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RESUMO

O meio condicionado (MC) é o secretoma das celulas-tronco durante o processo de
cultura celular, sendo um meio com fatores de crescimento, citocinas e moléculas
sinalizadoras livres e vesiculas extracelulares, que progressivamente se tornam
relevante, tanto para diagnostico como para terapéutica. Neste campo, identificamos
a Doenca do Olho Seco (DOS) que impacta profundamente a qualidade de vida das
pessoas, cujo tratamento consiste no uso de colirios. O Laboratdrio de Biologia
Celular tem desenvolvido como produto para esses pacientes o autocolirio de soro
de sangue, porém existem pacientes com impossibilidade de acesso venoso, ou com
sorologias reagentes para doencas infecciosas que sdo impedidos de utilizar o
produto. Também, tendo em vista uma producdo sem a necessidade de doador para
a producdo do tratamento, o projeto teve como objetivo a producdo de meios
condicionados de células-tronco de diferentes origens, como de corddo umbilical
(CTMcyp), polpa dentéaria (CTMpp), tecido adiposo (CTMra) e limbica (CTL). As
celulas-tronco foram cultivadas em meio DMEM F-12 aditivado e com 10% de soro
fetal bovino para caracterizacdo imunofenotipica por citometria de fluxo com
marcadores especificos. As células foram cultivadas até atingirem 70% de
confluéncia, momento em que sofreram wash out, uma etapa de lavagem para a
retirada do soro fetal bovino (SFB) e receberam o meio DMEM F-12 aditivado xeno
free por 48 horas. ApdGs esse periodo, o secretoma foi coletado, centrifugado e
armazenado para posterior uso. Os meios condicionados foram caracterizados
utilizando kit Multiplex que permite analise simultanea de varios biomarcadores de
citocinas e quimiocinas. Os fatores dosados foram EGF, Eotaxin/ CCL11, IL-1a,
IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-6, IL- 8/ CXCLS, IL9, FGF-2/ FGF-basic, IFNa, VEGF,
IFNy, MCP-1/ CCL2 e TNFa. Apds a caracterizagdo, pode-se considerar 0S
resultados dos marcadores IFNY, IL2, IL-8 e VEGF. Enquanto o restante, devera
ser reavaliado, mas acredita-se que o MC tenha potencial para tratamento da DOS
pelas células produzirem fatores de crescimento e citocinas que estimulam a
regeneracdo de diferentes tecidos.

Palavras-Chave: Doenca do Olho Seco. Células-Tronco Mesenquimais. Meio
Condicionado.



ABSTRACT

Conditioned medium (CM) is the secretome of stem cells during the cell culture
process, being a medium with growth factors, cytokines and free signaling
molecules and extracellular vesicles, which progressively become relevant, both for
diagnosis and therapy. In this field, we identify Dry Eye Disease that has a profound
impact on people's quality of life, the treatment of which consists of the use of eye
drops. The Cellular Biology Laboratory has developed blood serum self-eye drops
as a product for these patients, however there are patients who cannot have venous
access, or with reactive serologies for infectious diseases who are prevented from
using the product. Also, with a view to production without the need for a donor to
produce the treatment, the project aimed to produce conditioned media from stem
cells of different origins, such as from umbilical cord), dental sparing, adipose tissue
and limbic tissue. The stem cells were cultivated in DMEM F-12 supplemented
medium with 10% fetal bovine serum for immunophenotypic characterization by
flow cytometry with specific markers. The cells were cultivated until they reached
70% confluence, at which point they underwent wash out, a washing step to remove
fetal bovine serum (FBS) and received DMEM F-12 medium with xeno free
additives for 48 hours. After this period, the secretome was collected, centrifuged
and stored for later use. The conditioned media were characterized using a
Multiplex kit that allows simultaneous analysis of several cytokine and chemokine
biomarkers. The factors measured were EGF, Eotaxin/ CCL11, IL-1a, IL-1p, IL-
1RA, IL-2, IL-6, IL-8/ CXCLS8, IL9, FGF-2/ FGF-basic, IFNa, VEGF, IFNy, MCP-
1/CCL2 and TNFo. After characterization, the results of the IFNY, IL2, IL-8 and
VEGF markers can be considered. While the rest must be reevaluated, but it is
believed that CM has a potencial to treat DOS because cells produce growth factors
and cytokines thate stimulate the regeneration of fifferent tissues.
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1 Introdugéo

A Doencga do Olho Seco (DOS) ou Keratoconjuntivite sicca tem sido
classificada como um problema de salde publica, uma vez que entre os fatores de
risco encontram-se: uso de lentes de contato, exposicdo a ambientes com ar-
condicionado e a telas de computadores, midias eletronicas de um modo geral,
kindles (leitores digitais), celulares, ipads etc, além do uso de medicamentos e
doencas autoimunes. Sua etiologia € multifatorial envolvendo tanto a superficie
ocular como o filme lacrimal. Em suas formas mais leves, causa desconforto ocular,
fadiga e distarbios visuais que interferem na qualidade de vida. Em suas formas
mais graves, provoca dor cronica e comprometimento da visdo. Embora seja
altamente prevalente, os tratamentos atuais tém sido insuficientes, tornando-se uma
condicdo frustrante, tanto para médicos quanto para pacientes(1).

Tendo em vista que 0 aumento da longevidade pode ser um fator contribuinte
para a prevaléncia da DOS na populacédo, pois o envelhecimento populacional é
resultado de um conjunto de fatores, como o aumento da expectativa de vida da
populacdo e o declinio das taxas de fecundidade e mortalidade, tornando-se um
fendmeno mundial que modifica a estrutura etaria da populacéo. Pode-se considerar
a maior predominancia da doenga no sexto feminino cuja expectativa de vida no
mundo todo é maior Na Figura 1 isto fica claro, onde se vé a taxa de jovens
diminuindo e a de idosos aumentando(2,3).

Em 2005, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geoestatistica (IBGE) os
idosos no Brasil eram 9,9% da populacdo, perfazendo um contingente de 18,2
milhGes de pessoas, ja em 2020 este nimero chegou a 14% de pessoas com mais de
60 anos (28 milhdes), um aumento muito expressivo como resultante de fatores
como melhora no antendimento a satde e avangos na tecnologia médica aliados a
universalizagio da Seguridade Social, com a consolidagdo do Sistema Unico de
Saude (SUS), mas isto acarreta problemas relacionados com aumento vultuoso dos

gastos com saude (2).
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Figura 1: Nimero de jovens (0-14 anos) e de idosos (60 anos e mais) e Indice de
Envelhecimento. Brasil 2010-2060

Numero de jovens (0-14 anos) e de idosos (60 anos e mais) e indice de Envelhecimento (IE)
Brasil: 2010-2060
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20.000.000
50
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fndice de Envelhecimento (IE)

Fonte: IBGE, Projecdes de populagdo (revisdo 2018)

Sendo o envelhecimento um processo natural de fragilizacdo do individuo, ha
uma progressiva vulnerabilidade do mesmo perante a sua prépria fisiologia e o
ambiente, incluindo exatamente ai a DOS.

A DOS pode ser classificada de duas formas: doenca do olho seco por
deficiéncia aquosa e doenca do olho seco evaporativa. A primeira forma é quando
ocorre uma diminuicdo na producao de lagrimas pelas glandulas lacrimais e perda
do componente aquoso da lagrima. Isso pode ser devido a varias razdes, como
envelhecimento, doencas autoimunes, danos aos nervos que controlam a producao
de lagrimas, efeitos colaterais de alguns medicamentos. No caso da doenga do olho
seco evaporativa a principal causa é a evaporagdo excessiva da camada lacrimal
devido a problemas na qualidade do filme lacrimal, bem como por excessiva
evaporacdo provocada por fatores ambientais, como vento e ar-condicionado (4,5).
O olho seco evaporativo pode ocorrer também por deficiéncia lipidica, mais
frequentemente secundaria a disfungdo da glandula meibomiana e por defeitos de
lubrificacdo do olho pelo filme lacrimal (6).

Diversas séo as causas do olho seco, podendo aparecer de forma isolada, como

exposicao ao ar condicionado e aparelhos eletrdnicos por periodo prolongado que



14

levam a evaporagdo da lagrima, ou podendo também ser um distdrbio secundario a
doencas como Sindrome de Sjogren, artrite reumatoide, l0pus eritematoso
sistémico, doenca do enxerto versus hospedeiro (DEVH) e Sindrome de Stevens-
Johnson. Sabe-se que a inflamacgédo e a falha da imunorregulacdo da superficie
ocular estdo relacionadas com a progresséo da doenca(7,8).

Pacientes com olho seco apresentam erosdes epiteliais denominadas puntatas,
que podem ser encontradas na cornea. Além disso, essa doenca predisple a ceratite
bacteriana e Ulcera, que pode levar a perfuracdo(4).

A fisiopatologia da doenca estd relacionada as condi¢des que levam a
evaporacdo da lagrima, baixa producdo do filme lacrimal e inflamagdo. A
diminuicdo da quantidade de lagrima secretada e hiperosmolaridade da lagrima
promovem inflamacdo da superficie ocular, levando & instabilidade do filme
lacrimal, resultando em dor ocular, vermelhiddo, sensacdo de corpo estranho,
secura, fotofobia, irritacdo e visdo embacada. A infiltracdo de células T na glandula
lacrimal e producéo de citocinas pro-inflamatorias contribuem para 0 aumento da
inflamacgdo local. Os mediadores inflamatérios encontrados na lagrima incluem
diversas citocinas, como interleucinal (IL-1), fator a de necrose tumoral (TNF-a) e
proteases(5,8).

O tratamento do olho seco consiste na reposicdo da lagrima para aumentar a
umidade da superficie ocular e melhorar a lubrificacio. E realizado com colirios
que contém conservantes que impedem a proliferacdo de microrganismos.
Entretanto, estes colirios ndo possuem a complexa composi¢do da lagrima natural,
podendo ndo ser eficazes em alguns casos. Além disso, 0s conservantes podem
ocasionar toxicidade e alergia(9,10).

