Santos?, Caio Corsi
Klosovski?

1 Hilab, Validagdo de Metodologias Analiticas, Curitiba, Parand, Brasil, CEP 81270-185.
*Correspondente: gabriele.alves@hilab.com.br; +55 41 98406-5051.

O exame de perfil lipidico € composto por uma série de testes diagndsticos quantitativos de rotina, utilizados
para avaliar o risco de doenca cardiaca coronariana e outras condi¢cdes clinicas. Em laboratorios
convencionais, o exame revela a concentragao de colesterol total (CHOL), colesterol HDL (HDL-c), colesterol
LDL (LDL-c) e triglicerideos em amostras de soro. Um diagndstico mais completo pode ainda mensurar, de
forma complementar, o colesterol VLDL (VLDL-c) e o colesterol ndo-HDL (ndo-HDL-c). O objetivo deste
estudo foi a validagéo de um teste laboratorial remoto, ou point-of-care testing (POCT), por meio da analise
da correlacdo clinica entre a metodologia alternativa e os resultados de um laboratério convencional
credenciado pelo Colégio Americano de Patologistas. O exame avaliado utiliza um analisador portatil (Hilab
Flow) para a obtencéo dos resultados de testes colorimétricos para CHOL, HDL-c e triglicerideos, além de
calcular indiretamente a concentracdo de LDL-c (equacéo de Martin), VLDL-c (equacéo de Friedewald) e
ndo-HDL-c (diferenga entre CHOL e HDL-c). As andlises POCT, realizadas por inteligéncia artificial e
verificadas por profissionais habilitados, so feitas a partir de 40 microlitros de sangue capilar, coletado por
puncdao digital, sem a necessidade de coleta venosa. Um sistema embarcado de internet das coisas no leitor
permite a analise remota das rea¢cdes em um Unico teste e a liberacdo de laudo digital assinado em 15
minutos. Neste estudo, foram utilizadas amostras de sangue capilar e de soro de 150 doadores voluntarios
selecionados randomicamente. As amostras de sangue capilar foram analisadas no leitor imediatamente
apOs a coleta, enquanto as amostras de soro, coletadas no mesmo momento, foram enviadas para o
laboratério de referéncia, para analise enzimética-colorimétrica no equipamento Beckman AU5800, com
liberacdo de resultados em 24 horas. Os parametros de desempenho do exame foram avaliados por meio
de regressdo das curvas (coeficiente de correlagdo e interceptacdo y) e por meio da interpretacdo da
correlacdo de Pearson (r) para CHOL, HDL-c e triglicerideos. O critério de aceitagdo foi obter uma inclinacéo
entre 0,85 e 1,15, que é uma regra pratica comum para métodos POCT. Os dados referentes aos analitos
com concentracdo estimada indiretamente derivam da relacdo entre os valores observados para o conjunto
testado. Como resultado, a inclinacdo das curvas foi de 1,08, 0,97 e 1,07 para CHOL, HDL-c e triglicerideos,
respectivamente, enquanto os valores da correlagdo de Pearson, na mesma ordem, foram 0,92, 0,95 e 0,96.
O exame POCT apresentou parametros de sensibilidade, especificidade e acuracia superiores a 99% para
CHOL; 96,3% de sensibilidade e superiores a 99% para especificidade e acuracia para HDL-c; e superior a
99% de sensibilidade, 98,2% de especificidade e superior a 99% de acuracia para triglicerideos. De acordo
com os resultados, conclui-se que o exame de perfil lipidico POCT realizado no equipamento Hilab Flow
representa uma alternativa mais rapida e menos invasiva de testagem para a determinacao do perfil lipidico,
com desempenho comparavel ao do laboratoério de referéncia.

Palavra-chave: point-of-care testing; diagndstico; Hilab; perfil lipidico; colesterol; triglicerideos.
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Novo analisador hematolégico point-of-care com
diferenciacao celular através do uso de inteligéncia
artificial

Aléxia Thamara Gasparin?, Claudiane Isabel Franco Araujo*, Juliana Beker Godoy?, Halanna de Paula
Riedi?, Gabriele Luise Neves Alves ?

1Hilab, Pesquisa e Desenvolvimento Laboratorial, Curitiba, Parand, Brasil, CEP 81270-185; 2Hilab, Validacéo de
Metodologias Analiticas, Curitiba, Parana, Brasil, CEP 81270-185.

