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RESUMO

A engenharia tecidual envolve tipicamente trés componentes principais, 0s quais sdo
denominados de pilares da engenharia tecidual: células responsivas (ex. células
tronco), scaffolds e moléculas sinalizadoras (tais como proteinas e fatores de
crescimento). Os scaffolds sdo estruturas tridimensionais que proporcionam um
suporte para as células e servem de guia para a colonizacdo, proliferacdo e
diferenciac@o celular. Nos ultimos anos, polimeros sintéticos e naturais, vém sendo
investigados como biomateriais para ampla gama de aplicacbes, incluindo
regeneracao tecidual e engenharia de tecidos. No entanto, biomateriais nacionais,
para as mais variadas aplicacfes, ndo sao disponiveis, levando a dependéncia de
tecnologia externa e fazendo com que um mercado em ampla expansdo seja
desprestigiado no cenario nacional. Neste sentido, o presente estudo tem por
objetivo desenvolver e caracterizar um novo scaffold injetavel proveniente da alga
rodoficea Gigartina skottsbergii encontrada no continente latino americano, o qual
juntamente com os seus bioprodutos possa ser empregado em engenharia tecidual
e terapia celular, com aplicacao inicial na area médica. Para tanto, foi sintetizado e
processado um gel a partir da alga G. Skottsbergii, 0 qual foi analisado e testado
como um novo scaffold. Assim, foi avaliada a viabilidade e capacidade de adesao
celular do scaffold, utilizando-se o ensaio colorimétrico de WST-1 e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), frente a uma linhagem celular imortalizada de
fibroblastos embrionarios de rato (NIH/3T3). A avaliacdo dos dados foi realizada
utilizando a Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Tukey
com nivel de significancia de p<0,05. Neste sentindo, foi possivel observar a
estrutura tridimensional da alga marinha, assim como o comportamento das células
NIH/3T3 frente a esta estrutura. Observa-se que as células encontram-se em grande
guantidade e fortemente aderidas a estrutura da alga, mantendo uma morfologia
alongada e com prolongamentos. Com relacdo a avaliacdo da estrutura
tridimensional do hidrogel proveniente da alga G. Skottsbergii e a morfologia das
células NIH/3T3 semeadas sobre este, foram ser observadas grandes areas para a
adeséao celular, onde sédo visualizadas estruturas laminares e filamentares que se
interconectam, aderido a esta estrutura é possivel observar células NIH/3T3 com
morfologia alongada e prolongamentos. Alem disso, observou-se que houve uma
maior viabilidade celular no grupo que continha uma diluicio de 1/4 do gel
proveniente da alga G. Skottsbergii com 5 horas e cultivo e com 48 horas de cultivo.

Palavras-chave: carragenina, hidrogel injetavel, Gigartina skottsbergii



ABSTRACT

Tissue engineering typically involves three major components, which are termed
tissue engineering pillars: responsive cells (stem cells), scaffolds and signaling
molecules (such as proteins and growth factors). Scaffolds are three-dimensional
structures that provide cell support and serve as a guide for cell colonization,
proliferation and differentiation. In recent years, synthetic and natural polymers have
been investigated as biomaterials for a wide range of applications, including tissue
regeneration and tissue engineering. However, national biomaterials, for the most
varied applications, are not available, leading to dependence on external technology
and causing an expanding market to be discredited on the national scene. In this
sense, the present study aims to develop and characterize a new injectable scaffold
from Gigartina skottsbergii algae found in the Latin American continent, which
together with its bioproducts can be used in tissue engineering and cell therapy, with
initial application in the medical area. To do so, a gel was synthesized and processed
from G. Skottsbergii, which was analyzed and tested as a new scaffold. Thus, the
viability and cell adhesion capacity of the scaffold were evaluated using the WST-1
colorimetric assay, and scanning electron microscopy (SEM), against an
immortalized mouse embryonic fibroblast (NIH/3T3) cell line. Data evaluation was
performed using the two-way ANOVA followed by the Tukey test with a significance
level of p <0.05. In this sense, it is possible to observe the three-dimensional
structure of the G. skottsbergii algae, as well as the NIH/3T3 cells in this structure. It
is observed that the cells are in great quantity and strongly adhered to the algae
structure, maintaining an elongated morphology and with extensions. In relation to
the evaluation of the three-dimensional structure of the hydrogel from the G.
Skottsbergii algae and the morphology of the NIH/3T3 cells seeded on it, large areas
can be observed for the cellular adhesion, and laminar and filamentar structures that
interconnect are seen, adhered to this structure it is possible to observe NIH/3T3
cells with elongated morphology and extensions. Also, it is observed that there was a
greater cell viability in the group containing a 1/4 dilution of the gel from the G.
Skottsbergii algae with 5 hours and culture and also with 48 hours of culture.

Keywords: carrageenan, injectable hydrogel, Gigartina skottsbergii
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APRESENTACAO

O presente trabalho é apresentado como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre no Programa de Pdés-Graduacdo em Saude e Comportamento
(PPGSC). O mesmo encontra-se divido em trés partes, sendo elas: o projeto
intitulado: “Engenharia Tecidual: Desenvolvimento de um novo scaffold injetavel para
a aplicacao na area da saude”, o artigo: “Development of a New Injectable Scaffold
for Application in Health”, e as consideragbes finais. O projeto esta formatado
segundo as normas da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

O trabalho seguiu 0 modelo de dissertacdo indicado pelo PPGSC. A primeira
parte do mesmo estd subdividida em Identificacdo; Introducdo; Objetivos;
Justificativa; Estratégia de Busca; Revisdo de Literatura; Metodologia, e Referéncias.
A segunda parte consiste no artigo produzido, o qual refere-se ao desenvolvimento
de um scaffold a partir da alga marinha Gigartina skottsbergii, a invencéo agrega em
um unico gel diversas caracteristicas capazes de aumentar a adesao e diferenciacéo
celular, o qual juntamente com o0s seus bioprodutos possa ser empregado em
engenharia tecidual e terapia celular; com aplicagéo inicial tanto na area industrial
como na area medica com baixo custo com vistas a abastecer o mercado nacional e
internacional. Na terceira parte da dissertacdo estdo as consideracfes finais, as

quais buscam compilar os principais resultados do estudo.
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2. INTRODUCAO

Desde o seu surgimento, a engenharia tecidual tem evoluido continuamente
com o objetivo de desenvolver substitutos biolégicos para restaurar, substituir ou
regenerar tecidos defeituosos (CHAN & LEONG, 2008). A engenharia tecidual
envolve tipicamente trés componentes principais, 0s quais sdo denominados de
pilares da engenharia tecidual: células responsivas; scaffolds, que podem ser
naturais ou sintéticos, para proporcionar uma plataforma para funcéo celular, adeséo
e transplante; e moléculas sinalizadoras, tais como proteinas e fatores de
crescimento derivados das fungdes celulares de interesse (NEDEL et al, 2009).

As células-tronco possuem diferentes aplicagcdes que tém permitido uma
constante evolucdo na area da saude, com estudos nas areas de terapia celular e
engenharia tecidual. Elas podem ser comumente definidas como clonogénicas, as
quais possuem capacidade de auto-renovacdo e diferenciacdo (NEDEL et al,
2009;18). As células-tronco adultas, ou mesenquimais, possuem alta capacidade de
migracdo e diferenciacdo, podendo contribuir com o tratamento de lesdes ou
doencas, favorecendo a regeneracdo tecidual (GRONTHOS et al, 2002). Nesse
contexto, as células-tronco adultas sdo consideradas uma abordagem viavel para a
pratica clinica. Atualmente, essas células tém sido obtidas do tecido pulpar de
dentes permanentes e deciduos, sendo denominadas células-tronco de polpa dental
de dentes permanentes (DPSCs) (GRONTHOS et al, 2000) e células tronco de
polpa dental de dentes deciduos exfoliados (SHEDs) (MIURA et al, 2003). Desta
forma, isso indica que a odontologia é a area da saude com maior possibilidade de
aplicacdes da engenharia tecidual e terapia (NEDEL et al, 2009).