Sendo assim, buscaram-se novas alternativas de terapia, sendo observado
que o colirio produzido com soro autélogo é um tratamento eficaz para desordens
oculares, como anormalidades encontradas no epitélio ocular e olhos secos, além de
ser um produto ndo toxico para 0 organismo e de baixo custo.

Seu uso foi primeiramente descrito por Fox et al em 1984(11). Em seguida,
Tsubota et al descreveu a presenca no soro de fatores de crescimento e vitaminas

com potencial epiteliotréfico para a superficie ocular(9,10,12).
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O soro autélogo também pode ser utilizado no tratamento da doenca do olho
seco apds transplante de células-tronco hematopoiéticas. Em estudo realizado em
pacientes com doenca do enxerto versus hospedeiro, foi possivel observar melhora
significativa apds quatro semanas de uso de soro autélogo, sendo que anteriormente
todos estes pacientes utilizaram colirio (lagrima artificial) sem melhora do quadro
clinico. Os componentes da lagrima, como fatores de crescimento epidermais (EGF)
e vitamina A sdo importantes para a proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo do
epitélio ocular. O colirio produzido a partir do soro autélogo pode suprir estes
fatores e melhorar a condicao da superficie ocular(13,14).

Estudo de Kojima et al comparou soro autélogo e colirio comercial (lagrima
artificial) em pacientes que os utilizaram por duas semanas, seis vezes ao dia. Na
comparacgdo dos valores de BUT (Break up time), exame oftalmol6gico que indica
a instabilidade do filme lacrimal, dos pacientes que usaram colirio com soro
autélogo e dos que utilizaram o colirio comercial, o valor do BUT foi
significantemente maior no grupo de pacientes que usaram soro aut6logo.
Considerando que quanto maior o valor do BUT, melhor a estabilidade da lagrima,
0s pacientes que utilizaram colirio de soro aut6logo tiveram melhor desempenho.
Além disso, 0 BUT dos pacientes pré e pds-tratamento com soro autélogo aumentou
(12,15).

Os produtos derivados do sangue, como as plaquetas, tém a capacidade de
estimular a regeneracdo de diferentes tecidos, sendo que os fatores de crescimento
derivados de plaguetas (FCDP) tém importante funcdo na reparacao tecidual. Estes
fatores s&o utilizados no tratamento de diferentes casos na oftalmologia como
defeitos epiteliais da cornea, doenca do olho seco, sindrome da superficie ocular e
na reconstrugdo da superficie ocular po6s perfuragdo corneana associada com
transplante de membrana amniodtica. As plaquetas tém muitos fatores de
crescimento e citocinas, as quais estdo associadas com 0 processo de cura e
regeneracdo de tecidos. Os fatores de crescimento que sdo liberados quando da
ativacdo das plaquetas sdo: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), TGF-, IGF e EGF (13,16-18).

O LBA/BioCel, denominado de Laboratério de Engenharia Celular até maio de
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2019, iniciou em 2001 pesquisa na area de regeneracdo de lesdes cronificadas (pele
e olho) a partir da matéria prima excedentes do servico: plasma e o concentrado de
plaquetas. A partir dos primeiros projetos, identificou-se a possibilidade de
desenvolver o protocolo japonés de soro autélogo de uso ocular para abordagem da
Doenca do Olho Seco (DOS). Em 2014 foi defendida a primeira dissertagéo sobre
o0 tema, e em, 2019 a segunda(19,20).

De 2007 a 2020, cinquenta pacientes foram incluidos no protocolo clinico de
uso de soro autélogo de uso ocular, no entanto, muitos outros pacientes teriam a
indicacdo de se beneficiar deste protocolo, mas possuem contraindicagcdes precisas.
Dentre estas contraindicacGes estd a dificuldade de acesso venoso em pacientes
idosos acometidos de doenca crdnicas, para estes pacientes existe a possibilidade
do uso de soro alogénico, e mais recentemente tem se destacado na literatura, o uso
do meio condicionado obtido a partir da cultura de células-tronco mesenquimais. A
utilizacdo do meio condicionado proporciona um produto sem que haja a
necessidade de um doador para cada lote de colirio, possibilitando producéo,
doseamento e controle em laboratério (17,21).

As células-tronco podem ser classificadas como células-tronco embrionérias e
celulas-tronco adultas. Dentre as células-tronco adultas, encontra-se duas classes de
células, as hematopoiéticas e mesenquimais. As células-tronco mesenquimais
(CTM;) séo consideradas multipotentes e sdo capazes de se autorrenovar e de se
diferenciar de forma multidirecional, s&o caracterizadas pelas suas propriedades de
aderéncia ao substrato de cultivo e capacidade de diferenciagdo. Tambem, sdo
capazes de produzir fatores imunossupressores, anti-inflamatorios e tréficos, sendo
exploradas como um potencial agente terapéutico para reparo de tecidos e
tratamentos de diversas doencas(22).

As CTMs liberam diversos fatores de crescimento, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF, que
possibilita a proliferacdo celular de células progenitoras intrinsecas ao tecido, como
fibroblastos e macréfagos, que tém como fungéo reparo e regeneracdo do tecido).
O meio condicionado, ou secretoma, produzido contém uma variedade de fatores

bioativos com efeitos antiinflamatorios, antiapoptéticos, neuroprotetores e de
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proliferacdo. Evidéncias crescentes provaram que o secretoma desempenha um
papel importante em varias doencas, incluindo doencas de pele, 0ssos, musculos e
dentarias. O papel do meio condicionado em doencas oculares ainda néo é claro,
mas acredita-se que o meio condicionado possa promover a proliferacdo celular,
reduzir a inflamagéo e o vazamento vascular, inibir a degeneracao e apoptose das
células da retina, proteger as estruturas da cdrnea e da retina e melhorar ainda mais
a funcdo visual(8).

Essas células podem ser obtidas a partir de uma variedade de 6rgéos teciduais,
como medula dssea, tecido adiposo, placenta, tecidos pulmonares, sangue do cordao
umbilical, geleia de Wharton, corddo umbilical e outras fontes como pode ser
observado na Figura 2 (23)(24)(25)(26). As CTMs tém sido citadas
progressivamente como alvo terapéutico envolvendo a Medicina Regenerativa pelas
suas propriedades no controle do processo inflamatdrio e pelo fato de que as
mesmas migram entre as células endoteliais do vaso sanguineo circulando até o

local da inflamacédo (homing) e fazendo a sua mediacao.

Figura 2: Fontes de células-tronco mesenquimais

\
[Fecidos Pumonares] . | Linbagem
//’_) mesodérmica

Geleia de Wharton | -

Sangne do cordiio | _ -
umbilical

) Supressio Imune

)
2
2 |
Medicina Regenerativa

Legenda: As células-tronco podem ser obtidas a partir de uma variedade de 6rgdos teciduais, indo
da mais simples, como tecido adiposo, para medula 6ssea, corddao umbilical, entre outras. Fonte:
Adaptado de Mesenchymal Stem-cell derived Extracellular Vesicules: A Noval Cell-Free Therapy.
2020. DOI: 10.1080/08820139.2020.1712416 (31)



18

1. 1 Células-Tronco Mesenquimais de Corddo Umbilical e Placentério e
Células-tronco Mesenquimais de Tecido Adiposo

O segmento do corddo umbilical se da pela doacdo da mée apds o parto,
desde que haja aprovacido pelo Conselho de Etica e Pesquisa. Normalmente, é
recebido um segmento entre 5-10cm de comprimento e, quanto mais proximo do
coto umbilical, maior é a riqueza de células-tronco mesenquimais. O corddo é
enviado para o laboratdrio e fragmentado em pedados entre 1-2mm de tamanho. O
tecido pode ser dissociado por dois métodos: explante e enziméatico. No primeiro
caso, os microfragmentos sao colocados diretamente na placa de cultura para células
aderentes com meio de cultura e, assim, as células migram para o substrato plastico.
No segundo caso, 0os microfragmentos sdo colocados em solucdo enzimatica para
ocorrer a liberacdo das células, mas ndo necessariamente as células de interesse.
Apos a dissociacdo, o material é lavado para retirada as hemacias e sob condicoes
adequadas, as células sdo contadas, plagueadas e observadas em microscopia
invertida contraste de fase. Posteriormente, as células sdo imunofenotipadas por
Citometria de Fluxo para confirmar se as células obtidas sdo realmente células-
tronco mesenquimais(27—-29).

O tecido adiposo pode ser obtido por doagdo de pacientes que fazem o
procedimento de remodelamento corporal pela técnica de lipoaspiracdo, ou
lipoescultura, apos a caracterizagdo de que se encontram em bom estado de satde e
nédo sejam portadores de doencgas infecto-contagiosas.

O tecido adiposo é considerado uma fonte abundante de células-tronco
adultas e de facil acesso no corpo humano. Geralmente, as células-tronco
mesenquimais podem ser obtidos de frages vasculares estromais, apds a remogao
de células plasticas sem adeséo apds 24 horas de cultura. A populagéo celular foi
classificada com base em marcadores especificos nas superficies celulares por
citometria de fluxo. A qualidade e a quantidade de ASCs dependem, portanto, dos
métodos de isolamento. Assim, como as CTMcup, as células-tronco de tecido
adiposo podem ser isoladas tanto de forma enzimatica, utilizando a colagenase tipo

I1, quando por dissociacdo mecanica. Apés a expansao celular, € imunofenotipado
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por Citometria de Fluxo utilizando marcadores especificos positivos CD73, CD90
e CD44, e negativos CD45, HLA ABC, CD34 e HLA DR (11)(35).