*Correspondente:claudiane.isabel@hitechnologies.com; Tel.: +55-41-98879-3043

O hemograma é um dos exames mais informativos da atualidade, pois é capaz de orientar sobre o estado
de saude geral do paciente, permitindo o acompanhamento e o diagnéstico de doengas. Os principais
parametros avaliados neste exame sdo a contabiliza¢do do niumero de glébulos vermelhos, glébulos brancos
e plaquetas, além da quantificacdo dos niveis de hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio
(VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM). Atualmente, os equipamentos que realizam o hemograma
sdo automatizados e realizam as analise dos resultados através de diversas técnicas, entre elas, a de ensaio
da condutividade celular por impedancia (resistividade-impedancia) e a citometria de fluxo. Por se tratar de
um exame minucioso, as metodologias utilizadas para a avaliacdo dos diferentes pardmetros demandam
tempo, desde a coleta até a liberagdo do resultado, exigem instalacbes laboratoriais complexas e
dispendiosas, além de ser imprescindivel o treinamento de pessoal nos diferentes equipamentos e técnicas
utilizadas para a liberagéo do resultado final. Dessa forma, a testagem remota por point-of-care testing
(POCT) vem revolucionando a clinica médica ao oferecer inUmeras vantagens quando comparado aos testes
laboratoriais tradicionais. Entre as vantagens apresentadas pela metodologia, estdo a portabilidade e
facilidade em usar os equipamentos, sem a necessidade de treinamento técnico elaborado, a possibilidade
de se obter resultados quantitativos usando pequenas quantidades amostrais e a velocidade no
processamento e entrega de resultados, o que possibilita imediatas intervencdes terapéuticas, quando
necessario. Diante disso, a Hilab desenvolveu a plataforma de hematologia Hilab System que consiste na
utilizacdo dos equipamentos POCTs Hilab Lens, para analise microscopica digital, e o Hilab Flow, para
avaliacdo dos parametros hematimétricos utilizando a técnica de cromatografia. Esses equipamentos
utilizam a inteligéncia artificial, aprendizado de maquina, e a dupla verificacdo dos resultados por um
profissional qualificado, para possibilitar a realizagdo do hemograma, podendo ainda ser utilizado em
diversas aplicagfes que necessitem gerar e tratar imagens digitais de microscopia Optica. No estudo de
validagdo do Hilab System, 450 amostras de sangue foram avaliadas, sendo que 18% delas possuiam
alguma alteracdo patoldgica. Para as andlises de acuracia, precisdo e deteccdo de anormalidade nos
analitos avaliados, o método Hilab foi comparado com os resultados emitidos pelo equipamento Sysmex XE-
2100 (Sysmex, Japao). Os resultados das analises foram avaliados através da correlacdo de Pearson,
regressao de Passing Bablok, teste t de Student e Bland-Altman para cada um dos analitos investigados.
Como resultado, foi observado que o sistema Hilab e Sysmex XE-2100 possuem forte correlagao (r = 0,9)
para a maioria dos analitos, enquanto os estudos de acuracia indicaram exatidao dos resultados, dentro dos
limites estipulados. Da mesma forma, a capacidade de deteccéo de alteracdes celulares apresentou alta
sensibilidade, especificidade e acuracia. De acordo com o0s resultados apresentados, o sistema
desenvolvido pela Hilab apresenta uma andlise robusta, precisa, rapida e barata, possibilitando uso clinico
confiavel para andlises hematoldgicas.

Palavra-chave: point-of-care; hemograma; inteligéncia artificial; aprendizado de maquina; contagem de

plaquetas; diferencial de leucécitos.
DOI: https://doi.org/10.1038/s41598-022-13913-8
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Avaliacdo do colageno nas vias aéreas de
camundongos Balb/c submetidos a asma alérgica e
tratados com células-tronco mesenquimais humanas

Henrique Trigo de Castro Junior !, Lidiane Maria Boldrini Leite **, Pedro Vicente Michelotto Junior 2,
Sérgio Adriane Bezerra de Moura 2, Luiz Guilherme Achcar Capriglione !, Paulo Roberto Slud
Brofman?, Alexandra Cristina Senegaglia !

IPontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), Nuacleo de Tecnologia Celular, Curitiba, Parana, Brasil,
2Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR), Escola de Ciéncias da Vida, Curitiba, Parana, Brasil;
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A asma é uma doenca inflamatdria crénica, caracterizada pelo remodelamento das vias aéreas, decorrente
de modificagbes celulares e teciduais, como o aumento na deposi¢cdo de colageno. Os tratamentos
convencionais nao revertem o0s danos no tecido pulmonar, tornando importante a busca por estratégias
terapéuticas que atuem nesse processo, como as células-tronco mesenquimais (CTMs), que tém
demonstrado seu potencial no controle da inflamagé&o e no reparo tecidual. O objetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos das CTMs derivadas da medula 6ssea humana na deposi¢do de colageno nas vias aéreas de
camundongos Balb/c submetidos ao modelo experimental de asma alérgica. Camundongos Balb/c machos
foram divididos nos grupos: Controle (animais saudaveis e que receberam apenas solugéo salina em todas
as etapas de indugcdo do modelo experimental); asmatico (animais induzidos a asma e que nao receberam
tratamento) e tratamento (animais induzidos a asma e que foram tratados com CTMs de medula éssea
humana). Todos os animais foram eutanasiados no sétimo dia apds o transplante. Os pulmdes foram
removidos para avaliagdes histopatoldgicas. Os cortes pulmonares foram corados com Tricrémio de Masson
para analise do colageno total e Picrosirius-Hematoxilina para quantificar o colageno tipo | e 1. A distribuig&o
do colageno total foi analisada conforme a sua presenca e intensidade, especialmente na regido
peribronquiolar. A predominancia dos colagenos tipo | e Il no tecido pulmonar foi analisada pelo teste qui-
qguadrado, para evidenciar a associacao dos tipos de colageno entre os grupos. O grupo controle apresentou
deposicdo de colageno total com aspectos de normalidade (grau leve), o grupo asmatico demonstrou
guantidade aumentada (grau intenso) e no grupo tratamento houve reducdo no tecido pulmonar (grau
moderado/leve), especialmente na regido peribronquiolar dos camundongos. Além disso, verificou-se que
nos grupos controle e tratamento houve prevaléncia do coldgeno tipo I. Em contrapartida, no grupo asmatico
houve predominéncia do tipo Ill. Houve diferenca significativa na expresséo dos colagenos tipo | e lll quando
comparados 0s grupos controle vs. asmatico (p < 0,001) e asmatico vs. tratamento (p < 0,001). No entanto,
esta associacdo nao foi observada entre os grupos tratamento vs. controle (p = 0,309). O tratamento com
CTMs de medula 6ssea humana reduziu a deposicao de colageno nas vias aéreas de camundongos Balb/c
induzidos a asma alérgica, com predominancia o colageno tipo I, semelhante aos animais saudaveis,
demonstrando seu potencial para uso na pesquisa clinica como produto de terapia celular avangada.

Palavra-chave: Asma alérgica; vias aéreas, remodelamento; colageno; células-tronco mesenquimais.
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Caracterizacao de células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo (ADMSCs) crescidas em
microcarreadores 3D (Cytodex-1) e suas vesiculas
extracelulares.

Ingrid Larissa Melo de Souzal'*, Raphaella Josino?!, Bruna H. Marcon?, Alejandro C. Dominguez?,
Marco Augusto Stimamiglio?!
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Brasil.