Os biomateriais desempenham um papel importante no avan¢o do campo da
engenharia tecidual e podem servir como scaffold projetado para substituir, reparar e
manter estruturas de 6rgéos (PATEL & FISHER, 2008). Os scaffolds sdo estruturas
tridimensionais que proporcionam um suporte e servem de guia para a colonizacao,
proliferacdo e diferenciacéo celular, sendo capaz também de fornecer um conjunto
variado de sinais fisiolégicos para os tecidos em desenvolvimento (DEMARCO et al,
2010; ZHU, 2010). Portanto, os scaffolds exercem as fungbes estruturais e
bioquimicas da matriz extracelular (MEC) nativa até o momento em que as células

sejam capazes de produzir a sua propria matriz de suporte (WOO et al, 2007).
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Além do desenvolvimento de novos e promissores scaffolds, pesquisadores
tem buscado identificar diferentes componentes naturais que possam servir como
sitios de ancoragem celular e que simultaneamente participem ou conduzam
processos de sinalizacdo para as células, permitindo assim, que estas migrem,
proliferem e se diferenciem (DEMARCO et al, 2010; ANDRIANI et al, 2000;
CREVENSTEN et al, 2004; SYKOVA et al, 2006). Considerando-se que as células-
tronco sdo capazes de proliferar, se auto-renovar e diferenciar em multiplas
linhagens, tem sido considerado que estas podem ser altamente induzidas por
componentes naturais (SUMITA et al, 2006). Nesse contexto, percebe-se que os
avancos da engenharia tecidual tém possibilitado uma grande evolug¢do na &rea da
saude, principalmente aliando-se com uso de células-tronco (NEDEL et al, 2009).

Nos ultimos anos, materiais poliméricos sintéticos e naturais, vém sendo
investigados como biomateriais. No entanto, ndo existem hoje no mercado brasileiro
polimeros biodegradaveis disponiveis para a utilizacdo em processos biolégicos
aplicados a area da saude, como sistemas para a confeccdo de scaffolds para
engenharia tecidual e scaffolds injetaveis para diversas aplicacdes biologicas e
regenerativas (DEMARCO et al, 2010). Os materiais atualmente disponiveis séo
advindos de importacéo, representando custo elevado e dependéncia de tecnologia
externa. Um dos fatores limitantes em tornar a engenharia tecidual factivel em
termos clinicos € a producdo de insumos de menor custo, principalmente de
biomateriais. Assim, ha uma dependéncia de tecnologia externa fazendo com que
um mercado em ampla expansao seja desprestigiado e restringido no cenario
nacional.

Durante a Ultima década, scaffolds de hidrogel injetaveis tém recebido uma
atencdo consideravel devido a sua composic¢ao original e semelhancas estruturais
com a MEC natural, além de seu quadro desejavel para a proliferacdo e
sobrevivéncia celular (EL-SHERBINY & YACOUB, 2013). A natureza injetavel dos
hidrogéis fornece a caracteristica atrativa da distribuicdo celular facil e homogénea
dentro de qualquer defeito de tamanho ou forma antes da gelificacdo (NUTTELMAN
et al, 1998).

Nesse sentido, as algas marinhas tém sido consideradas promissoras em
diversas areas, visto que possuem diversos componentes com potencial
aplicabilidade, sendo estes: pigmentos naturais, minerais essenciais, vitaminas,

lipidios, enzimas e polissacarideos (MOHAMED et al, 2012). Com relacéo a area da
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saude, diversos estudos vém mostrando sua aplicacdo em relacdo a propriedades
antivirais, antialérgicas, anticancerigenas, antiinflamatoria, e antioxidante (TSAI &
SUN, 2012).

O uso de polissacarideos como sistemas de suporte para a formacao de
tecidos revela uma tendéncia crescente no campo biomédico, onde o0s
polissacarideos originados de algas marinhas, como a carragenina, desempenham
papéis importantes em aplicacdes biomédicas (POPA et al, 2014). As carrageninas
sdo compostos dependentes da temperatura, sendo solUveis em gel a temperaturas
entre 30 e 40 °C, abrindo assim perspectivas para desenvolver sistemas de hidrogel
a temperatura corporal (NUNEZ-SANTIAGO et al, 2011).

Nesse sentido, estudos vém relatando os sistemas de carragenina
sintetizados pelas fases nucleares da alga Gigartina skottsbergii, uma alga marinha
rodoficea (MATULEWICZ et al, 1989; MATULEWICZ et al, 1990). No entanto, as
caracteristicas e as propriedades especificas desde hidrogel derivado de G.
skottsbergii quanto ao seu potencial de regeneragéo ainda nao foram exploradas.

Assim, tento em vista as diversas propriedades terapéuticas desta alga, e
sabendo da capacidade de gelificacdo da carragenina e formacdo de hidrogel,
estudos preliminares do nosso grupo de pesquisa relevaram que a G. skottsbergii
guando embebida em meio aquoso possui a capacidade de liberar um componente
viscoso, condizente com uma consisténcia em gel, permitindo vislumbrar aspectos
interessantes no sentido de possuir potencial capacidade como scaffold injetavel

para a engenharia tecidual na area da saude.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente estudo tem por objetivo desenvolver e caracterizar um novo
scaffold injetavel proveniente da alga rodoficea Gigartina skottsbergii, encontrada no
continente latino americano, o qual juntamente com 0s seus bioprodutos, possa ser
empregado em engenharia tecidual e terapia celular, com aplicacao inicial na area

medica e industrial.

3.2 Especificos

- Sintetizar e processar um novo scaffold injetavel a partir da alga marinha G.
skottsbergii para aplicacao na area de engenharia tecidual e terapia celular;

- Avaliar a viabilidade celular do scaffold, utilizando-se os ensaios de
viabilidade celular MTT ((brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5- difeniltetrazélio)),
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) e Live/Dead, frente a uma linhagem celular
imortalizada de fibroblastos embrionarios de rato (NIH/3T3), e a duas linhagens de
células-tronco pulpares, sendo uma proveniente de dentes descidos (SHEDSs) e
outro de dentes permanentes (DPSCs);

- Determinar a microestrutura do scaffold injetavel por meio de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV);

- Determinar a adesao celular dos trés tipos celulares (NIH/3T3; SHEDs e
DPSCs) ao scaffold utilizando-se Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), o
ensaio de viabilidade celular DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) e o ensaio de
viabilidade celular Live/Dead;

- Caracterizar o scaffold injetavel quanto a seus aspectos quimicos.

- Realizar o deposito do novo scaffold na plataforma do Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI).
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4. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, materiais poliméricos sintéticos e naturais, vém sendo
investigados como biomateriais. No entanto, ndo existem hoje no mercado brasileiro
polimeros biodegradaveis disponiveis para a utilizacdo em processos biolégicos
aplicados a area da saude, como sistemas para a confeccdo de scaffolds para
engenharia tecidual e scaffolds injetaveis para diversas aplicacfes bioldgicas e
regenerativas (DEMARCO et al, 2010). Os materiais atualmente disponiveis sao
advindos de importacéo, representando custo elevado e dependéncia de tecnologia
externa. Um dos fatores limitantes em tornar da engenharia tecidual factivel em
termos clinicos é a producdo de insumos de menor custo, principalmente de
biomateriais. Assim, ha uma dependéncia de tecnologia externa fazendo com que
um mercado em ampla expansao seja desprestigiado no cenario nacional.

O uso de polissacarideos como sistemas de suporte para a formacdo de
tecidos revela uma tendéncia crescente no campo biomédico, onde o0s
polissacarideos de origem das algas marinhas, como a carragenina, desempenham
papéis importantes em aplicacdes biomédicas (POPA et al, 2014). A presenca de
grupos sulfato na sua estrutura e a afinidade quimica com os glicosaminoglicanos de
mamiferos possui papel chave na atividade antiviral, anticoagulante, antioxidante e
anticancerigena desses polissacarideos (VERA et ao, 2014). As carrageninas sao
compostos com comportamento de solubilidade termo-responsivo, sendo soluveis
em gel a temperaturas corporais, o que abre perspectivas para desenvolver
sistemas de hidrogel (NUNEZ-SANTIAGO et al, 2011).