1. 2 Células-tronco limbicas

Limbo ou também denominado, juncdo cdrneo-escleral é uma regido
transicional entre a cdrnea e a esclera, que mede entre 1,5 a 2 mm de largura, e esta
envolvida com o metabolismo da cornea, Figura 3. Especula-se que as células-
tronco limbicas estdo presentes no tecido endotelial da area do limbo, ou seja, na
juncéo vascularizada entre o epitélio da cornea e da conjuntiva(30,31).

A obtencdo do anel corneo-escleral é feita a partir do doador ou da concessdo
dos familiares que consentem a doacdo do paciente em fase terminal. A coleta €
realizada nas melhores condic6es, em que se retira o globo ocular para depois retirar
a cornea. O anel é microfragmentado e pode ser dissociado pelo método explante
ou enzimético, conforme descrito no item 1.1. Também, é imunofenotipado por

Citometria de Fluxo.

Figura 3: Regido em que esta localizado o limbo do olho

.
conjunctiva —

limbus

cornea

Fonte: Notara M et al. In sickness and in health: Corneal epitelial stem cell biology, pathology and
therapy. Experimental Eye Research [Internet]. 2010; 90: 188-195. Available from: https://doi.org/
10.1016/j.exer.2009.09.023(32)

1.3 Células-tronco polpa dentéria

Comparadas com as celulas-tronco da medula dssea, as células-tronco de
polpa dentaria sdo altamente proliferativas, osteogénicas e exibem taxas
clonogénicas, podendo gerar um ou mais tipo de células especializadas. Sao

contribuintes chave para a homeostase pulpar e reparo de lesGes. A polpa dentaria é
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uma fonte valiosa de células-tronco, pois sua obtencdo ndo é invasiva ao corpo
humano, quando comparado com a obtencao de células de medula dssea e de tecido
adiposo. Os dentes sdo uma excelente fonte de células-tronco da polpa dentaria para
procedimentos terapéuticos e podem ser facilmente obtidos apds extracdo dentaria
ou queda de dentes deciduos. A polpa dentéria € um tecido conjuntivo frouxo
existente em um espago vazio (cavidade pulpar) circundado por dentina ou tecido
duro(33).

As células-tronco da polpa dentaria podem ser isoladas do tecido da polpa
dentéria de diferentes idades e estados de salde, como o tecido da polpa dentéria
saudavel de dentes impactados de adultos, a polpa dos dentes deciduos esfoliados
de criancas e o tecido da polpa dentaria inflamado de pacientes com carie ou
periodontite. Usando tecnologias de classificacdo de células, as células-tronco da
polpa dentéria podem ser isoladas em vérios subconjuntos de células com fenotipos
especificos, positivo para CD271, CD240 e CD146(34).

1.4 Meio Condicionado de Células-tronco

Os meios de cultura utilizados para a expansédo de CTM oferecem produtos
especializados otimizados para popula¢des de células-tronco mesenquimais, muitas
das quais livres de componentes derivados de animais. Esses meios sdo projetados
para minimizar o tempo de adaptacdo, maximizar o desempenho da célula e atender
aos requisitos regulatérios(36). Sua selecdo e validagdo constituem etapas
primordiais e essenciais para a base tecnologica que utiliza a cultura celular. Uma
vez que o meio de cultura é adicionado sobre as células passa a fornecer o ambiente
adequado para o crescimento das células e consequentemente possibilitando as
melhores condi¢des para que cada unidade fabril, denominada célula, produza seus
fatores de crescimentos, citocinas etc. Em condic¢des padrédo de cultura, este meio
deve ser trocado a cada 36-48h, momento que que o “meio usado” seria descartado.
Considerando que este material, até pouco tempo, era considerado rejeito bioldgico,
contém uma gama importantes de proteinas, este material passou a ser considerado

um subproduto com metabdlitos, fatores de crescimento, contetido de microRNAS,
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vesiculas extracelulares (microvesiculas e exossomos) e diversas proteinas da
matriz extracelular que s&o secretadas pelas células que foram cultivadas. Assim, o
meio obtido pode ser aplicado na terapia celular, sendo considerado mais
recentemente como terapia livre de células(37). Este “meio usado” para o
crescimento e expansdo das CTM passaram a ser denominados na literatura de meio
condicionado e constituem hoje matéria prima de grande valor agregado de
mercado. Padronizar sua obtencdo, caracteriza-lo e utilizd-lo em medicina
regenerativa é um desafio que esta sendo desvendado nos ultimos anos.

Ap0s sua producdo e caracterizacdo, uma etapa importante de validagdo, ainda
em bancada se faz necessario. A técnica com destaque para a testagem da acéo do
meio condicionado de células-tronco em células-tronco do limbo afetadas pela

doenca do olho seco, é o Wound healing assay.

1.5 Wound healing assay

A técnica wound healing, ou pela traducéo, fechamento da ferida, é uma técnica
utilizada para analisar a capacidade de migracao celular. As células séo cultivadas
em placa com pocos para cultura aderente e a técnica ¢ feita pela remocdo de uma
secdo de monocamada celular, podendo ser feita na vertical ou em formato de cruz.
Sob influéncia de diversos fatores de crescimento e citocinas, queratindcitos podem
exibir uma alta atividade proliferativa, assim, as células migram até o lugar da ferida
e comegam a restauracao. Técnica € utilizada para estudar se o produto de interesse
produzido influencia no fechamento da ferida, além de que o tempo também é um
fator observado, ou seja, quanto tempo as células levaram para fechar a ferida
realizada (38)(39).

De acordo com o protocolo da técnica, deve-se ter uma monocamada celular
com confluéncia “adequada”, ou seja, ndo se deve permitir que as células atinjam
uma confluéncia muito proxima de 100%, pois como se trata de cultura de células
normais, ndo neoplasicas, estas, possuem a propriedade denominada de inibic¢ao por
contato. Células normais, ao identificarem um ambiente saturado, sem area de

crescimento e alimento disponivel, disparam seus mecanismos de sinaliza¢do de
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morte. Nestes casos, caso a cultura esteja com este tipo de sinalizacdo, havera um
viés importante na analise dos resultados. Diante disto, faz-se necessaria uma
observacao criteriosa por pelo menos dois observadores experientes, para que isto
ndo aconteca. Apos esta avaliacdo, com uma micropipeta com ponteira estéril a
ferida é realizada no meio da monocamada celular. Como se trata de uma técnica
manual, é importante inclinar a pipeta corretamente e aplicar a mesma pressao em
todos 0s pocos para criar uma largura de forma consistente. Apos a ferida, 0s pocos
sdo lavados para a remocdo de debris celulares e 0 meio de cultura é adicionado

(38).

2 Justificativa

Este projeto faz parte de um projeto Jovem Pesquisador em colaborag¢éo com
a Profa. Monica de Céssia Alves de Paula/UNICAMP, recentemente aprovado pela
FAPESP sob n° 2014/19138-5 intitulado AVALIAQAO DE NOVAS TECNICAS
DE TERAPIA CELULAR EM DOENCAS DE SUPERFICIE OCULAR que tem
como objetivo principal avaliar novas abordagens em terapias baseadas em células
e producao de produtos de terapias avangadas (PTA) para tratamento de Doenca do
Olho Seco. Este projeto, com termo de outorga assinado recentemente, tem data de
inicio em 01/02/2022, com duracdo de 60 meses, com insumos e bolsa de estudo

previstos.

3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Contribuicdo de ensaios envolvendo cultura celular em terapéuticas

inovadoras para DOS.

3.2 Objetivos Especificos

1) Obter meio condicionado de CTM derivada de tecido adiposo, CTM
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derivada de corddo umbilical, CTM derivada de polpa dentéria;
2) Caracterizar laboratorialmente o meio condicionado de CTM obtido;
3) Desenvolver um programa de computador (site ou software) para registro

e gerenciamento do banco de células do Laboratorio de Engenharia Celular.

4 Material e Métodos

Este projeto respeitou todas as determinacgdes e exigéncias do Comité de
Etica e Pesquisa em Seres Humanos, obtendo a aprovagéo do Escritorio de Apoio a
Pesquisa (EAP) com parecer nimero e da Plataforma Brasil CAAE no
46704421.1.0000.5411. O projeto foi desenvolvido no Laboratorio de
Biotecnologia Aplicada (LBA)/ Biologia Celular, da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP), no campus de Botucatu.

Este projeto encontra-se vinculado a dois outros projetos previamente
aprovados via Plataforma Brasil, um, em parceria com o Banco de Sangue de
Cord&do Umbilical e Placentario Humano da UNICAMP, que aplicou os TCLE para
participacdo em pesquisa nas gestantes que fizeram a doagéo de sangue de cordéao
para criopreservacdo. Nestes casos, 0 segmento do corddo umbilical e placentario,
normalmente é descartado. Com autorizacdo explicita e o TCLE assinado pela
parturiente, um segmento de 10 centimetros do corddo umbilical foi doado para
projeto anterior. Este projeto recebeu apoio financeiro, na forma de auxilio
pesquisa, da Fapesp sendo cadastrado com o processo n025.281/2016 vigente até
30/09/2021.

Além desta cooperagdo com a UNICAMP, outra parceria, também com a
mesma Universidade foi estabelecida na composicdo do projeto intitulado
AVALIA(;AO DE NOVAS TECNICAS DE TERAPIA CELULAR EM
DOENCAS DE SUPERFICIE OCULAR, submetido no Programa de Jovens
Pesquisadores (JP2) de Centros Emergentes com a Dra. Monica de Cassia Alves de
Paula, Professora do Departamento de Oftalmologia daquela universidade. Este
projeto esta cadastrado sob n® 2021/04045-5 a Fapesp, com duracdo de 60 meses,

com um orcamento no valor de R$ 1.226.549,12 contando com a efetiva
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colaboracdo do LBA/BioCel na linha de pesquisa da orientadora do presente
projeto.