*Correspondente: ingridims@yahoo.de; Tel.: (41) 9 99349875.

Vesiculas extracelulares (VEs) provenientes de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
(ADMSCs) tém sido usadas na medicina regenerativa para reparo tecidual. A fracdo de VEs com origem
endossomal, exossomos, liberados por varios tipos de células para o espaco extracelular, sdo pequenas
vesiculas lipidicas (VLs) (30-150 nm) nas quais as tetraspaninas estao enriquecidas, por exemplo, CD81,
CD82, CD9 e CD63. Em estudos gerais, 0 sucesso do isolamento de VEs a partir das ADMSCs é baseado
na deteccdo de marcadores de superficie (CD9, CD63 e CD81) e marcadores internos como TSG101, Alix
e Syntenina-1. No local da ferida, as VEs de ADMSCs modulam a resposta imune e inflamacao. Elas também
promovem angiogénese, aceleram a proliferacdo e re-epitelizacdo de células da pele e regulam a
remodelacdo de colageno que inibe a hiperplasia da cicatriz. VEs nao séo rejeitadas pelo sistema imune,
tendo um potencial residente e a sua dosagem pode ser facilmente controlada. VEs de ADMSCs podem
induzir o aumento de enxertos de gordura e promover a cicatrizacdo de feridas em pacientes com diabetes
mellitus. Elas também podem atuar como carreadores de moléculas e serem combinadas com arcabougos
para tramentos no local da lesdo. Em geral, as VEs de ADMSCs séo conhecidas pelo potencial clinico de
inducdo do reparo tecidual. Com o objetivo de coletar VEs em larga escala para uso em produtos
farmacéuticos, muitos estudos tém expandido o cultivo de ADMSCs em biorreatores utilizando
microcarreadores 3D, como Cytodex-1 e Cytodex-3. Este presente trabalho visou caracterizar o crescimento
3D de ADMSCs em microcarreadores Cytodex-1 com relagcdo as proteinas do citoesqueleto, secrecao de
componentes da matriz extracelular e viabilidade celular e as VEs de ADMSCs com relagéo ao tamanho,
morfologia e perfil de proteinas. ADMSCs crescidas no Cytodex-1 apresentaram fen6tipo normal de MSCs
(CD105%, CD73* e CD90"), proteinas do citoesqueleto (B-Actina, F-Actina e B-Tubulina) e secrecdo de
fibronectina (matriz extracelular). Além disso, a morfologia, tamanho e marcadores de VEs (CD63, CD9,
TSG101) foram observados como esperado. Este trabalho é o passo inicial para a expansao do cultivo de
ADMSCs em biorreatores almejando a coleta em larga-escala de VEs de ADMSCs para estudos clinicos em
medicina regenerativa.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADMSCs); vesiculas
extracelulares (EVs); exossomos; microcarreadores.
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Uso de células-tronco mesenquimais derivadas de
polpa de dente permanente no tratamento da Doenca
de Parkinson em modelo animal
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Introducéo: A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa que afeta principalmente pessoas
com mais de 65 anos. Esta doenca causa a perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra pars
compacta (SNpc). As terapias disponiveis tratam apenas o0s sintomas. Assim, as células-tronco
mesenquimais (CTM) surgem como uma opgédo de tratamento. A polpa do dente € uma fonte de CTM com
coleta ndo invasiva. Suas células (DPSC) tém um potencial significativo no tratamento de doencas
neurodegenerativas, pois compartilham a mesma origem embrionéaria dos neurdnios. Objetivo: Este estudo
avaliou os efeitos da infusédo de DPSC induzida e ndo induzida na diferenciagdo neuronal em um modelo
animal de DP induzida por 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Metodologia: As DPSC foram isoladas de terceiros
molares, e as células foram caracterizadas de acordo com a Sociedade Internacional de Terapia Celular e
Génica (ISCT). As células foram induzidas a diferenciagéo neuronal durante 21 dias. Apos, o potencial de
diferenciacdo das DPSC foi avaliado pela expressdo de marcadores por imunofluorescéncia e
imunofenotipagem. A DP foi induzida em ratos Wistar machos por infusdo de 6-OHDA (3ug em 1uL de
solucdo fisiolégica com acido ascorbico 0,2%) ou solucao fisiolégica com acido ascorbico 0,2% (1uL) no
feixe prosencefalico medial, gerando uma leséo retrograda no SNpc. Foram realizados o0s seguintes grupos:
SHAM, 6-OHDA+solucdo salina, 6-OHDA+DPSC e 6-OHDA+DPSC induzidas a diferenciacdo neuronal.
Apos sete dias de inje¢do de 6-OHDA, 100.000 células foram transplantadas na SNpc. Um teste de campo
aberto foi realizado antes e sete dias ap6s a infusdo das células para verificar a atividade locomotora. Apés
o0 Ultimo teste comportamental, os animais foram eutanasiados. Imuno-histoquimica para tirosina hidroxilase
no SNpc foi realizada para avaliar a densidade de neurbnios dopaminérgicos. Resultados: As DPSC
apresentaram caracteristicas de CTM de acordo com ISCT e expressdo de marcadores neuronais. Apos a
diferenciacdo, houve aumento na expressdo de Nestina (p=0,0188) e B-tubulinalll (p<0,0001) quando
comparado ao controle. A andlise in vivo mostrou que 0s grupos que receberam transplante de DPSC
(p<0,01) e DPSC induzida a diferencia¢é@o neuronal (p<0,01) foram capazes de reduzir a morte de neurénios
dopaminérgicos do SNpc promovida pela neurotoxina (p<0,001) quando comparado ao grupo SHAM. Além
disso, a analise comportamental mostrou uma reducéo significativa (p<0,05) na atividade locomotora dos
animais apos a infusdo de 6-OHDA em relag¢éo ao grupo SHAM e que foi revertida apos a injecdo de DPSC.
Por fim, ambos os pardmetros apresentam correlacdo positiva (r=0,6195; p=0,0061), reforcando o papel dos
neurbnios dopaminérgicos presentes na SNpc no controle motor. Conclusdo: Os resultados obtidos
demonstraram que as DPSC induzidas e nao induzidas a diferenciacéo neuronal foram capazes de reverter
0 comprometimento motor caracteristico da DP relacionado a uma elevacdo na densidade de neurbnios
dopaminérgicos. Esses resultados sugerem que as DPSC possuem um potencial neuroprotetor que pode
ser explorado como estratégia terapéutica na DP.