Nesse sentido, estudos vém relatando o0s sistemas de carragenina
sintetizados pela alga Gigartina skottsbergii (MATULEWICZ et al, 1989;
MATULEWICZ et al, 1990). Esta alga ja possui potenciais propriedades terapéuticas
contra patologias e doencas neurodegenerativas, promovidos pela sua capacidade e
desempenho anti-inflamatério e imunomodulatério (LORENTE-CEBRIAN et al,
2015), e também por apresentar uma atividade de carater antioxidante
(PALANISWAMY et al, 2004). Ja a sua por¢cdo polissacaridica de carragenina vem
sendo estudada com aplicacbes antivirais (CARLUCCI et al, 1999; PUJOL et al,
2006).

No entanto, as caracteristicas e propriedades especificas desde hidrogel
derivado de G. skottsbergii quanto ao seu potencial de regeneragéo ainda nao foram

explorados. Assim, tento em vista as diversas propriedades terapéuticas desta alga,
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e sabendo da capacidade de gelificacdo da carragenina e formacgéo de hidrogel, é
possivel vislumbrar aspectos interessantes no sentido dos objetivos deste projeto
onde a alga G. skottsbergii mostra possuir potencial capacidade como scaffold

injetavel para a engenharia tecidual na area da saude.
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5. ESTRATEGIAS DE BUSCA

5.1 Descritores

Para a realizacdo da busca bibliografica de trabalhos na area do presente
projeto, utilizou-se a base de dados National Library of Medicine National Institutes
of Health (PubMed), utilizando-se os seguintes descritores: tissue scaffolds, tissue
engineering, hydrogel, natural tissue scaffolds, stem cells, adult stem cells, cell
therapy, dental pulp, red algae e Gigartina skottsbergii.

5.2. Artigos encontrados

A busca através dos descritores utilizados proporcionou um total de 8.070
artigos na base de dados PubMed. Do total de 8.070 artigos encontrados foram
selecionados 130 artigos apds um refinamento na buscam de acordo com a

especificidade e objetividade do estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Busca bibliogréfica realizada na base de dados PubMed.

Descritores Total de Artigos

Artigos  Selecionados

Tissue Engineering AND Tissue Scaffolds 6.495 25
Natural Tissue Scaffolds AND Adult Stem Cells 642 21
Hydrogel AND Tissue Scaffolds 305 32
Adult Stem Cells AND Cell Therapy AND Tissue Scaffolds 594 26
Dental Pulp AND Stem Cells AND Cell Therapy 17 14
Gigartina skottsbergii 17 12

Gigartina skottsbergii AND Tissue Engineering 0
Gigartina skottsbergii AND Tissue Scaffolds 0
Gigartina skottsbergii AND Hydrogel 0
Gigartina skottsbergii AND Stem Cells 0
Total 8.070 130

5.3. Patentes Encontradas

A busca através dos descritores utilizados proporcionou um total de 121
registros de patentes nas bases de dados do Instituto Nacional de Propriedade
Industrial — INPI (Tabela 2), United States Patent and Trademark Office - USPTO
(Tabela 3), The European Patent Office - EPO (Tabela 4) e Canadian Intellectual

Property Office - CIPO (Tabela 5). Apesar do numero de registros encontrados, nao
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foi identificada nenhuma patente que reuna todas as caracteristicas da patente
proposta nesta dissertacgéo.

Tabela 2. Busca de registros de patentes realizada na base de dados do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI).

Descritores Total de Registros

o

Gigartina skottsbergii

Alga marinha

Cuero de chancho

Gigartina skottsbergii AND cuero de chancho
Roja luga

Gigartina skottsbergii AND roja luga
Gigartina skottsbergii AND hidrogel
Gigartina skottsbergii AND scaffold
Gigartina skottsbergii AND fracéo Lipidica
Alga marinha AND hidrogel

Alga marinha AND scaffold

Total

~N O O O O O O o o o N

Tabela 3. Busca de registros de patentes realizada na base de dados do United States Patent and
Trademark Office (USPTO).

Descritores Total de Registros

Gigartina skottsbergii 22
Gigartina skottsbergii AND sea algae

Cuero de chancho

Gigartina skottsbergii AND cuero de chancho

Gigartina skottsbergii OR cuero de chancho 22
Roja luga

Gigartina skottsbergii AND roja luga

Gigartina skottsbergii OR roja luga 22
Gigartina skottsbergii AND hydrogel

Gigartina skottsbergii AND scaffold

Gigartina skottsbergii AND lipid fraction

Sea algae AND hydrogel 24
Sea algae AND scaffold 16
Total 109
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Tabela 4. Busca de registros de patentes realizada na base de dados do The European Patent Office
(EPO).

Descritores Total de Registros

o

Gigartina skottsbergii

Gigartina skottsbergii AND sea algae
Cuero de chancho

Gigartina skottsbergii AND cuero de chancho
Roja luga

Gigartina skottsbergii AND roja luga
Gigartina skottsbergii AND hydrogel
Gigartina skottsbergii AND scaffold
Gigartina skottsbergii AND lipid fraction
Sea algae AND hydrogel

Sea algae AND scaffold

Total

© O O O O o o o o o o

Tabela 5. Busca de registros de patentes realizada na base de dados do Canadian Intellectual
Property Office (CIPO).

Descritores Total de Registros

Gigartina skottsbergii

Algae Gigartina skottsbergii

Cuero de chancho

Gigartina skottsbergii AND cuero de chancho
Gigartina skottsbergii OR cuero de chancho
Roja luga

Gigartina skottsbergii AND roja luga
Gigartina skottsbergii OR roja luga
Gigartina skottsbergii AND hydrogel
Gigartina skottsbergii AND scaffold
Gigartina skottsbergii AND lipid fraction
Sea algae AND hydrogel

Sea algae AND scaffold

Total

g9 »r O O O O P B O O Fr O O Bk
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6. REVISAO DE LITERATURA

6.1 Engenharia Tecidual

Atualmente, um grande e importante problema de saude publica é a faléncia
de tecidos e 6rgdos em fungdo de injurias ou outros tipos de danos. Quando isso
ocorre, existem diferentes possibilidades de tratamento, como transplantes, reparos
cirdrgicos, proéteses artificiais, dispositivos mecanicos e terapias medicamentosas.
Entretanto nem sempre esses tratamentos sao eficazes, podendo ter, em alguns
casos, efeitos colaterais ou mesmo nao ter um potencial de reparo nem de
recuperacdo em longo prazo (LANGER & VACANTI, 1993).

Nesse sentido, surge nos anos de 1980 a engenharia tecidual apresentando-
se como uma possivel alternativa, tendo como objetivo desenvolver substitutos
biolégicos para restaurar, substituir ou regenerar tecidos (CHAN & LEONG, 2008).
Assim, esta vem emergindo como uma alternativa ou como uma solugéo
complementar, onde o tratamento € abordado através da implantacdo de tecidos e
orgaos naturais que mimetizem ou que desenvolvam gradualmente a funcionalidade
da estrutura perdida (VACANTI & LANGER, 1999; LANGER, 2000).

Com a evolugdo acerca dos conhecimentos da engenharia tecidual foi
estabelecido que ela envolve tipicamente trés componentes principais, como
ilustrado na Figura 1, os quais sao denominados de Pilares da Engenharia Tecidual
(NEDEL et al, 2009). Sao estes: células selecionadas e isoladas (células
progenitoras ou células tronco de diferentes origens); scaffolds, que podem ser
naturais ou sintéticos, para proporcionar uma plataforma para a funcdo celular,
adesdo e transplante; e moléculas sinalizadoras, tais como proteinas e fatores de
crescimento derivados das funcdes celulares de interesse. Além disso, em muitas
abordagens de engenharia tecidual pode se fazer necesséario a utilizacdo de
biorreatores que suportem um ambiente biologicamente ativo para a expansao de
células e diferenciacdo (LANGER & VACANTI, 1993; NEDEL et al, 2009; EL-
SHERBINY & YACOUB, 2013).