Para o desenvolvimento do projeto, foi concedida uma bolsa de treinamento
técnico nivel trés, sendo n°do processo 2022/07884-0 de duracao de 24 meses, com
vigéncia no periodo 01/08/2022 a 31/07/2024.

4.1 Células-tronco mesenquimais de cordao umbilical e placentario humano
(CTMcup)

No Banco de Células do LBA/BioCel foram identificadas ampolas de
células-tronco de corddo umbilical e placentario humano que foram processadas
anteriormente no projeto conjunto do Banco de Sangue de Corddo Umbilical e
Placentario da UNICAMP, mantidas criopreservadas no biorrepositorio do
LBA/BioCel. O projeto recebeu n°® CAAE n°56823316.0.0000.5411 na Plataforma
Brasil, em dezembro de 2016. Na ocasido, ndo s6 amostras de SCUP (sangue de
corddo umbilical e placentario), como segmentos do corddo Umbilical foram
transferidos para o LBA/BioCel. No projeto acima aprovado, foram confirmados os
critérios de inclusdo e exclusdo importantes, para 0 presente projeto, quanto a
selecdo das amostras de células obtidas. Estes critérios estdo explicitados no quadro

abaixo.

Quadro 1: Critérios de Inclusdo e Exclusdo utilizados para a Sele¢do das
Parturientes para a Doacéo de Segmento de Cordao Umbilical

Indicador Critérios
Incluséo Excluséo
Idade em anos 18<1<40 18 > 1>40
Pressdo Arterial Normal Alterada
Dosagem da Glicemia Normal Alterada
Doenca autoimune Ausente Presente
Complicag6es do Parto Ausente Presente
Sorologia reagente para HIV Ausente Presente
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ou HepatitesBe C

Infeccdo em curso Ausente Presente

Fonte: acervo do LBA/BioCel, 2021

4.2 Células-tronco mesenquimais polpa dentaria (CTMpep)

No Banco de Células do LBA/BioCel foram identificadas ampolas de células-tronco
de polpa dentaria doadas oriundas de projetos anteriormente executados, cujas
células remanescentes estdo armazenadas de forma regular no biorrepositorio da
UNESP, sublocado no LBA/BioCel.

4.3 Células- tronco do limbo humano (CTL)

A obtencdo das CTy esté ligada ao projeto Auxilio Jovem Pesquisador 2, em
parceria com a UNICAMP, denominado Avaliacdo de novas técnicas de terapia
celular em doencas de superficie ocular. O anel corneo-escleral foi fragmentado em
pequenos pedacos para dissociacdo enzimatica, pela acdo da colagenase tipo | em
meio HEPES. O fragmento foi mantido sob condicdes ideais de cultivo por 24 horas.
Assim, o extrato é transferido para um tubo cénico com meio RPMI 1640, 20% de
SFB e aditivos, seguido de centrifugacdo a 1200rpm por 10 minutos. O
sobrenadante é descartado e o pellet lavado com HEPES. As células recuperadas
serdo ressuspensas em meio DMEM aditivado e plaqueadas.

As células-tronco limbicas foram descongeladas, mas ndo houve adesdo
celular e nem a observacao do aspecto fibroblastdide esperado.

Foi processada uma amostra de cornea, enviada pela UNICAMP, para extracao de
novas células-tronco limbicas. A cornea foi lavada trés vezes com solugéo
fisiolégica para o processamento. Posteriormente, ¥4 da cérnea foi colocado em um
frasco 25cm? com 200 uL de meio de cultura aditivado e com gentamicina e
ciprofloxacino. O restante foi fragmentado em pedacos menores e colocados em
placas. Também, foi adicionado meio de cultura suficiente para que o tecido nédo

desgrudasse da placa.
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Figura 4: Processamento da cornea

Legenda: Em A, observa-se a imagem da cdrnea antes do processamento. Em B, tem-se 0 inicio da
fragmentacdo da cérnea. Em C, os explantes fragmentados em placas de cultura. Fonte: Arquivo
pessoal, 2023.

4.4 Células-tronco de tecido adiposo

As células-tronco mesenquimais de tecido adiposo foram isoladas a partir
da dissociacdo mecénica de uma amostra de gordura doada ao laboratério. O tecido
foi lavado com soro fisiol6gico e foi fragmentando com o auxilio de uma tesoura.
Posteriormente, com cell scraper, a gordura foi “empurrada” para a liberagdo das
células na placa de petri. Adicionou-se meio de cultura e com uma seringa, foi
retirada a amostra. As seringas permaneceram em pé durante 25 minutos para a
sedimentacdo. A gordura foi colocada em um tubo conico e os liquidos das duas
seringas foram colocados em um tubo conico de 15mL que foi centrifugado a 1500
rpm por 5 minutos. A camada de gordura foi retirada com uma ponteira e o pellet

ressuspenso com meio de cultura e armazenado.
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Figura 5: Processamento da gordura para obtengdo de células-tronco

Legenda: Em (A) temos a visualiza¢do da amostra de gordura doada ao laborat6rio. Em seguida (B),
alguns fragmentos das amostras foram colocados em placas petri com meio de cultura para a
obtencdo de células por meio de explante. O restante da gordura, foi cortado com uma tesoura (C) e
foi empurrada com um cell scraper, para forcar a saida das células na placa (D). Apoés a adi¢do do
meio de cultura, a amostra foi colocada em duas seringas que permaneceram em pé por 25 minutos
para a sedimentacdo da gordura (E). A gordura foi colocada em um tubo cénico (F) e o liquido das
duas seringas foram colocados em um tubo cénico de 15 mL que foi centrifugado (G), em que houve
a remocdo da camada de gordura com uma ponteira e o pellet foi ressuspenso com meio de cultura.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

As células-tronco foram cultivadas em meio DMEM F12 com aditivos
(antibidtico e antimicdtico, I-glutamina, aminoécidos essenciais e aminoécidos ndo

essenciais) e 10% de soro fetal bovino.

4.5 Expansao e cultura das células-tronco

Para o cultivo das células-tronco, as ampolas foram retiradas do container
de nitrogénio liquido (N2) e procedida a técnica de descongelamento seguindo os
Procedimentos Operacionais Padrdo do Laboratdrio, como pode ser visto na figura
abaixo(40).

Figura 6: Fluxograma do procedimento de expansao e cultura celular das células-
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Legenda: Para a expansao celular, foi descongelada uma ampola de células que estava criopreservada
no laboratério. As células foram colocadas em meio HEPES e centrifugadas para a ressuspensao do
pellet formado. As células foram plaqueadas em frasco de cultura com meio DMEM F-12 aditivado
e 20% de SFB. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023

Em um tubo conico de 15mL, foi adicionado 10mL de tampdo HEPES, um
meio de transporte ao qual, adicionou-se 0 conteddo da ampola criopreservada e
descongelada em banho-maria a 37°C, apenas para que o bloco de gelo se
desprendesse da ampola. O tubo conico foi centrifugado a 900g por 10 minutos,
com brake ajustado para moderado. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspenso no meio de cultura escolhido.

O meio de cultura escolhido para o cultivo das células em estudo é o DMEM,
sem phenol red, suplementado com soro fetal bovino, L-glutamina, aminoacidos
essenciais e ndo essenciais e antibidtico- antimicoticos, denominado como anti-anti.
No primeiro momento, foi utilizado 20% de SFB para a expansdo celular, apos a
adesdo das células e melhor confluéncia, passou a utilizar 20% de SFB.

Inicialmente as células foram cultivadas em frascos T-25¢cm? Tissue-Treated
e observadas por microscopia invertida, usando o equipamento Axiovert 200
Zeiss™., A observacdo diéria é orientativa da adesdo celular, se as células estdo
adquirindo o aspecto desejando, fibroblastdide e, também, para a confluéncia
celular, ou seja, da determinagdo do percentual de célula que ocupa o espacgo da
cultura. A determinacgéo da confluéncia € um aspecto relevante na cultura de células
primarias, pois estas células possuem ativamente o fenébmeno determinado de
inibicdo por contato, que as células neoplasicas, as linhagens, perdem. Isto significa

dizer, que ao confluirem muito no mesmo espacgo, naturalmente estas celulas
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retraem os filopodios, assumem a forma esférica (que ocupa menos espago), e se
desdiferenciam em células que requerem pouco meio de cultura. Ao atingirem o
maximo de crescimento, se a area ndo for aumentada, morrem em apoptose.

Em funcéo disto, ao atingirem 70% de confluéncia, as células sofreram acao
da enzima tripsina-EDTA, para se desprenderem do frasco e realizar a contagem e
a viabilidade celular para se processar a caracterizacdo por citometria de fluxo. Apos
a caracterizacao das células por citometria de fluxo, as CTMcup, CTMta € CTpp

foram cultivadas para produzirem o meio condicionado.

4.5.1 Coating de fibrina para cultura de CTL

Durante o descongelamento das CT. observou-se que as células, ao serem
descongeladas, aderiam ao plastico, porém ndo apresentavam a caracteristica
fibroblastoide esperada. Como solucdo, foi feito um coating com plasma humano e
trombina, nos pocos da placa de 24 wells e a placa permaneceu aberta dentro da
cabine de fluxo laminar Classe Il-A, durante 24 horas para secagem, para
posteriormente cultivar as CT_ e realizar o wound healing assay. A literatura aponta
a necessidade de se fazer coating com fibrina ou cultura com células 3T3 para o
bom desenvolvimento das células-tronco limbicas(50).