Palavra-chave: 6-OHDA, teste comportamental, tirosina hidroxilase, neurénio dopaminérgico
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Estudo do potencial genotdéxico de um produto de
terapia avancada composto de membrana amniotica
com células-tronco mesenquimais humanas
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Os produtos de terapia avancada (PTA) tém despertado grande interesse para o tratamento de lesbes sem
alternativas médicas disponiveis, como as associadas ao tecido cartilaginoso. A membrana amnidtica
humana (MAH) recelularizada com células-tronco mesenquimais (CTM) representa um biomaterial com alto
potencial terapéutico para o reparo tecidual. Para isso, torna-se necessario a realizacdo de testes de
biocompatibilidade capazes de avaliar a genotoxicidade do PTA. O objetivo do presente estudo foi avaliar
se 0 PTA composto por MAH recelularizada com CTM derivadas do tecido de corddo umbilical (TCU)
humano em co-cultivo com condrdcitos apresenta potencial genotéxico. O PTA foi constituido de MAH
descelularizada, seccionada e recelularizada com CTM de TCU humano. Para avaliacdo da
biocompatibilidade, os condrécitos foram co-cultivados com: CTM, PTA, membrana comercial (MC)
Chondro-Gide® com CTM. Para a comparacéo dos dados foi realizado o controle positivo com as células
HelLa e o controle negativo com os condrécitos (C). O potencial genotédxico foi analisado pelas técnicas de
cometa, micronucleo e bandeamento GTG. Os testes demonstraram baixos indices de altera¢des nucleares
nas amostras co-cultivadas com o PTA em comparacdo com a MC Chondro-Gide®. No ensaio cometa as
amostras co-cultivadas com CTM, PTA e MC apresentaram o indice de dano (ID)=0%. O teste de
micronucleo demonstrou similaridade no indice de divisdo nuclear (IDN) nas amostras co-cultivadas com
PTA (1,37) e da MC (1,26). A analise cromossO6mica por bandeamento GTG néo identificou alteragdes nos
caridtipos dos condrdcitos analisados individualmente e co-cultivados nas condigbes de estudo. O PTA
formado pelas CTM associadas a MAH ndo produziu efeito genotbxico superior ao produto comercial,
sugerindo, a partir dessa avaliacdo, a biocompatibilidade para uso em tratamento clinico como lesdes da
cartilagem.

Palavra-chave: Produto de terapia avancada; células-tronco mesenquimais; corddo umbilical; membrana
amniotica; condrécitos; genotoxicidade.
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Tratamento da lesao muscular com células-tronco
mesenquimais isoladas da polpa dentaria associadas
ao treinamento de natacdo — estudo experimental em
ratos
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Resumo: As lesGes musculares esqueléticas estdo aumentando drasticamente em diversos eventos
esportivos afetando a qualidade de vida dos atletas. As células-tronco da polpa dentaria (DPSC) associadas
ao exercicio fisico podem melhorar esse processo de reparagéo e regeneracao de tecidos. O objetivo do
presente estudo foi avalia o efeito de reparacdo das DPSC combinada com o treinamento de natagéo na
regeneragdo musculoesquelético. Para examinar os efeitos das DPSC e o treinamento de natacgéo,
lesionamos musculo vasto lateral de ratos machos adultos. Os animais foram divididos em sedentérios (S)
com e sem células e treinados (T) com e sem células. O treinamento consistiu de natacdo a 60 min/dia,
cinco dias/semana durante 3 semanas. O protocolo de treinamento foi confirmado pela concentragdo de
lactato sanguineo, respectivamente. As células-tronco da polpa dentaria foram isoladas e expandidas de
acordo com boas condicdes de pratica de fabricacao e caracterizadas pela citometria de fluxo. Os resultados
morfoldgicos e histopatoldégicos mostraram que a terapia combinada DPSC + exercicio de natagéo causaram
um aumento significativo na quantidade total de fibras de colageno tipo | na regido lesada quando em
comparacdo com a DPSC e o treinamento de natacao individualmente.

Palavra-chave: célula-tronco da polpa dentéria, musculo esquelético, reparacdo muscular, terapia
regenerativa.
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Desenvolvimento de um Pulméao Artificial 3D como
Ferramenta para Teste de Candidatos a Medicamentos
para o COVID-19
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linstituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe, Curitiba, Parana, Brasil