No entanto, existe ainda a necessidade de uma rede vascular no tecido,
formado a partir da engenharia tecidual, o qual auxilia no processo de
desenvolvimento do sitio de reparo. A vascularizacdo fornece as células Oz e
nutrientes, e excrecdo de CO2, permitindo a sobrevivéncia, funcionalidade,

organizacao estrutural e integracao entre o tecido formado e o tecido circundante no
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sitio de reparo (NEDEL et al, 2009). A grande maioria dos tecidos do organismo
depende de um sistema de vasos sanguineos ramificados, onde somente em alguns
tecidos como a pele, a cartlagem e a coérnea, podem ser suplementados com
nutrientes e oxigénio provenientes de uma rede de vasos sanguineos proximos por
meio da difusdo, justificando, assim, o sucesso da engenharia tecidual nas areas de
reconstrucao de pele e cartilagem (NEDEL et al, 2009).
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Figura 1. Triade da Engenharia Tecidual. Os trés componentes da engenharia de tecidos séo:
scaffolds, células com capacidade de resposta e moléculas sinalizadoras. Além disso, a angiogénese
desempenha um papel importante na engenharia tecidual sendo necesséaria para a maioria dos
tecidos, pois a auséncia do aporte sanguineo adequado pode desencadear a morte celular, levando a
falha da implantacéo tecidual do tecido bioengenherado. (Fonte: Nedel, 2009).

Os tecidos ou 6rgdos podem ser potencialmente desenvolvidos através de
uma série de abordagens, a abordagem mais comum (Figura 2) envolve: 1 -
Isolamento de células de tecidos especificos do paciente, por meio de uma pequena
biépsia. 2 - Cultivo e expanséao in vitro das células isoladas. 3 e 4 - Células sao
semeadas e expandidas em scaffolds tridimensionais que imitam a matriz

extracelular (MEC) nativa dos tecidos alvos, exercendo as fung¢des estruturais e
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bioguimicas até o momento em que as células sejam capazes de produzir a sua
prépria matriz de suporte. 5 - Os scaffolds carregados de células séo
subsequentemente transplantados para o paciente, através de injecédo direta com o
auxilio de uma agulha ou outra técnica de entrega minimamente invasiva, ou por
meio de implantacdo de tecido bioengenherado no local desejado atraves de um
procedimento cirargico (LEE & MOONEY, 2001).
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Figura 2. llustragdo esquemética das abordagens de engenharia de tecidos mais comuns.
Células de tecidos especificos sdo isoladas a partir de uma pequena biépsia do paciente, expandidas
in vitro, semeadas em um scaffold bem concebido e transplantadas para o paciente. Onde: 1)
Isolamento de células de tecidos especificos do paciente, por meio de uma pequena bidpsia. 2)
Cultivo e expanséo in vitro das células isoladas. 3 e 4) Células sdo semeadas e expandidas em
scaffolds tridimensionais que imitam a matriz extracelular (MEC) nativa dos tecidos alvos, exercendo
as fungfes estruturais e bioquimicas até o momento em que as células sejam capazes de produzir a
sua propria matriz de suporte. 5) Os scaffolds carregados de células sdo subsequentemente
transplantados para o paciente, através de injecao direta com o0 auxilio de uma agulha ou outra
técnica de entrega minimamente invasiva, ou por meio de implantagdo de tecido bioengenherado no
local desejado através de um procedimento cirdrgico. (Fonte: El-Sherbiny & Yacoub, 2013).
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Os biomateriais desempenham um papel importante no avango do campo da
engenharia tecidual e resultam da unido de diferentes areas do conhecimento, tais
como o da saude, dos materiais e da engenharia (PATEL & FISHER, 2008). Desta
forma, sdo considerados como materiais utilizados para substituir parte de um
sistema vivo ou para funcionar em intimo contato com tecido vivo (LANGER &
TIRRELL, 2004). Nesse sentido, 0s biomateriais podem servir como scaffold
projetado para substituir, reparar e manter tecidos ou 6rgaos, com uma variedade de

aplicacdes em engenharia tecidual.

6.2 Células-Tronco

Atualmente, a area da saude, em especial a que engloba abordagens como a
terapia celular, a biologia molecular e a engenharia tecidual, tém investido em
estudos com células-tronco devido ao seu potencial terapéutico. Estas células
possuem uma ampla gama de aplicacdes, 0 que tem permitido uma constante
evolucdo na area pré-clinica e consequentemente na area clinica e de saude publica
(LIU et al, 2016; MENASCHE & VANNEAUX, 2016; ZHANG et al, 2016). As células-
tronco sdo definidas cientificamente como sendo clonogénicas, as quais possuem
um grande potencial de auto-renovacao, isto €, com capacidade de gerar uma cépia
idéntica a si mesma; e diferenciacdo em multiplas linhagens celulares (D’ALQUINO
et al, 2009; NEDEL et al, 2009). Estas propriedades, por sua vez, vém instigando a
comunidade cientifica a investir em estudos relacionados a regeneracao tecidual
(LIU et al, 2016), a processos inflamatoérios (SEO & JUNG, 2016), a tratamentos
ortopédicos (KHAN et al, 2012) e a doencas autoimunes (ARRUDA et al, 2016).

As células-tronco possuem diferentes classificacdes (Figura 3), podendo ser: -
Totipotentes, aquelas que sédo capazes de diferenciarem-se em todos os 216 tecidos
que formam o corpo humano (FORTIER, 2005); - Pluripotentes ou Multipotentes,
aguelas células capazes de diferenciar-se em quase todos os tecidos humanos, com
excecao da placenta e anexos embrionarios (FISCHBACH & FISCHBACH, 2004); -
Oligotentes, aquelas células que se diferenciam em poucos tecidos (FORTIER,
2005); - Unipotentes, aquelas células que se diferenciam em um unico tecido
(FORTIER, 2005). Além disso, as células-tronco podem ser classificadas de acordo
com a sua origem em: Embrionarias, Pluripotentes Induzidas e Adultas (TAKAHASHI
& YAMANAKA, 2006; MORGANI et al, 2013). Desta forma, torna-se essencial
conhecer cada tipo de célula-tronco a fim de justificar que, apesar das distintas



29

fontes, as células-tronco originadas da polpa dental podem mostrar-se vantajosas
quando comparadas as ceélulas-tronco de outras fontes, visto que possuem um
método de isolamento ndo invasivo e de rapida expanséo in vitro (DE MENDONGCA
COSTA et al, 2008).

| Totipotent embryonic stem cell

. . Human embryonic stem cell
Pluripotent embryonic stem cells I 4

Induced pluripotent stem cells

Endoderm line Mesoderm line Ectoderm line

Multipotent stem cells |
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Figura 3. Classificacdo das Células-Tronco. As células tronco Totipotentes sdo aquelas que sdo
capazes de diferenciarem-se em todos os 216 tecidos que formam o corpo humano. As Pluripotentes
ou Multipotentes, séo aquelas células capazes de diferenciar-se em quase todos os tecidos humanos,
com excecdo da placenta e anexos embrionarios. As Oligotentes, sdo aquelas células que se
diferenciam em poucos tecidos, e as Unipotentes, sdo aquelas células que se diferenciam em um
Unico tecido (Fonte: http://oerpub.github.io/epubjs-demo-book/content/m46036.xhtml).