Apos a cultura de CTy, a proxima etapa seria os ensaios de wound healing,
realizados em triplicata. A placa foi dividida de modo que uma coluna
corresponderia ao controle, ou seja, coluna quem as células seriam mantidas com o
meio padrdo ouro. Nos pocos restantes, as células sofreriam estresse osmotico,
recebendo meio hiperosmolar (420 mOsm) por 48 horas, simulando a doenga do
olho seco. Apos esse periodo, a técnica do wound healing seria realizada e a coluna
determinada CL receberia o meio padrdo ouro, a coluna denominada MH
continuaria a receber o meio hiperosmolar, enquanto as colunas restantes

receberiam os meios condicionados produzidos ou o soro alogénico.
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4.5.2 Preparo Placa de cultura para irradiacdo de CTMTa

Devido a dificuldade de expandir as CT., buscou-se uma alternativa na
literatura que consiste no cultivo dessas células em CTMra irradiadas, como
alternativa ao coating de fibrina. Apds as células atingirem 100% de confluéncia,
foi adicionado meio DMEM-F12 até atingir a borda da placa de cultura. A placa foi
embalada em papel aluminio e levada a Radioterapia do Hospital das Clinicas de

Botucatu.

Quadro 2: Dados do equipamento de radiacao

Aparelho Alcyon
Campo Equivalente 30,0
Profundidade (cm) 1,25
Distancia SSD 70
Dose (cGy) 6000
Bandeja Sem bandeja
PDP (%) 97,13
Rendimento (cGy/min) 39,15
Fator de Campo 1,1240
Fator de Bandeja 1,000
Tempo (min) 140,37

Ap0s 140 minutos de irradiacéo, as células foram levadas para o laboratério,

tripsinizadas e congeladas para futuro uso.

4.6 Caracterizacao fenotipica das células-tronco

O perfil de marcadores de superficie das células-tronco mesenquimais é

estabelecido pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) (28). Segundo
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recomendacdes da SITC o ideal € a escolha de dois marcadores, CDs (Cluster of
differentiation) que sejam negativos e trés que sejam reagentes ou positivos. Desta
forma, estabeleceu-se que para CTMcyp 05 CDs positivos foram: CD13 (marcador
de adesdo) e CD90, CD73 e CD105 como marcadores mesenquimais. Para a
marcacdo de antigeno leucocitario humano classe | foi utilizado usado CD HLA-
ABC. Como marcadores negativos a escolheu-se pelo CD34, CD45 e MHC Classe
I1- (HLA-DR). O mesmo painel foi utilizado para CT. e CTMra (28,41-46)

Apbs sofrerem a acdo da tripsina-EDTA, as células foram contadas para
analisar a viabilidade das células e morte celular, ou seja, analisar a quantidade de
células que estdo vivas ou mortas em relacdo a quantidade total de células. A partir
de uma aliquota, fez-se uma diluicdo em Azul de Tripan, marca da Invitrogen® para
determinar as células viaveis, assim, se a célula estiver viavel, o corante ndo passara
pela membrana celular, entdo a célula ndo apresentard coloracdo azul, o oposto
acontece caso a célula ndo esteja vidvel. A contagem foi feita utilizando a camara
de Neubauer, para se ajustar a concentracdo de 1X10° células/mL para o
processamento das citometria de fluxo, Figura 7. Foi utilizado equipamento de
citometria FACSCalibur da BD™, A reacdo positiva e ou negativa é analisada pelo
Software Cell Quest Pro™ e foram analisados o nimero de eventos (células), a
fluorescéncia por gating (mapeamento das células de interesse), tendo entdo a média
de intensidade de fluorescéncia (mif) em porcentagem. Os graficos foram gerados

na forma de histograma ou dot plot.

Figura 7: Procedimento para o preparo das amostras para Citometria de Fluxo

AAAAAAAAL

b © S
. .
T ——

Tripsinizagdo das células ’

apés 70% confluéncia Centrifugacio 300g Ressuspensdo células
por 10 minutos em 1mL de PBS

Coloracdo das células 100uL de células +
e contagem marcadores+ 400ul de Isoton
para caracterizacio em CF

Legenda: As células sofreram acdo da enzima tripsina ap0s atingirem 70% de confluéncia. Apés a
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acdo das enzimas, as células assumem formato esférico e ficam suspensas no meio de cultura. As
células foram colocadas em tubo conico e centrifugadas para a formagdo do pellet que foi
ressuspenso com PBS. Apds a contagem celular, foram colocadas 108 células com cada marcador e

tampa@o, para leitura no equipamento. Fonte: Arquivo Pessoal, 2021

4.7 Obtencéo do Meio condicionado de CTMcup, CTM-TA e CTL

Apdbs a caracterizacdo imunofenotipica e a determinacdo do indice de
apoptose por citometria de fluxo, as CTMcup, CTMta € CTMpp foram cultivadas e
expandidas em frasco T-150cm? Tissue Treated com meio DMEM aditivado com
10% de SFB até atingirem a confluéncia ideal de 70% para a produgdo do meio
condicionado.

Nesta etapa, 0 meio de cultura padrao ouro foi removido e o frasco foi lavado
sucessivamente (minimo trés vezes) com PBS para posteriormente ser colocado o
meio especifico para a producdo. Essa é uma importante etapa, denominada wash
out em que ocorre a retirada de qualquer resquicio de SFB. Assim, as células
receberam o meio de cultura DMEM-F12 aditivado xeno free, ou seja, sem SFB.
Ao observar que as células atingiram 90-95% de confluéncia € o momento de
interromper a producéo do MC, neste caso, com 48 horas. Este dado é importante,
pois a partir do momento em que as células atingem 100% de confluéncia, comeca
a ocorrer a sinalizacdo de morte e estes sinalizadores podem ficar presentes no MC,
fato este indesejavel. A sinalizacdo de morte, indesejavel corresponde ao efeito
autocrino das células, ou seja, de produzir moléculas com efeito sobre elas mesmas.

O sobrenadante das células-tronco, quando a cultura atingir a confluéncia
esperada, corresponde ao meio condicionado ou secretoma da célula-tronco, ou seja,
um produto da acdo paracrina das células. Hoje é amplamente aceito que 0s
principais beneficios da terapia com CTM sdo derivados dos efeitos de fatores
secretados que atuam nas células vizinhas por meio de um fendmeno paracrino. A
diversidade nos fatores secretados que constituem o secretoma foi descrita e fatores-
chave foram identificados, como VEGF, HGF, IGF-1, SDF1a, TGF-f entre outros.

Esses mediadores estimulam a angiogénese, inibem a apoptose ou modulam as vias
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inflamatorias, exatamente o que a DOS necessita. (47)

4.8 Analise de toxicidade do MC utilizando Monocyte Monolayer Assay (MMA)

Diferentes técnicas sdo listadas para os estudos toxicoldgicos de exossomos
de CTM e meio condicionado, de acordo com as diretrizes da Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (OCDE)e ANVISA, como
sensibilizacdo cutanea (OECD TG 442B), fotossensibilizacdo (OECD TG 432),
irritacdo ocular (OECD TG 437), irritacdo cutanea (OECT TG 439) e toxicidade
oral aguda (OCDE TG 423), no entanto, todos estes testes sdo extremamente
laboriosos e dificeis de serem executados. Diante disto, foi elencado na literatura o
ensaio de mondcitos em monocamada. (48,49)

O teste Ficoll foi realizado para verificar a presenca de endotoxinas nos
meios condicionados produzidos. O teste é verificado a partir da viabilidade celular
antes e apds o contato com os meios condicionados, se a viabilidade celular diminuir
de forma significativa, ha presenca de endotoxinas, pois estas causaram morte
celular, caso contrério, se ndo diminuir a viabilidade celular, os meios ndo contém
endotoxinas e podem ser utilizados nos testes in vitro.

Foi coletado 10mL de sangue periférico com anticoagulante e centrifugado
a 1500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante (soro/plasma) foi desprezado até sobrar
ImL de liquido sobre as hemécias. Foi adicionado um volume do sobrenadante para
trés volumes de meio HEPES. Em dois tubos conicos foram adicionados 5mL de
ficoll densidade 1077 com 10mL do sangue diluido, delicadamente pela parede do
tubo para ndo misturar com o ficoll. Os tubos foram centrifugados a 1500rpm por
30 minutos, sem a utilizagéo de freio. O sobrenadante foi desprezado e a camada
linfomononuclear (buffy coat) foi recuperada, sendo transferida para um tubo conico
e centrifugada a 1500rpm por 10 minutos para recuperar o pellet. O pellet foi
ressuspenso com 1mL de HEPES. Em um tubo de hemdlise, foi colocado 10uL da
suspensdo e feita a diluicdo 1:10 em azul de Tripan para verificar a viabilidade
celular (controle).

Adicionou-se 500uL de cada meio condicionado com 9x10* células em
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placa de cultura e armazenados na estufa a 37°C por 30 minutos. Posteriormente,
foi realizada a contagem celular de cada poco.

4.9 Caracterizacdo do meio condicionado com dosagem de citocinas e fatores

de crescimento

O volume de meio condicionado obtido para cada célula-tronco foi de 60
mL. Os meios condicionamos foram submetidos a uma centrifugacdo a 900g
durante 10 minutos, utilizando a centrifuga Fisher Scientific Eppendorf™ 581R
Centrifuge Bundle with S-4-104 Model Rotor para a eliminacéo de debris celulares
presentes no meio. O material foi aliquotado em tubo criogénico e congelados a -
80°C.

A caracterizagdo dos meios condicionados produzidos foi realizada
utilizando o kit Human Cytokine A Premixed Magnetic Luminex Performance
Assay, adquirido pela R&D Systems, sendo o cédigo FCSTMO03-11, sistema
Multiplex, que permite a andlise, simultaneamente, de varios biomarcadores de
citocinas e quimiocinas. Os fatores dosados foram EGF, Eotaxin/ CCL11, IL-1a,
IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-8/ CXCLS, IL9, FGF-2/ FGF-
basic, IFNa, VEGF, IFNy, MCP-1/ CCL2 e TNFa.