*Correspondente: nadianr@gmail.com; Tel.: +55-41-992255228

Resumo: Atualmente o mundo se encontra em um estado de Pandemia devido ao surto do COVID-19, uma
doenca causada pelo SARS-CoV-2, um virus de RNA envelopado oriundo do morcego. Em dezembro de
2019 iniciou-se os casos de infec¢do por esse virus em humanos na China e, em janeiro de 2020 a
Organizagdo Mundial da Saude declarou estado de emergéncia internacional. Dentro desse contexto existe
uma grande busca por novos farmacos para o combate a doenca, surgindo, também, a necessidade de
modelos in vitro para os testes pré-clinicos desses farmacos. Considerando essa necessidade, foi proposto
o desenvolvimento de um alvéolo pulmonar 3D para estudos in vitro de toxicidade de candidatos a
medicamentos para o COVID-19. Com essa finalidade, células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton
(CTM-GW) foram isoladas pelo método de explant, caracterizadas por citometria de fluxo e por diferenciacao
trilineage, e diferenciadas em células pulmonares. Para a diferenciacdo pulmonar, as CTM-GW foram
cultivadas em uma membrana de biopolimero natural até a formacédo de esferdides. Em seguida, esses
esferbides foram cultivados em meio suplementado com indutores por 70 dias, para a obtencdo de
pneumdcitos | e I, células ciliadas e células produtoras de mucosa. A confirmagdo da diferenciacdo
pulmonar foi realizada por imunocitoquimica e por RT-PCR. Para a impressao 3D foi produzido uma biotinta
de gelatina e alginato de sédio, as células foram adicionadas a biotinta e a estrutura foi impressa com o
auxilio de uma impressora 3D de extrusdo. Como resultado, obteve-se que as células isoladas apresentaram
perfil de CTM, possuindo expressao de CD73, CD90 e CD105 e a baixa expressao de CD34 e CD45, além
de serem viaveis para terapia celular, por apresentarem expressao de HLA-ABC e baixa expresséo de HLA-
DR. As células também foram diferenciadas em adip6citos, ostedcitos e condrdcitos, o que foi possivel
visualizar com as colora¢des Oil Red, Alizarin Red e Alcian Blue, respectivamente, demonstrando a
pluripoténcia celular. A diferenciacdo pulmonar também foi bem sucedida, sendo comprovada pela
expressao de CD74, CK18, SFTPC e AQP5 que identificam pneumdcito | e 1l, FOXJ1 que é expresso em
células ciliadas e SCGB1A1 e MUC5AC que marcam células secretoras, por imunocitoquimica. A expresséo
desses genes também foi comprovada por RT-PCR, na qual os genes TTF1/NKX.2, CK18, GRAMD?2A,
AQP5 e SCGB1BL1 foram utilizados para caracteriza¢do pulmonar e o gene B-ACT como controle. A biotinta
foi utilizada para a bioimpressdo 3D com CTM-GW para teste de viabilidade celular e foi possivel observar
gue as células permaneceram viaveis apés uma semana de cultivo com troca de meio a cada 3 dias. Os
resultados mostraram que a diferenciacdo das CTM-GW em células pulmonares foi bem sucedida, e ela é
vantajosa pois ndo existe uma linhagem de pneumdcitos Il estabelecida, e atualmente sdo utilizadas
linhagens de tumorais ou células-tronco pluripotentes induzidas/células-tronco embrionarias diferenciadas
gue possuem potencial teratogénico. Além disso, a cultura celular 3D dessas células € uma alternativa
promissora para testes de drogas in vitro, possibilitando reproduzir a complexidade dos tecidos utilizando
células humanas.

Palavra-chave: Bioimpreséo 3D; Engenharia de Tecidos; Pulmao.
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Correlacdo molecular e fenotipica dos genes
localizados no locus deletado na sindrome de delecao
oP
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Resumo: A Sindrome da Delecdo 9p (SD9p) é uma condi¢do de neurodesenvolvimento, onde incluem-se
atrasos de desenvolvimento, de interacdo social e cognitivos. Seu diagndstico é confirmado por teste cito-
genético para detectar delecdo do braco curto do cromossomo 9 (9p). Embora existam estudos envolvendo
familias com esta sindrome, faltam dados que correlacionem sua sintomatologia com as alteragées citoge-
néticas observadas no cromossomo 9. Este estudo aplicou um protocolo de Revisdo Sistematica da Litera-
tura (RSL) para coletar dados genéticos, citogenéticos, epidemioldgicos e clinicos de casos reportados com
a SD9p. Dentre as alteragfes citogenéticas envolvendo o 9p, a mais descrita foi a de cromossomos deriva-
tivos que correspondeu a 24,7% do total, seguida por delec&o da regido p22, 17,1%, e inversdo do cromos-
somo 9 totalizando 12,3%. Dentre as delegbes, as mais frequentes foram das regides 9p22 (17,1%) e 9p24
(5,5%). Entre estes individuos com 9p, foram identificados diversos sintomas relacionados com o desenvol-
vimento, sendo 0s mais frequentes o atraso do desenvolvimento psicomotor (72,1%), seguida de desenvol-
vimento fisico (62,8%) e atraso no desenvolvimento mental (34,9%) (CID R62 e CID F82). Além disso, tam-
bém observamos que os individuos com dele¢éo do 9p22 apresentaram trés feno6tipos com alta frequéncia
de ocorréncia, onde incluem-se orelha com implantagédo baixa, trigonocefalia e pescoco curto. Apesar da
variabilidade citogenética e fenotipica observada em individuos com a SD9p, muito progresso foi feito na
associacado de fenétipos comuns a ela. A presente pesquisa corrobora com o gendétipo mais encontrado na
SD9p, delegéo do brago curto do cromossomo 9 regido p22, referenciada como del(9)(p22), e também com
dados quanto aos fenétipos da sindrome. A continuidade desta pesquisa possui potencial de identificar no-
vas moléculas relacionadas com os fenétipos observados na SD9p, incluindo aquelas envolvidas com alte-
racdes do neurodesenvolvimento e neuroregulagao cerebral.