As células-tronco embrionérias sao pluripotentes (CASAGRANDE et al, 2011)
€ possuem a sua origem na massa interna de blastocistos, podendo ser chamadas
dessa forma de células primitivas (MORGANI et al, 2013). Apesar de serem

consideradas ideologicamente como o melhor tipo de célula-tronco para se
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trabalhar, devido a sua capacidade de diferenciacdo pluripotente, o emprego de
células-tronco embrionarias possui obstaculos éticos, pois a sua utilizagdo acarreta
na destruicdo do blastocisto. Desta forma, as células-tronco adultas tornam-se uma
abordagem mais viavel para a pratica clinica e cientifica (NEDEL et al, 2009).

E visto dos obstaculos éticos recentemente mencionados, foram
desenvolvidas as células-tronco potencialmente induzidas, também chamadas de
IPSCs (do inglés induced pluripotent stem cells) (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006).
De forma resumida, Takahashi e Yamanaka (2006) transformaram células
diferenciadas em células semelhantes as células-tronco embrionarias, através da
insercdo de um conjunto de fatores de transcrigbes (Oct3/4, Sox2, c-Myc e KlIf4) no
genoma da célula diferenciada, os quais convertem o estado transcricional e
epigenético para um estado pluripotente (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006). No
entanto, surgiu assim outro obstaculo, limitando as aplicacdes das iPSCs, visto que
estas células possuem um alto potencial tumorigénico quando comparadas com as
células-tronco embrionarias (BAUMANN, 2013).

Por fim, as células-tronco adultas, como todas as células-tronco, podem dar
origem a tipos de células maduras que tém morfologias caracteristicas e funcdes
especializadas (ROBEY, 2000). Suas func¢des primarias sao manter o estado estavel
e funcional de uma célula, funcédo essa chamada de homeostase e, com limitacdes,
substituir as células que morrem por causa de lesdo ou doenca (HOLTZER,1978).
Além disso, as células-tronco adultas sao dispersas nos tecidos e comportam-se de
forma muito diferente, dependendo do seu local (WEISSMAN, 2000). Por exemplo,
as células-tronco hematopoéticas estdo constantemente sendo gerados na medula
0ssea, onde se diferenciam em tipos maduros de células sanguineas (DOMEN &
WEISSMAN, 1999). Idealmente, as células-tronco adultas também devem ser
clonogénicas, ou seja, uma Unica célula-tronco adulta deve ser capaz de gerar uma
linha de células geneticamente idénticas, que entdo da origem a todos os tipos
celulares diferenciados apropriados do tecido em que reside, entretanto essa
diferenciacdo € limitada em comparacdo aos outros tipos de células-tronco
(LEBLOND, 1964).

Dentre os diferentes tipos de células-tronco adultas encontram-se as células-
tronco mesenquimais, as quais possuem como origem a crista neural durante o
desenvolvimento embrionario, e tém grande capacidade de migracdo e

diferenciacdo. Mesmo apdés a morfogénese, as caracteristicas de células-tronco
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ainda podem ser encontradas em diversos tecidos, contribuindo com o tratamento
de lesBes e doencas; e favorecendo a regeneracao tecidual (MAO et al, 2006). Estas
células influenciam na morfogénese do tecido 0Osseo, cartilaginoso, muscular,
ligamentar, periodontal e dental, participando, segundo os achados de Gronthos
(2002), ativamente na formacao de praticamente todas as estruturas craniofaciais
(GRONTHOS et al, 2002). Estudos a partir do ano de 2000, identificaram que as
células-tronco mesenquimais podem ser obtidas do tecido pulpar de dentes
permanentes, sendo denominadas DPSCs (dental pulp stem cells) (GRONTHOS et
al, 2000) e deciduos, sendo denominadas SHEDs (stem cells from human exfoliated
deciduous teeth) (MIURA et al, 2003) (Figura 4), o que possibilitou um novo olhar

para aplicacGes em terapia celular e engenharia tecidual.

SHED — DPSCs
GMSCs
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Figura 4. Localizacdo das DPSCs e SHEDs. As células tronco DPSCs (células tronco da polpa
dental de dentes permanentes) e SHEDs (células tronco da polpa dental de dentes deciduos
exfoliados) estdo localizadas na polpa dental de dentes permanentes e deciduos, respectivamente.
(Fonte: Liu, 2015).

6.3 Células-Tronco Pulpares

As primeiras células-tronco pulpares a serem isoladas foram as DPSCs, ha
cerca de uma década e meia (GRONTHOS et al, 2000). Os estudos identificaram
gue as DPSCs apresentam, in vitro, uma alta frequéncia na formacéo de colbnias, e
alta taxa de proliferacdo, sendo estas, segundo os estudos, maiores que as taxas
apresentadas pelas células tronco mesenquimais da medula 6ssea (GRONTHOS et
al, 2000). Desta forma, a justificativa para a diferenca quantitativa na proliferacao
dos tipos celulares reside no fato de que os dentes usados para a obtencao das
DPSCs sdo geralmente os terceiros molares, ou seja, 0s Ultimos dentes a se
desenvolverem plenamente, possuindo assim um maior perfil de células-tronco
(GRONTHOS et al, 2000).

As perspectivas para aplicacdes terapéuticas clinicas utilizando as DPSCs

tém sido animadoras, em parte devido ao seu alto potencial osteogénico. Estudos
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focados na formacao de tecido 6sseo ao redor de implantes dentarios (ITO et al,
2011) e tratamento de reabsor¢fes 0sseas (D’ALQUINO et al, 2009) séo alguns dos
diversos exemplos que podem ser citados. Entretanto, as perspectivas do uso
destas células ndo sdo apenas para a area odontologica, visto que as DPSCs
podem também se diferenciar em células hepaticas (ISHKITIEV et al, 2010),
musculares (KARAOZ et al, 2011), adipogénicas (KARAOZ et al, 2011), neuronais
(KARAOZ et al, 2011), condrogénicas (KARAOZ et al, 2011) e em células vasculares
endoteliais (KARAOZ et al, 2011). Desta forma, as DPSCs se tornam um tipo de
célula-tronco de grande aplicabilidade e futuro na terapia celular e engenharia
tecidual.

Apenas trés anos depois de isoladas as DPSCs, houve a descoberta e
isolamento das SHEDs (MIURA et al, 2003) (Figura 4). Esta descoberta foi de
grande valia para a area clinica de terapia celular, visto que se pd6de assim obter
uma fonte celular com dentes naturalmente perdidos, sendo esta uma forma de
obtencdo minimamente invasiva (MIURA et al, 2003).

E importante ressaltar que existem diferencas com relacdo a proliferacéo
celular entre as DPSCs e as SHEDs, onde a segunda tém demonstrado um maior
potencial proliferativo (MIURA et al, 2003). Desta forma, as SHEDs tém contribuido
para o avanco de tratamentos médicos, como por exemplo, atuando em conjunto
com o fator de crescimento de fibroblasto basico (b-FGF), o que possibilita a
realizacdo de terapias para a cicatrizacao de feridas (NISHINO et al, 2011).

Nesse contexto, células-tronco adultas sdo consideradas uma abordagem
viavel visando a transicdo para a prética clinica (NEDEL et al, 2009), sendo as
células-tronco pulpares uma das células com maior possibilidade de aplicacdes na
engenharia tecidual (CHEN et al, 2012) e terapia celular (VALKO et al, 2007). Um
exemplo disso € a capacidade de regeneracdo da polpa dental, que, apesar de ser
limitada, em resposta a estimulos tem a habilidade de ativar células presentes no
interior do tecido para se diferenciarem em células odontoblasto-simile, e assim
produzir dentina regenerativa (ARANA-CHAVEZ et al, 2004).

Assim, um estudo com o objetivo de regeneracao da polpa dental, verificou
que scaffolds poderiam influenciar na proliferacdo e na diferenciacdo das DPSCs
(DEMARCO et al, 2010). Foi observado que as células aderiram e proliferaram em

scaffolds com porosidades cubicas ou arredondadas, havendo, porém, um aumento
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da expressdo de marcadores de diferenciacdo quando foi realizada a
funcionalizacdo da superficie com a deposi¢cédo de colageno (DEMARCO et al, 2010).