O kit Luminex® Performance Assay € utilizado para analisar
simultaneamente os niveis de mudltiplas citocinas de uma Gnica amostra. As
citocinas sdo proteinas de sinalizacéo liberadas pelas células e desempenham fungéo
na regulacdo do crescimento e da proliferacdo celular, assim também, na modulagéo
da resposta do hospedeiro perante a infeccéo, lesdo e inflamagdo. Os anticorpos
especificos do analito sdo pré-revestidos em microparticulas magnéticas
incorporadas com fluordforos em proporcgdes definidas para cada regido Unica de
microparticulas. As microparticulas, solu¢des padrdes e amostras sdo pipetadas em
pocos e 0s anticorpos imobilizados ligam-se aos analitos de interesse. Apos a
lavagem de quaisquer substancias nao ligadas, um coquetel de anticorpos
biotinilados especifico para os analitos de interesse € adicionado a cada pogo. Apos

uma lavagem para remover qualquer anticorpo biotinilado néo ligado, o conjugado
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estreptavidina-ficoeritrina (estreptavidina-PE), que se liga ao anticorpo biotinilado,
é adicionado a cada poc¢o. As lavagens finais removem a estreptavidina-PE néo
ligada, as microparticulas sdo ressuspensas em tampdo e lidas usando o
MAGPIX®(51).

Um imd no analisador captura e mantém as microparticulas
superparamagnéticas em uma monocamada. Dois diodos emissores de luz (LEDs)
espectralmente distintos iluminam as microparticulas. Um LED excita os corantes
dentro de cada microparticula para identificar a regido e o segundo LED excita o
PE para medir a quantidade de analito ligado a microparticula. Uma amostra de cada
poco é fotografada com uma cdmera CCD com um conjunto de filtros para
diferenciar os niveis de excitagéo.

Anélise com Luminex® 100/200™, FLEXMAP 3D®, xMAP INTELLI-
FLEX® ou Bio-Rad® Bio-Plex® usa um laser para excitar os corantes dentro de
cada microparticula para identificar a regido da microparticula e o segundo laser
para excitar o PE para medir a quantidade de analito ligado a microparticula. Toda
a excitacdo emitida a medida que cada microparticula passa pela célula de fluxo é
entdo analisada para diferenciar os niveis de excitagdo usando um tubo fotomulti-
plicador (PMT) e um fotodiodo Avalanche.

No preparo dos reagentes, 20mL de wash buffer concentrate foi diluido em
480mL de agua destilada, preparando 500mL de wash buffer. O diluente do calibra-
dor RD5K foi diluido (1:2) em que adicionou 20mL do concentrado do diluente do
calibrador em 20mL de agua destilada. Foram reconstituidos os coquetéis padrao 1
e 2 com RD5K e agitados no shaker durante 15 minutos, que foram utilizados no
preparo das curvas padrdes de leitura, conforme a figura abaixo. O calibrador do

diluente foi utilizado como branco para leitura.



Figura 8: Diluicdo em série para preparo das curvas padrdes
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Legenda: Para o preparo da curva padrdo, 0s coquetéis 1 e 2 foram reconstituidos, 300puL do cali-

brador foi adicionado no tubo “Padriio 1” e 200 pL foi adicionado nos demais tubos, nomeados de

S1-S8. Posteriormente, 100uL de cada coquetel reconstituido (1 e 2) foi adicionado no primeiro

tubo. O tubo “padrio 1” foi usado para fazer a dilui¢ao em série.

Figura 9: Fluxograma do preparo da placa do kit Luminex
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As placas foram preparadas de modo que, as primeiras colunas
corresponderiam ao branco e as curvas padrdes, em duplicata, e as colunas seguintes
iriam receber as amostras em triplicata, ou seja, os meios condicionados produzidos

para o projeto. A disposicdo das placas pode ser observada na figura abaixo.

Figura 10: Disposicao das amostras nas placas de 96 pocos para caracterizagao das
amostras de meio condicionado

B  S4 S8 MC2 || MC5
B S4 S8 MC2 | MC5
S1 S5 MC3 || MC35
S1 S5 MC3
S2  S6 MC1 | MC3
52  S6 MC1 | MC4
S3 ST MC1 || MC4
S3 . ST MC2 || Mc4

Legenda: B: branco; S1-S8: curvas padrdes diluidas; MC1: MC-CTMcyp; MC2: MC-CTMrta; MC3:
MC-CTMpp; MC4: MC-CTL1; MC5: MC-CTL2. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023

A placa foi preparada seguindo o passo a passo da bula fornecida pela
empresa, em que se fez o preparo de todos os reagentes, seguida pelas incubacdes e
lavagens necessarias. As lavagens foram feitas utilizando o equipamento Bio-Plex
Pro™ || Wash Station da BIO-RAD e a leitura foi realizada pelo Bio-Plex™ 200
System da BIO-RAD.
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Figura 11: Reagentes e equipamentos usados para a caracterizagdo dos meios
condicionados

Legenda: Wash buffer concentrate utilizado para o preparo do tampéo de lavagem (A); Diluente do
calibrador RD5K (B) utilizado como branco e para reconstituir o coquetel padrdo 1 e 2 (C); diluente
de microparticula e o coquetel de microparticulas utilizados na primeira incubacéo (D); anticorpo de
Biotina e diluente do anticorpo de biotina usados na segunda incubacdo (E); Estreptavidina-PE
concentrada que foi diluida com wash buffer (F); placa de 96 pogos com as amostras e coberta
durante incubacgdo (G); equipamento para fazer a lavagem da placa trés vezes (H); equipamento de
leitura da placa (). Fonte: Arquivo Pessoal, 2023

5 Resultados e Discussao

No Projeto para JP de Centros Emergentes toda a parte correspondendo a
Cultura Celular e producdo de meio condicionado foi de responsabilidade do
LBA/BioCel-UNESP. Em todos os processos vinculados, a preocupagdo com a
ética, o respeito e a conformidade com a Declaracéo de Helsinque/Finlandia foram
cumpridos(52).

Ap0s a revisdo no banco de células do laboratdrio, foram identificadas as
ampolas de CTMcup, CTL e CTMPD criopreservadas de projetos anteriores. As
células foram descongeladas seguindo o protocolo descrito no capitulo de Material
e Métodos e expandidas em cultura celular para os procedimentos de caracterizacao,
producdo do meio condicionado. Para as amostras das células descongeladas, cujo
processo de expansdo em cultura em monocamada confirmando as caracteristicas
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esperadas para uma célula-tronco mesenquimal, ou seja: 1) aderentes ao pléastico e
aspecto morfoldgico apresentando prolongamentos fibroblastdides. Como somente
estas caracteristicas ndo sdo suficientes, destaca-se que no projeto original estas
células comprovaram se diferenciar em trilinhagem de células originarias do
mesoderma: cartilagem (coloracéo citoquimica Alcian Blue Sigma Aldrich™ para
evidenciar deposicdo de colageno e nucleos isdgenos); 0sso, corado por Alizarin
Red Thermo Fisher™ e para o tecido adiposo foi utilizada a coloracdo de Oil Red
que evidenciam as gotas lipidicas. As fotos da diferenciacdo em trilinhagem séo do
acervo do LBA/BioCel no projeto anterior.

Figura 12: Fotomicrografias da cultura celular das células-tronco

Legenda: Microfotografias de células-tronco de tecido adiposo (A), células-tronco limbicas, células-
tronco de corddo umbilical e placentario (C) e células-tronco polpa dentéria (D). Arquivo pessoal,
2023
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5.1 Citometria de fluxo

Apdbs a expansdo celular, foi seguido o protocolo descrito no Material e
Métodos para a caracterizacdo em citometria de fluxo. As Figuras 13 e 14 mostram
o resultado da imunofenotipagem das CTMcyp € das CTMta. Em projetos anteriores,

foi realizada a citometria de fluxo das demais células.

Figura 13: Andlise de Citometria de Fluxo de CTMcyp, com diferentes marcadores
(CDs) com expressdo positiva e negativa
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Fonte: acervo do LBA/BioCel, 2021

Figura 14: Andlise de Citometria de Fluxo de CTMra, com diferentes marcadores
(CDs) com expressao positiva e negativa

800

Controle auto ) Controle auto . CD 45 negativo
8
x°- %
8 -
..
o 3
: e &
& ?
= . .
o 1000 100 10' 102 T 3
Afu
8 HLA ABC Negativo ? as CD7399%
§o:
> ) ) 3 . x e .—-.————Am—
> ] 13 43 ..
e CD 34 Negativo 8 CD 90 99%
: —— s — i —
® ' 3 W " b o2 0 10 3
A Aln

Fonte: Arquivo Pessoal, 2023



41

Quadro 3: Resultados obtidos na caracterizagdo das células-tronco mesenquimais
por citometria de fluxo

Amostra CTMcup CTMrta
Controle Auto 1,75 1,68
CD 11b 0,78 NR
CD 34 30 1,74
CD 44 100 92,9
CD 45 NR 0,86
CD 73 99 99,08
CD 90 97 99,41
HLA DR 1,2 1,38
HLA ABC NR 11,33

Legenda: NR (N&o realizado)
Fonte: *Acervo do LBA/BioCel e arquivo pessoal, 2023

O CD11b é um marcador negativo classico para CTM, descrito na literatura
especializada. Ele reconhece fundamentalmente uma integrina o expressa em
monacitos e natural killer(53).

O CD34 é um marcador para progenitor hematopoiético, endotélio e
fibroblastos, com maior expressdo nas células saudaveis obtidas do cordao
umbilical (54).

O marcador CD44 é expresso em leucdcitos, células epiteliais, hemacias e
fracamente em plaguetas, entdo temos resultado, negativo, conforme esperado,
assim como ocorre para 0 marcador CD73, expresso em linfocitos T e B, células
dendriticas, células epiteliais e endoteliais (55). O CD90 é um marcador positivo
para célula-tronco mesenquimal, célula-tronco de corddo e fibroblasto. Entédo, era
esperado dar positivo para essas celulas, tendo 100% de intensidade (56).