Palavra-chave: Sindrome da Delecao 9p, transtorno mental, neurodesenvolvimento, atraso mental, epide-
miologia, reviséo sisteméatica da literatura.
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Diferenciacao das células-tronco mesenquimais derivadas do
tecido adiposo humano em precursoras neuronais por
mecanotransducao
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Resumo: As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo uma populacédo de células-tronco adultas que possuem
alta plasticidade e secretam citocinas e fatores de crescimento que proporcionam modulacdo da resposta
inflamatdria e reparo tecidual, contribuindo para a homeostase do organismo. As células-tronco mesenquimais
derivadas do tecido adiposo (CTMTAS) apresentam um excelente rendimento no isolamento, taxa de crescimento
linear e ampla capacidade de diferenciacdo, podendo se diferenciar até mesmo em linhagens neuronais por meio
de fatores epigenéticos que séo regulados pela interagéo entre a matriz extracelular (MEC) e as células. Por esse
motivo, varios biomateriais vém sendo utilizados como MEC atrtificial e, in vitro, essas matrizes desempenham
um papel na regulacdo da diferenciacdo de células-tronco sendo, portanto, uma abordagem promissora para
terapias regenerativas. J4 foi demonstrado que células cultivadas em matrizes artificiais com elasticidade
comparavel ao cérebro humano podem se diferenciar em linhagens neuronais, sem a adicdo de fatores de
crescimento neurogénicos. Este mecanismo de diferenciacao esta relacionado a yes-associated protein (YAP) e
angiomotina (AMOT) que podem mediar as respostas a rigidez do substrato em CTMs durante a diferenciagédo
em linhagens neuronais. Diante disso, se tornam necessarios estudos que visem compreender 0s mecanismos
por tras da diferenciacdo das CTMs mediada pelo substrato e a caracterizacédo das células diferenciadas para
garantir uma utilizagdo segura e eficaz na medicina regenerativa. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi
caracterizar precursoras neuronais derivadas de CTMTAs cultivadas em uma matriz de biopolimero natural. Para
isso, as CTMs foram isoladas do tecido adiposo por dissociacdo enzimatica, submetidas a diferenciacdo em
adipdcitos, osteoblastos e condroblastos, e caracterizadas por citometria de fluxo com marcadores de superficie
celular caracteristicos de CTMs. Para a diferenciacdo neuronal, as células foram semeadas em placas de
poliestireno revestidas com a membrana NFBX (natural functional biopolymer matrix) e, apos a diferenciagéo,
foram caracterizadas por imunocitoquimica e RT-PCR. Os resultados demonstraram que as células isoladas
cumpriram os critérios minimos estabelecidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular para a
caracterizacdo de CTMs. Em 15-25 dias, as células semeadas na membrana NFBX foram capazes de formar
neuroesferas (aglomerados de precursoras neuronais). Apés a migracéo das precursoras neuronais foi realizada
a sua caracterizacao e foi possivel observar que as células apresentaram expressao positiva de proteinas e genes
neuronais. Além disso, as células cultivadas na membrana NFBX apresentaram uma marcacao citoplasméatica
das proteinas YAP e AMOT que estimulam a neurogénese através da atividade da p-catenina. Ja as células em
placas de poliestireno apresentaram uma marcacao nuclear dessas proteinas, que quando estéo localizadas no
ndcleo sdo responsaveis por regular a expresséo génica para manter a autorrenovagao das células e suprimir a
neurogénese pela inibicdo da B-catenina. Este estudo demonstrou entdo que as CTMTAs foram capazes de se
diferenciar em células com caracteristicas fenotipicas e genotipicas neuronais por meio do cultivo na membrana
NFBX, sem a adi¢cdo de fatores de crescimento neurogénicos ou transfeccao génica. Essa diferenciagdo neuronal
esta relacionada a fatores epigenéticos ou, mais especificamente, a capacidade de mecanotransducéo das
células regulada pelas proteinas YAP e AMOT.

Palavra-chave: células-tronco mesenquimais do tecido adiposo; neuroesferas; precursoras neuronais;
mecanotransducao.
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Avaliacdo do potencial condrogénico de diferentes
fontes de células estromais mesenquimais para
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Resumo: As células estromais mesenquimais (CTM) sdo células adultas multipotentes que mantém sua
capacidade de autorrenovacdo e diferenciacdo em varias linhagens celulares. Sdo essenciais para a
manutencgdo de tecidos e orgdos e podem ser encontradas em diversas fontes, como tecido do cordao
umbilical (CTM-TCU), tecido adiposo (CTDA), polpa dentaria (DPSC) e medula éssea (CTM-MO). A
capacidade de diferenciagdo condrogénica in vitro dessas fontes de CTM tem sido estudada devido ao seu
potencial clinico, assim, identificar qual fonte de CTM é mais adequada para cada tipo de terapia é essencial.
A fim de utilizar as CTM no tratamento de lesdes articulares como um produto de terapia avancada (PTA),
este estudo comparou o potencial condrogénico por deposi¢do de colageno de quatro fontes de CTM (CTM-
TCU, CTDA, DPSC e CTM-MO). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR
(5.080.289). CTM de quatro fontes foram isoladas e cultivadas em micromassa, tratadas com TGF-3 em
meio de diferenciag@o condrogénica (Differentiation Basal Medium-Chondrogenic, Lonza). Apos 21 dias, as
amostras foram fixadas em formol a 10% e incluidos em parafina. Os cortes histologicos foram corados com
Azul de Toluidina (TB) para identificacdo de proteoglicanos e lacunas; Tricrbmico de Masson (MAS) e
Tricrémico de Malory (MAL) para identificar a deposicéo de colageno total e Picrosirius Hematoxilina (PS)
para identificar a deposicéo e os tipos de colageno (I e Ill). As coloracdes PS e MAS foram quantificadas
com ImageProPlus 5.1 e analisadas no GraphPad Prism 9.0. Na coloracdo de TB, qualitativamente, foi
possivel observar as lacunas ao redor dos condrdcitos jovens, mas a deposicao de proteoglicanos néo foi
observada nas fontes. Na coloracdo de MAL foi possivel observar a deposicdo colagena, mas a
quantificacdo ndo pode ser realizada devido a semelhanca de tons entre células e fibras colagenas. Apés a
qguantificagdo da coloragdo de MAS, quando todos os grupos foram comparados, houve diferenca na
deposicéo de colageno (p<0,0001) entre DPSC x CTDA, CTM-TCU x CTDA, CTM-MO x DPSC, CTM-MO x
CTM-TCU e CTM-MO x CTDA. Néo houve diferenca significativa entre 0o DPSC x CTM-TCU (p<0,289). Para
coloracdo PSR, ao comparar todos os grupos, houve diferenca (p<0,0001) na deposi¢éao de colageno tipo |
entre CTDA x CTM-TCU, DPSC x CTM-TCU, CTM-TCU x CTM-MO, CTDA x CTM-MO e DPSC x CTM-MO.
Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos DPSC x CTDA (p < 0,1020). Sobre o colageno tipo
lll, foi observada diferenca estatisticamente significativa (p< 0,0001) entre o DPSC x CTM-TCU, CTDA x
CTM-TCU, CTM-TCU x CTM-MO, CTDA x CTM-MO, DPSC x CTM-MO. Nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos DPSC x CTDA (p<0,0515). Neste estudo, protocolos de coloragcéo
complementares além do TB foram usados para avaliar a diferenciacéo condrogénica e comparar as quatro
fontes. Quando avaliada a deposi¢do de colageno, a CTM-TCU e a CTM-MO apresentaram os melhores
resultados apoés a indugdo da diferenciagdo condrogénica. Pudemos observar também que a coloracao de
TB utilizada como padrao para caracterizacdo das CTM ndo foi a mais informativa quando comparada com
as demais (MAS, MAL, PR).