De posse destes conhecimentos, os resultados obtidos até entdo indicam que
em curto prazo, a odontologia poder ser a area da saude com maior perspectiva de
aplicacbes das abordagem terapéuticas envolvendo células-tronco, transladando as
suas potencialidades para as diferentes areas médicas (GRONTHOS et al, 2000;
NEDEL et al, 2009). Alguns exemplos futuros incluem o uso das células-tronco
pulpares onde os tecidos encontram-se cercados por tecido 0sseo, como nhas
articulacdes e no cérebro, além da possibilidade de serem empregadas em tecido
conjuntivo localizado em outras regides (NOR, 2006).

6.4 Scaffolds

Os scaffolds sédo estruturas tridimensionais que possuem como finalidade
proporcionar suporte, além de serem guias para a colonizacdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular, sendo capazes também de fornecer sinalizacfes fisioldgica
para os tecidos em desenvolvimento (NOR, 2006; DEMARCO et al, 2010). Os
materiais para a construcdo de scaffolds podem ser sintéticos ou biolégicos,
degradaveis ou ndo degradaveis, dependendo do uso pretendido
(DHANDAYUTHAPANI et al, 2011).

Funcdes analogas em relagdo a MEC de scaffolds na engenharia tecidual
incluem fornecer suporte estrutural para células aplicadas exogenamente ou
enddgenas se aderirem, crescerem, migrarem e se diferenciarem in vitro e in vivo;
proporcionar a forma, a estabilidade mecanica e a rigidez para o defeito tecidual,
servir como veiculo de entrega e de reservatério para fatores estimuladores de
crescimento aplicados exogenamente; e fornecer um volume vazio para a
vascularizagdo e a formagao de um novo tecido durante a remodelacdo (LANGER &
TIRRELL, 2004).

Neste sentido, a engenharia tecidual tem desenvolvido e aprimorado scaffolds
gue mimetizem a prépria MEC, utilizando-a como modelo e padrdo ouro. Portanto,
os scaffolds exercem as funcgdes estruturais e bioquimicas da MEC nativa até o
momento em que as ceélulas sejam capazes de produzir a sua propria matriz de
suporte (WOO et al, 2003; WOO et al, 2007).

A MEC, por sua vez, € uma mistura de proteinas, proteoglicanos e

gliscosaminoglicanos que proporciona para as células um ambiente tridimensional
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dindmico com uma arquitetura em nano-escala. O colageno fibroso, que é um dos
componentes da MEC, é composto por estruturas hanométricas tornando possivel o
contato direto de uma unica célula com varias fibras da MEC, através de ligacdes
com proteinas de membranas, como as integrinas. Assim, estas interacfes entre as
fioras da MEC e as células sdo essenciais para a migracdo, proliferacéo,
diferenciacdo, estabilidade mecéanica, além da sinalizacdo celular (BARNES et al,
2007; JOHNSON et al, 2011).

No entanto, antes de desenvolver um scaffold para a aplicacdo na engenharia
tecidual, as propriedades fisico-quimicas e biolégicas tém de ser avaliadas. Para
tanto, torna-se importante um conjunto de aspectos fundamentais na concepg¢ao ou
determinacdo da adequabilidade deste scaffold. O primeiro aspecto fundamental é
biocompatibilidade; as células devem aderir normalmente, migrando para a
superficie e/ou através do scaffold; onde devem comecar a proliferar antes de
estabelecer uma nova matriz (PATEL & FISHER, 2008). Nao menos importante, 0s
scaffolds desenvolvidos devem possuir uma boa biodegradabilidade, visto que estes
geralmente ndo sao planejados para serem implantes permanentes, onde o scaffold
deve permitir que as células produzam a sua propria MEC (GILBERT et al, 2007,
VAN AMERONGEN et al, 2006).

No que tange as propriedades fisico-quimicas, o scaffold deve ter
caracteristicas consistentes com a localizacdo anatdmica onde sera implantado e, a
partir de um ponto de vista pratico, tem de ser rigido/flexivel o suficiente para permitir
a manipulacao cirdrgica durante a implantacdo. Por fim, uma adequada arquitetura
do scaffold é fundamental, onde o0 mesmo deve ter uma estrutura de alta porosidade,
onde 0s poros encontram-se interconectados, para assegurar a infiltracao celular e
viabilizar uma adequada difuséo de nutrientes, Oz e CO2 (HOLLISTER et al, 2002).
Sendo assim, um equilibrio entre propriedades mecéanicas, arquitetura porosa,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, sdo chaves para o sucesso de qualquer
scaffold.

6.5 Scaffolds Naturais

Biomateriais sintéticos ainda vém sendo amplamente utilizados como
scaffolds, onde as principais classes incluem derivados de acido glicolico, derivados
de &cido lactico e derivados de poliéster, como polietileno glicol (PEG), poli alcool

vinilico (PVA), polipropileno fumarato (PPF) e polipeotideos, que estdo entre os
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polimeros sintéticos mais amplamente utilizados para hidrogéis. (DRURY &
MOONEY, 2003). Outros estudos vém avaliando o potencial da associacao entre
polimeros sintéticos, como o scaffold copolimero de L-ltido e L-caprolactona (50:50)
semeado com células de medula 6ssea autblogas para aplicacdes na engenharia de
tecidos cardiovasculares pediatricos (SHIN'OKA et al, 2005).

Entretanto, apesar da vasta pesquisa para o desenvolvimento de scaffolds
sintéticos, atualmente diversos pesquisadores tém buscado identificar compostos
naturais que possam servir como sitios de ancoragem celular, além de conduzir
processos de sinalizagdo para as células permitindo a migracdo, proliferacdo e
diferenciagdo das mesmas (CHEN et al, 2005; SILVA et al, 2008; D’ALQUINO et al,
2009). Nesse sentido, ja é consolidado que os produtos naturais tém sido muito
utilizados na induastria farmacéutica, onde possuem a capacidade de modular a
resposta celular em alguns estados patolégicos (MEINEL et al, 2004; KIM et al,
2013). Considerando-se que as células-tronco sdo capazes de proliferar, se auto-
renovar e diferenciar em multiplas linhagens, tem sido considerado que estas podem
ser altamente induzidas por componentes naturais (NEDEL et al, 2009).

Scaffolds naturais sdo compostos de proteinas ou hidratos de carbono, com
propriedades estruturais, bioquimicas e mecéanicas particulares. Eles podem ser
derivados de fontes vegetais ou animais, e sao principalmente biocompativeis e
biodegradaveis. Estes scaffolds tém uma maior vantagem devido a presenca de
grupos multifuncionais nas suas superficies, o qual pode ser adaptado de acordo
com as aplicagdes especificas. Por exemplo, o colageno (BOHM et al, 2017), a
quitosana (WESTIN et al, 2017), o acido hialurdénico (SADLIK et al, 2017), a fibrina
(SOLEIMANNEJAD et al, 2017), a gelatina (HUH et al, 2017) e o alginato (HIRSCH
et al, 2017) sao todos scaffolds naturais, que foram aplicados para a reparagcao e
reconstrucao de tecidos.

A utilizacdo de produtos naturais com intuito de modular o comportamento
celular, vém mostrando que o extrato Acemannan, proveniente da Aloe vera, pode
aumentar significativamente a atividade de VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular), BMP-2 (proteina morfogénica 0ssea), e fosfatase alcalina, além de
aumentar a expressao de BSP (sialoproteina 6ssea) e OPN (proteina osteopontina)
e da atividade da ATPase das células-tronco de medula éssea (BMSCs)
(BOONYAGUL et, 2014). Estes dados sugerem que o extrato Acemannan poderia

funcionar como uma molécula bioativa induzindo a formacdo éssea por meio da
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estimulacdo da diferenciacdo das BMSCs em osteoblastos e sintese de matriz
extracelular, sendo assim um biomaterial candidato natural para a regeneracéo
0ssea (BOONYAGUL et, 2014).