O HLA classe Il € um marcador positivo para células B, dendriticas,
mondcito, macrofago e célula T ativada. Nesse caso, a literatura indica como
marcador classicamente negativo em funcéo das propriedades imunomoduladoras

das CTM. Como as células descontaminadas expressavam marcadores granulo-
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macrofagicos, esperava-se que o HLA DR, nestas amostras fosse positivo.

ApOs a caracterizacdo em CF, as células foram utilizadas para serem
expandidas em frasco de T-75cm? até atingirem confluéncia suficiente para o
subcultivos em frasco de T-150cm?. Quando foram tripsinizadas, uma parte das
células foi congelada e a outra replaqueada no frasco de T-150cm? para a producio
do MC xeno free.

5.2 Obtencdo da CTL

Apdbs o processamento da cdrnea, as placas foram observadas diariamente
para verificar adesdo celular. Foi observada a presenca de células, mas apenas
ades&o no frasco T-25 cm?, possivelmente pelo tratamento da superficie das placas
individuais ser inferior ao do frasco, podendo influenciar na adesdo celular. As
células estavam saindo em grumos (clusters) e foi observada a presenca de células
epiteliais.

Tanto os frascos quanto as placas apresentavam sujeira em seu fundo e
presenca de cocos vivos. Os sobrenadantes foram colhidos e colocados em tubos
conicos de 15mL para centrifugagéo e ressuspenséo do pellet para contagem celular.
Foi dificil a observacdo do pellet e na cdmara de Neubauer foi notada pequena
quantidade de células. Os sobrenadantes foram distribuidos para uma placa de 6
pocos e completado com meio. Notou-se que as células estavam se multiplicando,

mas nao havia adesao.
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Figura 15: Microfotografias durante extracdo de celulas-tronco limbicas

Legenda: Microscopia invertida em A, temos o explante com a saida de células para a regido mais
vazia. De B até E, temos diferentes etapas da cultura, temos adesdo celular e autofagia celular,
restando apenas arcabougo de colageno, cuja cultura ndo evoluia. 1sso pode ocorrer devido a idade
do doador, o conservante da amostra e 0 tempo em que essa amostra estava conservada até ser

processada. Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

5.2.1 Coating de cola de fibrina para wound healing

Foi identificado tubo conico contendo Plasma Fresco Congelado no freezer
do laboratério, que foi utilizado para a producao do coating. O PFC foi centrifugado
a 3000 rpm por 5 minutos para retirada de debri. O plasma foi adicionado nos pogos
de cultura e posteriormente, a trombina. Apds 24 horas, tempo para o0 coating
gelificar, uma ampola foi descongelada seguindo o procedimento padrdo e as
células foram plagueadas nos pocos da placa, sendo mantidos com meio de cultura
DMEM-F12 aditivado e 20% SFB.
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Figura 16: Procedimento producédo do coating

Legenda: Em A, tubo conico mostrando o pellet formado ap6s a centrifugagdo. Em seguida (B), a
placa de 24 pocos com o coating. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Apods trés dias de cultura, observou-se que as células aderiram ao plastico, porém
ndo apresentavam a caracteristica fibroblastdide esperada. A préxima etapa seria o
teste in vitro dos meios condicionados utilizando a técnica do wound healing, mas

pela dificuldade de obter cultura de CTy, a realizag&o da técnica néo foi possivel.

5.2.1 Irradiacdo das CTMra

As células-tronco que estavam em expansao celular foram passadas para
uma placa de seis pocos para serem irradiadas. Apds atingirem 100% de
confluéncia, foi adicionado meio de cultura DMEM-F12 até a borda dos pogos de
cultura. A placa foi envolvida em papel aluminio e levada & Radioterapia. Foram
colocadas ceras em volta da placa de cultura para que a dose seja distribuida pela

placa de forma homogénea.
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Figura 17: Preparo da placa para irradiagéo

g
siin N

Legenda: Adicdo do meio de cultura nos pogos contendo as células-tronco (A); Placa com as ceras
em volta da placa (B); placa posicionada no equipamento para receber a dose de radiacéo (C). Fonte:

Arquivo Pessoal, 2023.

Apos a irradiacdo, as células foram congeladas para posterior uso. Porém,
como ndo foi possivel obter a adesdo e proliferacdo de nenhum exemplar
criopreservado de célula-tronco limbica, as células-tronco de tecido adiposo
irradiadas (CTMrT.i) permaneceram criopreservadas no Biorrepositério/Biobanco do
laboratério.

5.3 Analise teste Monocyte Monolayer Assay (MMA)

Foi realizado o teste Ficoll para garantir que ndo ha presenca de endotoxinas
nos meios condicionados produzidos para ser realizado o teste in vitro. E necesséario
verificar a viabilidade celular antes e ap6s o contato com 0s meios condicionados.
A viabilidade celular pode ser feita por teste de anexina V e iodeto de propidio, por
contagem celular e outras técnicas. Para a realizagdo do teste, foi escolhida a

contagem celular.
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Figura 18: Fotografia do procedimento do teste Ficoll

A p—
Legenda: A primeira figura mostra as fases formadas ap6s a centrifugagéo do tubo conico, em que
se tem meio HEPES, a camada linfomononuclear (indicada pela seta), Ficoll e sangue. Retirou-se a
camada linfomononuclear que foi centrifugada. O pellet formado foi ressuspenso com HEPES e foi
realizada a contagem celular para verificar a viabilidade celular. As células foram colocadas em
contado com 0s meios condicionados durante 30 minutos (B). Posteriormente, foi verificada a
viabilidade celular dessas células. Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

Quadro 4: Resultado da viabilidade das células antes e apds contato com 0s meios
condicionados

Amostra Viabilidade (%)
Controle (pré) 93,48

MC CTMpp 90,9

MC CTyro2 96,43

MC CT. 90

MC CTMcur 96,55

Fonte: Arquivo Pessoal, 2023

Com o teste, foi possivel observar que ndo houve alteragéo significativa na
viabilidade celular, assim, pode-se concluir que os meios condicionados nao

estavam contaminados com endotoxinas.

5.4 Caracterizagdo do MC

Foi adquirido painel de dosagens dos fatores definidos no projeto pelo
sistema Luminex™, de custo elevado, com numero exato de procedimentos. A

execucao do ensaio requer habilidades técnicas e precisdo, durante a realizagdo dos
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testes, houve erro humano que implicou na ndo adigdo das microparticulas na placa,
comprometendo o delineamento inicial. Com menor numero de pardmetros
disponiveis, optou-se por repetir o experimento, apenas com as determinac6es dos
meios condicionados, branco e curva em duplicata. Para todos 0s parametros foram
construidas as curvas padrdo que podem ser observadas no Anexo. Para facilitar a
compreensdo dos dados, os valores digitados a direita em cada coluna, estdo dentro
dos valores esperados e projetados pela curva padrao/método. Os valores que estao
a esquerda precedidos de um asterisco sao aqueles denominados “fora da curva” ou
muito baixos, ou muito altos, mas que o sistema ainda calculou a concentragéo
enquanto a denominacdo OOR< (out of range) se refere aos valores que estavam
muito abaixo do menor valor previsto para esta tecnologia (1 picograma/ml). Os

dados estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Dosagem de diferentes fatores de crescimento e citocinas pelo sistema Luminex™

Analito MCP1 FGF IFN-Y IL-1a IL-1p IL-1RA IL-2 IL-6 I1L-8 TNF-a VEGF
MC-MA pool 69,95 *1.71 12,14 *1.54 OO0R < 8,94 15,91 233,53 197,17 *0.73 OOR <
MC-CTMCUP 1,09 10,06 12,14 *2.48 *0.29 O0R < 20,82 *3.21 OOR = *1.34 380,34
MC-MCTMTA 5,22 6,23 8,46 *0.27 OO0R < OOR < 20,91 63,14 31,29 *0.28 243,11

MC-CTMPD 96,81 5,65 9,42 *0.72 OO0R < O0OR< 19,09 19,26 16,88 *0.09 124,67

MC-CTL1 *2480.19 18,6 18,64 11,23 4,13 66,89 36,44 *19457.45 OQOOR> 5,09 308,85

MC-CTL2 *817.94 31,39 15,5 744 *1.68 40,19 35,97 365,63 *3130.91  *3.00 343,11

MC-CTL3 *2507.57 OOR< 12,14 4,78 *0.42 21,56 43,9 2231,09 667,16 *3.14 1319,41
MC-MA pool 77,61 2,77 18,64 *1.92 OO0R < 9,41 15,4 245,71 215,16 *0.93 OOR <
MC-MA pool 62,42 OOR =< 4,16 *1.14 OOR < 8,45 16,42 2213 179,38 *0.54 OOR <
MC-CTMCUP 1,09 10,48 12,14 *2.67 *0.29 O0R < 21,07 *3.21 *32375.36 *1.20 382,44
MC-CTMCUP 1,09 9,04 12,14 *2.30 *0.29 O0R < 20,58 *3.21 OOR = *1.47 379,24
MC-MCTMTA 5,15 5,65 8,46 O0R < QOR < O0OR< 17,42 58,55 30,4 *0.41 236,52
MC-MCTMTA 5,29 6,78 8,46 *1.14 O0R < O0OR< 24,32 67,68 32,19 *0.15 249,69

MC-CTMPD 94,2 5,04 10,35 *1.14 OO0R < O0OR< 15,42 18,79 13,26 OOR < 119,22

MC-CTMPD 99,44 6,23 8,46 *0.27 O0R < O0OR< 18,76 19,72 20,58 *0.41 130,12
MC-CTL1 *2550.51 1741 18,64 12,46 4,53 100,86 35,97 *19279.31 OOR=> 541 305,93
MC-CTL1 *2411.48 19,75 18,64 9,99 3,74 29,08 36,9 *19638.39 OOR> 3,98 311,76
MC-CTL2 *788.72 30,59 12,14 6,79 *1.68 41,55 34,12 343,85  2982,62 *2.58 538,9
MC-CTL2 *BA7.86 33,17 18,64 8,08 *1.68 38,82 37,82 3874 *3292.17 *342 547,31
MC-CTL3 *2549.65 OOR< 15,5 4,78 OOR < 15,23 55,48 2096,93 639,99 *3.14 1301,27
MC-CTL3 *2466.06 OOR< 8,46 4,78 *0.78 27,26 31,94 2370,56 694,72 *3.14 1337,58

Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

Os ensaios multiplex baseados em esferas alimentados pela tecnologia
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Luminex multi-analyte profiling (XMAP) sdo usados para medir concentracdes de
varios analitos, anticorpos, quimiocinas, citocinas ou outras proteinas,
simultaneamente, e tem ganhado mercado de forma progressiva baseado
principalmente na economia de analitos (sd@o usados de 1 a 5 microlitros de
amostras) e da maior facilidade de ensaios multiplos (57,58).