Palavra-chave: Azul de Toluidina, Tricrobmico de Masson, Tricrébmico de Mallory, Picrosirius Hematoxilina
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Ceélulas-tronco mesenquimais humanas semeadas na
em Membrana natural produzindo Neuroesferas e
diferenciadas para Neurdnios Colinérgicos

Priscila Elias Ferreira Stricker! , Daiany de Souza Dobuchak?!, Ana Carolina Irioda?, Bassam Felipe
Mogharbel?, Celia Regina Cavichiolo Franco? José Roberto de Souza Almeida Leite3, Alyne
Rodrigues de Araugjo® Rondinelli Donizetti Herculano®, Carlos Frederico de Oliveira Graeff ¢,
Katherine Athayde Teixeira de Carvalho?

1 Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe, Departamento de Terapia Avancada e Biotecnologia Celular em
Medicina Regenerativa Curitiba-PR, Brasil ; 2Universidade Federal do Parana, Departamento de Biologia Celular
Curitiba-PR, Brasil ;* Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, Centro de Pesquisa em Morfologia e Imunologia
Aplicadas Brasilia-DF Brasil; 4 Universidade Federal do Delta do Parnaiba, Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia
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Universidade Estadual Paulista, Departamento de Fisica, Bauru-SP, Brasil.

*Correspondente: priscilafstricker@gmail.com; Tel.: +55-41-988064918

Resumo: A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) incluiu a Doenca de Alzheimer (DA) entre 0s maiores
problemas de saude da atualidade, o que torna imprescindivel o desenvolvimento de estratégias de
diagndstico e tratamentos para que a doenga seja combatida. Na DA existe um comprometimento do sistema
colinérgico, causando perda de neur6nios, comprometimento das habilidades intelectuais como, por
exemplo, perda da memoria recente, alteracdes de humor, perda da comunicacao coerente, entre outros.
Neste contexto, as células-tronco mesenquimais humanas (CTM) e suas aplicacdes em terapias celulares
tornam-se grande alvo da pesquisa, podendo contribuir para o tratamento de doengas neurodegenerativas.
Com o potencial de diferenciacdo das CTM torna-se possivel a prospeccéo de tecidos necessérios para a
reparacao funcional do tecido lesionado, como por exemplo, a partir de células neuronais colinérgicas. O
objetivo deste estudo foi avaliar a possibilidade de diferenciacdo de CTMs do cordao umbilical humano em
células precursoras neurais positivas para nestina (NPCN+) através do NFBX em células colinérgicas “like”.
O isolamento das CTMs da geleia de Wharton (WJ) foi pela metodologia de explant e células mononucleares
por gradiente de densidade. As CTM foram plaqueadas em matriz natural de Biopolimero funcional (NFBX)
para producdo de neuroesferas. As células precursoras neurais foram submetidas ao protocolo padréo de
diferenciacdo colinérgica. As neuroesferas dissociadas, células precursoras neurais e células colinérgicas
foram caracterizadas por imunocitoquimica. O RT-PCR foi feito para as neuroesferas oriundas das CTM da
geleia de Wharton. As CTMs apresentaram-se positivas para CD73+, CD90+, CD105+, e negativas para
CD34- e CD45-. As CTM também foram submetidas a diferenciacéo trilineage e foram diferenciadas em
adipécitos, condrécitos e ostedcitos. As neuroesferas produzidas através da NFBX e suas células isoladas
foram positivas para nestina, e expressaram os genes NESTIN, MAP2, RIlI-TUBULIN, GFAP. Células
precursoras neurais diferenciadas em células colinérgicas expressaram a proteina R11I-TUBULIN e a enzima
colina acetiltransferase. As CTMs na matriz natural foram capazes de diferenciar em neuroesferas, obtendo
células precursoras neurais sem fatores de crescimento ou transfec¢do génica antes da diferenciacéo
colinérgica.