Além disso, o Icariin, um flavondide da erva Epimedium, pode estimular a
proliferagdo e aumentar a diferenciacdo osteogénica das BMSCs (CHEN et al,
2005). Outro grupo de pesquisadores identificou que a ginsenoside Rg1l, contida no
ginseng, era capaz de promover a proliferacdo das BMSCs através do receptor de
estrogénio (LU et al, 2008). Kim e colaboradores descobriram que a Aconiti lateralis
Radix Preparata possuia a capacidade de induzir a taxa de proliferacdo das BMSCs
de 122.24% a mais em relagdo ao grupo controle (KIM et al, 2013).

Além de realizar um efeito indutor sobre as células, os produtos naturais tém
sido identificados como importantes fatores de adeséo. Neste sentido, Silva (2008)
demonstrou que o gel da Aloe Vera associado com quitosana contribui para uma
melhora na adesdo celular de fibroblastos na superficie destas membranas. O
mesmo grupo tentou entdo mimetizar o ambiente natural da cartilagem por meio da
adicao de hidrogel composto de quitosana e genipina, um agente de ligacéo isolado
da planta Gardenia jasminoides Ellis (nome popular Gardénia). Os resultados
mostraram que a genipina promoveu a formacdo de uma estrutura estavel com
elevada aderéncia, proliferacdo e producdo de matriz por células semelhantes a
condrocitos (SILVA et al, 2008).

Outro biomaterial que vém sendo muito estudado € a fibroina de seda, um
polimero de proteina produzida por Bombyx mori (bicho da seda). As fibras de seda
ja vém sendo utilizadas durante muitos anos como um material de sutura e possuem
fortes caracteristicas para serem usadas como scaffolds para engenharia de tecidos,
uma vez que estas podem ser transformadas em varios formatos, incluindo matrizes
porosas. Além disso, a taxa de degradacdo pode ser controlada e tém tanto uma
resisténcia mecanica quanto tenacidade. Estes scaffolds tém sido utilizados junto de
células-tronco mesenquimais humanas com sucesso para gerar uma variedade de
tecidos, tais como 0sso e cartilagem (MEINEL et al, 2004 A; MEINEL et al, 2004 B).

6.6 Hidrogeis Naturais
A criacdo de um scaffold com otimas caracteristicas € um dos componentes
chave para uma engenharia tecidual bem sucedida (FISHER et al, 2010). Durante a

altima década, scaffolds de hidrogel tém recebido uma atencéo consideravel devido
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a sua composicdo original e semelhanca estrutural com a MEC natural. Ainda,
apresentam caracteristicas desejaveis para a proliferacdo e sobrevivéncia celular
(EL-SHERBINY et al, 2013), visto que podem imitar as propriedades fisicas,
guimicas, elétricas e bioldgicas da maioria dos tecidos bioldgicos (SLAUGHTER et
al, 2008).

O aparecimento de hidrogéis data de mais de 50 anos, quando Wichterle
(1960), desenvolveu e investigou um hidrogel baseado em polimetacrilato de 2-
hidroxietil na aplicacdes de lentes de contato (SLAUGHTER et al, 1960). Durante a
dltima década, novas aplicacdes para os hidrogéis tém surgido especialmente na
engenharia tecidual, imunomodulacao, terapias celulares e moleculares, e pesquisa
do cancer (DISCHER et al, 2009; TIBBITT et al, 2009).

Os hidrogéis sao redes tridimensionais compostos de polimeros hidrofilicos
reticulados através de ligacBes covalentes ou mantidos juntos através de atracdes
fisicas inter e intramoleculares (FISHER et al, 2004). Hidrogéis podem absorver
grandes quantidades de agua ou fluidos biolégicos e inchar facilmente sem se
dissolverem (KAIHARA et al, 2008). A elevada hidrofilicidade dos hidrogéis é
particularmente devido a presenca de por¢des hidrofilicas tais como carboxila,
amida, amina e grupos hidroxila distribuidos ao longo da espinha dorsal de cadeias
poliméricas (MOREAU et al, 2007). No estado inchado, os hidrogéis sdo macios e
elasticos, assemelhando-se, em grande parte aos tecidos vivos. Além disso, muitos
hidrogéis naturais tém mostrado biocompatibilidade desejavel e vém sendo
pesquisados para aplicacées na area de engenharia tecidual, como mostra a Tabela
2 (Kyung et al, 2002; ANDRIANI et al, 2000). Ainda, as aplicacbes desses hidrogéis
biodegradaveis estdo agora cobrindo usos tanto biomédicos e nao-biomédicos
(FERRETTI et al, 2006).



Tabela 6. Principais hidrogéis naturais em pesquisa e suas aplicacoes.

Tipo de hidrogel

Aplicagéao

Referéncia

Acido Hialurénico
Alginato

Alginato/colageno

Colageno
Colageno
Colageno

Colageno

Colageno Quitosana
Fibrina
Fibrina

Quitosana
Quitosana

Quitosana/celulose

Condrogénese a partir de células-tronco derivadas de tecido adiposo
Cultivo de células de musculo esquelético
Diferenciagédo osteogénica de células-tronco derivadas de tecido
adiposo
Cultivo de células neuronais
Engenharia de tecido de polpa dental
Cultivo de células de musculo esquelético
Cultivo de células tronco do liquido amniético para reparo de danos
diafragmaticos em neonatos
Cultivo de células de musculo esquelético
Engenharia de tecido de polpa dental
Cultivo de células de musculo esquelético
Reparo de danos em cartilagem
Scaffold para transplante de células tronco mesenquimais em ratos

Proliferacéo de células osteoblasticas MC3T3-E1

Amann et al., 2017
Pollot et al., 2017
Cheng et al., 2017

Antman-Passig et al., 2017
Galler et al., 2017
Pollot et al., 2017
Shieh et al., 2017

Pollot et al., 2017
Galler et al., 2017
Pollot et al., 2017
Comblain et al., 2017
Xu et al., 2017
Wang et al., 2017
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Foi descoberto que os hidrogéis, além de servirem como scaffolds,
poderiam ser usados com sucesso para encapsular células, criando um
ambiente célula-scaffold, (YOON & FISHER, 2006; YOON et al, 2007), e ser
utilizado na entrega de drogas. Neste sentido, um estudo recente avaliou a
eficacia de um hidrogel de Aloe vera, sob a forma de um emplastro bioadesivo
para o tratamento de estomatite aftosa (feridas na boca) em pacientes
pediatricos (ANDRIANI et al, 2000). Uma melhora da sintomatologia comecgou
no 2° dia de tratamento em 74% dos pacientes e 0s resultados deste estudo
sublinham a boa eficacia e conformidade para o tratamento da estomatite
aftosa (ANDRIANI et al, 2000).

Da mesma forma, tem sido utilizado a suspensdo de células em
hidrogel para a injecdo e entrega de células, onde os estudos de Crevensten
(2004) exploraram o uso de células-tronco mesenquimais para a regeneracao
de discos intervertebrais em um modelo in vivo para investigar a viabilidade da
liberacdo, retencdo e sobrevivéncia de células exdégenas no espaco de disco
pressurizado, a partir da injecdo das células-tronco mesenquimais em discos
coccigeos de rato utilizando gel de hialuronano a 15% como um transportador
(CREVENSTEN et al, 2004). Os resultados mostraram uma tendéncia de
aumento da altura do disco em comparacdo com o gel em branco, o que
sugere um aumento na sintese da matriz, indicando assim que as células-
tronco mesenquimais podem manter a viabilidade e proliferar dentro do disco
intervertebral do rato (CREVENSTEN et al, 2004).