Diante da constatacdo das inconsisténcias identificadas no método utilizado
analisamos 0 nimero de parametros, entre as 21 determinacdes de amostras reais,
para referendarmos ou ndo o uso desta metodologia para analise de citocinas e
fatores de crescimento em meio de cultura. Os pardmetros mais estaveis para esta
plataforma de determinacdo foram IFNy e IL2. A andlise de dados gerados por
ensaios multiplex pode ser complexa devido a quantidade de informacdes obtidas
simultaneamente para multiplos marcadores, mas esses ensaios podem apresentar
limitacGes de sensibilidade e especificidade em comparacdo com 0s ensaios
individuais de cada marcador. Isso pode afetar a capacidade de detectar quantidades
muito baixas ou muito altas de biomarcadores nos meios condicionados.

Conforme os resultados da Tabela 1, as dosagens dos fatores dos meios
condicionados produzidos pelas células-tronco limbicas sdo maiores do que 0s
outros meios condicionados, apesar de ter alguns valores abaixo da curva padrao.
Considerando que o olho é um ambiente naturalmente hipéxico em comparacao aos
outros tecidos devido a alta demanda metabodlica e baixa vascularizagdo, pode-se
sugerir que ao cultivar as células-tronco limbicas em um ambiente com maior
oxigenacdo, pode representar um tipo de estresse para as células, podendo

influenciar no aumento na secrecao de fatores e citocinas (59).

Tabela 2: Percentual de inconsisténcias identificadas na andlise de diferentes
fatores de crescimento, em meio de cultura, utilizando a plataforma Luminex™

MCP1  FGF  IFNy IL-la -1 IL-1IRA - IL-6 IL-8 TNFo,  VEGF
2
N de anali- 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
ses (amos-
tras)
NO de flags/ 9 5 0 12 18 9 0 6 3 18 3
alertas do

equipamento
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9% de amos- 42,85 23,8 0 5714 8571 4285 0 2857 14,28 8571 14,28
tras com

problemas
Fonte: Arquivo Pessoal, 2023.

Os problemas identificados neste trabalho corroboram aqueles reportados
por alguns autores tais como: inconsisténcias dentro de uma solugdo de curva
padrdo pré-misturada; “cauda” de amostras em certas diluigdes de uma curva
padrdo; amostras frequentemente fora da curva padrdo. As curvas padrdo foram
produzidas usando os padrdes liofilizados pré-misturados contidos nos kits de
arranjo de esferas de citocinas Th1/Th2. As amostras frequentes fora da curva
padrdo podem ser devido a ndo coleta do MC no seu melhor momento ou o tipo de
preservacdo do MC pode ter favorecido a degradagéo de citocinas ou em determina
situacdo, a célula-tronco ndo produz a citocina ou 0 método de dosagem precisa ser
refinado para capturar as concentracfes mais baixas da citocina.

Quando o namero de flag é abaixo de 20%, o resultado pode ser considerado
consistente. Pode-se considerar os resultados dos marcadores IFNY, IL2, IL-8 e

VEGF. Enquanto os outros marcadores, deveréo ser reavaliados.

5. 5 Desenvolvimento do Software

Em paralelo, deu-se o desenvolvimento do site para o registro e administra-
¢ao do banco de células do Laboratorio em colaboracdo com a UFSCAR curso de
ciéncia da computacdo da unidade de Sorocaba. Optou-se pelo formato de site pois
é um formato aceito em qualquer aparelho, sendo possivel utilizad-lo em computa-
dores, celulares Android e celulares 10S. O fato de ter sido desenvolvido na plata-
forma hospedeira do Google torna esse servico confiavel e seguro, sendo que difi-
cilmente tera algum problema de queda por exemplo.

Trata-se do que ¢ denominado “sub-servigos” do Google oferecidos na ver-
sdo bésica, que possui limitacbes de capacidade, e a versdo "paga sob demanda”.

Tendo em vista a limitacdo de recursos optou-se inicialmente pela versao gratuita,
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mas havendo a possibilidade de migrar para o outro sistema, sob demanda. As in-
formacOes sobre os planos pagos estdo disponiveis no link: https:/firebase.goo-
gle.com/pricing. O uso gratuito esta incluso no plano pago, portanto s6 seria co-
brado algum valor a partir do momento que a cota gratuita é excedida, por isso 0
nome "sob demanda”. E os valores tendem a ser baixos, caso o excedido também
seja pequeno.

O site estd hospedado com um dominio oferecido gratuitamente pelo Fire-
base, portanto ndo tem muitas op¢bes para modificar o endereco web. O endereco
do site ficou como: bancocelulas.web.app (sem o www). Para acessa-lo é necessario
ter uma conta do Google vinculada para se utilizar o Firebase. Diante disto foi cri-
ada i uma conta nova s para esta finalidade. A conta pode ser acessada pelo Email:
bancocelulas@gmail.com e senha disponibilizada de forma privada.

Ao entrar no site pela primeira vez, é necessario se cadastrar. Esse cadastro
pede nome, email, senha (senha fixa fornecida de forma privada) e uma senha
especial para o cadastro do usuario. Essa senha fixa pode ser mudada no painel do
Realtime Database do Firebase. L4 existe uma chave e um valor, chamado de Senha
Cadastro e o valor atual é privado (informacgdo dada aos gestores). Para mudar, € s6
alterar a senha mantendo as aspas. Como por exemplo, laboratorio2021".

Portanto, para cada pessoa da confianca do gestor, que comecara a utilizar o
sistema, é necessario ter em méaos esta senha fixa e o site a ela, para que proceda seu
cadastramento. Ap0s o cadastro, o usuario tera acesso a tela principal podendo es-
colher entre pesquisar célula, pesquisar em uma gaveta, inserir uma célula ou remo-
ver uma célula. Tem também um bot&o para fazer o logout.

Na tela de pesquisar célula, o usuario pode informar qualquer um dos para-
metros da pesquisa, ou mais de um. Na tela de navegar pelas gavetas, o usuario deve
informar o container, o rack e a gaveta que deseja pesquisar. Na tela de inserir cé-
lula, o usuério deve informar todos os campos. Na tela de remover célula, o usuario
também deve informar todos 0s campos. Sempre que inserir ou remover, 0 banco
de dados guardara um registro da Gltima alteracdo, com o nome da pessoa que rea-

lizou a alteracdo, a data e a célula anterior.
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A célula anterior sera guardada apenas na remocdo. Para substituir uma cé-
lula, é necessario primeiro deletar a célula e depois inserir uma nova célula na
mesma posicdo. Caso 0 nome de determinada célula esteja em branco, significa que
alguém removeu a célula que estava ali e restou o registro da ultima alteracdo. As
células removidas aparecerdo na pesquisa pela gaveta e na pesquisa por célula, sob
0s pardmetros de data e por nome de usudrio, que modificou por ultimo. Caso uma
posicao vazia tenha sido ocupada previamente por alguma outra célula, existird um
registro da ultima célula. Nesse caso, existiam duas abordagens: 1) Ao adicionar
nessa posicdo, € possivel manter o registro da Gltima célula valida (ndo nula) na
posicdo ou 2) Ao adicionar nessa posicao, é possivel manter o registro de que a
ultima célula na posicdo era nula. Decidiu-se pela segunda abordagem, mas é pos-
sivel mudar para a primeira sem grandes problemas.

O registro da ultima célula na posicdo serve para saber 0 que estava
ocupando aquela posic¢do por ultimo, como forma de manter um controle maior
sobre as operagdes.

O desenvolvimento do site estd em fase de registro na Agéncia Inovadora da

UNESP e, futuramente, podera ser compartilhado com institui¢cGes parceiras.

6 Conclusfes

No projeto, obteve-se o0s meios condicionados de celulas-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo, de corddo umbilical, de polpa dentaria
e limbica. Em relacdo a caracterizacdo laboratorial do MC de CTM, pode-se afirmar
que as concentracdes de e MCP-P1, FGF, IL1-a, IL1-RA, IL2, IL6, IL8, TNF-a ¢
VEGF foram muito maiores em MC de células-tronco limbicas quando comparado
com os outros meios produzidos. Pela baixa porcentagem de numero de flags, pode-
se considerar os resultados dos marcadores IFNY, IL2, IL-8 e VEGF, enguanto o
restante devera ser reavaliado, mas acredita-se que o meio condicionado tenha
potencial para tratamento da DOS pelas células produzirem fatores de crescimento
e citocinas que estimulam regeneracéo de diferentes tecidos.

Em paralelo ao projeto, foi desenvolvido um site para registro e
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gerenciamento do banco de células do Laboratério de Engenharia Celular cuja
validagdo esta em curso e seu registro junto a Agéncia de Inovagdo da UNESP.
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