Palavra-chave: Células-Tronco Mesenquimais; Geleia de Wharton; Biopolimero; colinérgico
DOI: https://doi.org/10.3390/membranes11080598.
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Caracterizacao do comportamento de Ceélulas-Tronco
Mesenquimais cultivadas em MatriXpec™ para o
emprego na engenharia de tecidos de cartilagem.
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Resumo: A cartilagem articular € um tecido altamente especializado, capaz de tolerar uma grande
guantidade de estresse fisico intenso e repetitivo, no entanto, sua capacidade de cura espontanea é restrita.
Tanto as caracteristicas funcionais notaveis quanto as limitagfes de cura refletem a complexidade de sua
estrutura e biologia, como a baixa atividade mit6tica dos condrdcitos e auséncia de vascularizacdo. Uma vez
lesionado, as injarias no tecido cartilaginoso tendem a se acumular e podem levar a quadros graves de
doencgas articulares como a osteoartrite, considerada a doencga articular mais comum no mundo, afetando
cerca de 600 milhdes de pessoas. Diante desse cenario, faz-se necessario o desenvolvimento de estratégias
para promover o reparo de tecidos cartilaginosos lesionados. O uso de biomateriais e a construcédo de
arcaboucos tridimensionais (3D) vem ao encontro dessa demanda clinica, possibilitando que células-tronco
mesenquimais (CTM) sejam incorporadas aos processos de biofabrica¢éo de tecidos para o uso na medicina
regenerativa. O objetivo do presente trabalho é caracterizar a dindmica de comportamento das CTM
cultivadas tridimensionalmente sobre o hidrogel MatriXpec™, um biomaterial comercial obtido a partir de
tecido cartilaginoso descelularizado. O hidrogel MatriXpec™ foi avaliado quanto a sua ultraestrutura pela
técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e capacidade de permitir a adeséo e cultivo de CTM
humanas derivadas do tecido adiposo. Estas avaliagGes foram feitas por marcacdes imunofluorescentes e
ensaios de viabilidade celular por meio da quantificagdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) no
sobrenadante de cultivo, respectivamente. Apéds polimerizagdo, o hidrogel apresentou estrutura
tridimensional fibrosa, justificada por sua composicdo colagena, a qual representa ambiente mecéanica e
biologicamente similar ao encontrado pelas células no tecido cartilaginoso nativo. Foi possivel verificar que
as CTM aderem ao hidrogel e ocupam todos os planos do mesmo. Por fim, verificou-se que o hidrogel ndo
possui efeito citotoxico e permite a manutencdo dos cultivos celulares. O hidrogel MatriXpec™ demonstra
ser um candidato promissor para o cultivo de células-tronco para aplicagcbes no reparo de lesbes
cartilaginosas devido as suas possiveis propriedades condro-instrutoras. Como perspectiva, tém-se a
avaliacdo da diferenciacao cartilaginosa a partir de CTM cultivadas em MatriXpec™.

Palavra-chave: Arcabouco 3D; Condrogénese; Hidrogel; Medicina Regenerativa; Terapia Celular.
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Beneficio da terapia celular mediada por arcabouco de
celulose no infarto do miocardio: um estudo pre-clinico
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Resumo: Os arcaboucos biolégicos tornaram-se uma abordagem atraente para reparar o miocardio
infartado e demonstraram facilitar a remodelacdo construtiva em tecidos lesados. Objetivo: Este estudo teve
como objetivo investigar a possivel utilizagdo de membrana de celulose bacteriana (BC) contendo células
co-cultivadas para limitar a patologia pés-infarto do miocardio. Método: O infarto do miocéardio (IM) foi
induzido pela ligadura da artéria coronaria descendente anterior esquerda em 45 ratos Wistar. As células
tronco mononucleares retirada da crista iliaca e 0 musculo esquelético foram co-cultivadas. A membrana de
BC com ou sem células foram aderidos aos coragdes. Apdés uma semana, 0s animais foram submetidos a
ecocardiograma para avaliacdo da fracdo de ejecao e dos volumes diastolico e sistdlico final do ventriculo
esquerdo. E analises imunohistolégicas foram realizadas. Resultados: Apos a formagdo da membrana de
BC com as células co-cultivadas apresentaram viabilidade de > 90% ao longo de 14 dias em cultura. A
membrana foi aplicada na superficie miocardica da area infartada apds permanecer 14 dias em cultura. A
membrana BC sem tratamento celular apresentou maior preservacao das dimensdes cardiacas; no entanto,
nao observamos melhora na fracéo de ejecéo do ventriculo esquerdo desse grupo em comparagao com as
membranas tratadas com co-cultura. Conclusédo: Nossos resultados demonstraram um papel importante da
membrana de BC no suporte de células, conhecidas por produzir fatores cardioprotetores e podem, assim,
fornecer resultados terapéuticos futuros eficazes para pacientes que sofrem de doenca cardiaca isquémica.

Palavras-chave: implante; membrana de celulose bacteriana; infarto do miocardio; terapia celular
DOI: https://doi.org/10.3390/cells10020424
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Nanoparticulas anti-inflamatérias associadas a células-
tronco mononucleares da medula 0ssea para reparo
cardiaco apos infarto
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Resumo: Introducdo: O infarto do miocardio (IM) é caracterizado por diversas etiologias, causando
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Véarios estudos sugerem que as células mononucleares
derivadas da medula Ossea tém sido capazes de se diferenciar em diversos tecidos em modelos
experimentais de IM, e o tratamento estd associado ao reparo miocardico e melhora funcional. As
nanoparticulas de prostaglandina 15d-PGJ2 tém sido amplamente utilizadas em diversos estudos, por serem
estaveis tanto in vivo quanto in vitro e de facil confecgcdo. Objetivo: Investigar o efeito do transplante de
células-tronco mononucleares da medula éssea associadas a nanoparticulas carregadas de 15d-PGJ2 em
um modelo de MI crénico em ratos. Método: O infarto crénico do miocéardio (IM) foi induzido pela ligadura da
artéria descendente anterior em 40 ratos machos Wistar. Ap6s a cirurgia, transplantamos medula 6ssea
associada a nanoparticula carregada de 15d-PGJ2 por injecao intramiocardica (106células/por injecéo) sete
dias p6s-Ml. O infarto do miocardio foi confirmado por ecocardiografia e foram obtidas analises histolégicas
da morfologia do infarto, jun¢cdes comunicantes e angiogénese. Resultados: Nossos resultados de andlises
imuno-histoquimicas demonstraram a presenca de angiogénese identificada na regido transplantada e que
houve expresséo significativa de jungdes comunicantes da conexina-43, mostrando uma integracgéo elétrica
e mecéanica mais efetiva do miocardio do hospedeiro. Concluséo: Este estudo sugere que a aplicacdo da
tecnologia de nanoparticulas na prevencgéo e tratamento do IM é um campo emergente e pode ser uma
estratégia para o reparo cardiaco.

Palavra-chave: células mononucleares da medula 6ssea ; Infarto do Miocardio ; 15d-PGJ2 ; anti-inflamatério
DOI: https://doi.org/10.3390/jfb13020059
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