J& os estudos de Sykova (2006) examinaram o efeito do transplante
autdlogo de células-tronco adultas, bem como o uso de scaffolds na
regeneracao da medula espinhal. O autor comparou uma injec¢ao intravenosa
de células-tronco mesenquimais e a injeccdo de uma fracdo mononuclear
recentemente preparada de células de medula 6ssea no tratamento de uma
lesdo de compressado da medula espinal aguda ou crénica induzida por baldo
em ratos, onde os hidrogéis semeados com as células foram implantados em
ratos com medula espinhal hemisectada (SYKOVA et al, 2006). O estudo
concluiu que o tratamento com diferentes populacdes de células da medula
Ossea teve um efeito positivo no resultado comportamental e na avaliacao

histopatolégica apds a medula espinhal hemisectada em ratos, onde esse
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efeito positivo foi mais acentuado apdés o tratamento com células-tronco
mesenquimais (SYKOVA et al, 2006).

6.7 Hidrogéis Injetaveis

Hidrogéis injetaveis sdo promissores substratos para a aplicacdo na
engenharia tecidual, devido ao alto teor de 4gua, a capacidade de encapsular
homogeneamente células, propriedades fisicas facilmente manipulaveis e
entrega minimamente invasiva (DRURY & MOONEY, 2003). Muitos esforcos
tém sido realizados para aprimorar hidrogéis injetaveis e, assim, promover o
desenvolvimento de tecidos naturais e mais funcionais. O precursor de hidrogel
carregado com fatores de crescimento e/ou células alvo pode ser injetado no
local do ferimento e experimentar uma transicdo de solucéo para gel in situ
devido a estimulos fisicos ou quimicos (HOU et al, 2004). A natureza injetavel
dos hidrogéis fornece a caracteristica atrativa da facil e homogénea distribui¢éo
celular dentro de qualquer defeito no tamanho ou na forma antes da gelificagéo
(NUTTELMAN et al, 2008).

Hidrogéis altamente hidratados podem melhor imitar os ambientes
quimicos e fisicos da MEC e, portanto, sdo microambientes celulares ideais
para a proliferacdo e diferenciacdo celular (TAN & MARRA, 2010). Mais
importante ainda, os hidrogéis injetaveis tém estrutura semelhante a MEC e
permitem uma boa integracéo fisica, podendo evitar procedimentos de cirurgia,
facilitando, assim, a utilizacdo de abordagens minimamente invasivas para o
material e a distribuicdo de célula (BRANDL et al, 2007). Dessa forma, as
células encapsuladas crescem dentro do hidrogel e secretam nova MEC para
restaurar o tecido danificado (NICODEMUS et al, 2008). A Figura 5 descreve

este processo.
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Figura 5. llustracdo esquemética de um hidrogel injetdvel para abordagens de
regeneracdo tecidual. As células sdo isoladas a partir de uma pequena biépsia, expandidas in
vitro, e inseridas em precursores de hidrogel, que sdo subsequentemente transplantados no
paciente por inje¢édo, utilizando uma agulha. O hidrogel proporciona o suporte estrutural inicial e
retém as células na area defeituosa para o crescimento celular, metabolismo e sintese de nova
MEC. O hidrogel é facilmente degradado quando as células secretam MEC. Esta estratégia
permite ao clinico transplantar células e fatores de crescimento em um scaffold de hidrogel de
uma forma minimamente invasiva (Fonte: Tan & Marra, 2010).

A necessidade de hidrogéis injetaveis e biodegradaveis em aplicacfes
biomédicas é imensa. Um exemplo é o uso de hidrogéis em regeneracdo da
cartilagem (HOLLAND et al, 2004). As propriedades fisicas do hidrogel podem
ser facilmente projetadas para coincidir com aquelas da cartilagem articular
além de combinar propriedades mecanicas do scaffold com o tecido nativo
(CREVENSTEN et al, 2004). Outras aplicacdes para hidrogéis incluem a
regeneracao de tecido mole ap6s a remocédo de tumor ou trauma. Um nimero
de investigadores vém estudando a combinacdo de hidrogéis injetaveis e
microesferas biodegradaveis para a entrega controlada de farmacos em
engenharia tecidual, onde quando expostas ao meio adipogénico ou
osteogénico, as células diferenciaram-se em adipécitos e osteoblastos,
respectivamente, enquanto estavam ligados as microesferas (RUBIN et al,
2007).

Ao longo da dultima década, uma variedade de materiais tém sido
utilizados para formar hidrogéis injetaveis para aplicacbes em engenharia
tecidual, onde polimeros naturais tém sido amplamente pesquisados devido a
excelente biocompatibilidade e propriedades macromoleculares semelhantes a
MEC natural (DRURY & MOONEY, 2003; TAN et al, 2007). No entanto, os
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hidrogéis derivados de polimeros naturais frequentemente sdo submetidos a
uma rapida degradacao quando em contato com fluidos corporais, portanto, as
limitagBes de hidrogéis naturais tém motivado abordagens para modificar estes
polimeros (YOO et al, 2005). Uma estratégia é incorporar espécies bioativas,
tais como células, fatores de crescimento, peptideos e proteinas no material,
resultando em scaffolds de hidrogel biomiméticos com funcdes bioativas para
uma Otima resposta celular. Polimeros naturais representativos incluem
colageno, gelatina, quitosana, &acido hialurénico, sulfato de condroitina,
agarose, fibrina e alginato (PATEL et al, 2006).

O alginato € um polissacarido linear e hidrofilico que é principalmente
derivado de algas e bactérias marrons (ROWLEY et al, 1999). Uma gelificacdo
simples pode ser formada quando cations bivalentes, tais como Ca?*, Mg?*,
Ba?* e Sr?*, interagem cooperativamente ou interagem com blocos de
monomeros para formar pontes ibnicas (CAO et al, 2005). O hidrogel de
alginato tem sido utilizado em uma variedade de aplica¢cdes médicas, incluindo
0 encapsulamento celular, a engenharia tecidual e entrega de drogas, visto que
o mesmo gelifica sob condicBes suaves, tem baixa toxicidade e é facilmente
disponivel (STEVENS et al, 2004).

Neste sentido, um estudo publicado por Santana e colaboradores em
2012 avaliou um novo método de sintese de nano-/microfibras de didxido de
titAnio (nfTD) e hidroxiapatita (nfHY) e a sua incorporacdo ao hidrogel de
alginato (HA). Com este estudo, demonstrou-se que houve a formacao de um
ambiente propicio para a adeséo e proliferagcdo celular de uma linhagem
imortalizada de fibroblasto de camundongo (3T3/NIH), visto que estas nano-
/microfibras assemelham-se a estrutura natural do coldgeno, além de néo
apresentarem citotoxidade (SANTANA et al, 2012). Além disso, quando as
nano-/micro fibras foram associadas ao HA verificou-se que nao houve
alteracdes nas caracteristicas quimicas do scaffold e houve um aumento na
viabilidade celular (SANTANA et al, 2012).

Entretanto, apesar das suas caracteristicas vantajosas, o alginato
pode ndo ser um candidato ideal para a engenharia tecidual, visto que o
mesmo possui uma baixa taxa de degradacdo enzimatica em mamiferos
(AUGST et al, 2006) e especialmente uma reduzida capacidade de adeséo

celular (SANTANA et al, 2012), comprometendo assim o desenvolvimento do
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tecido, havendo assim a necessidade de mas pesquisas em busca de melhores

candidatos a scaffolds injetaveis naturais (KONG et al, 2004).

6.8 Alga Marinha Gigartina skottsbergii

As algas marinhas tém sido consideradas promissoras em diversas
areas, visto que possui diversos componentes com potencial aplicabilidade,
sendo estes: pigmentos naturais, minerais essenciais, vitaminas, lipidios,
enzimas e polissacarideos (MOHAMED et al, 2012). Com relacdo a area da
saude, diversos estudos vém mostrando sua aplicacdo em relacdo a
propriedades antivirais (CARLUCCI et al, 1999; PUJOL et al, 2006), anti-
inflamatdria (LORENTE-CEBRIAN et al, 2015), e antioxidante (TSAI & SUN,
2012). Nesse sentido, mecanismos de acdo antioxidantes como a doacéo e o
recebimento de elétrons, a eliminacdo de radicais livres e a capacidade de
interferir em processos de peroxidagdo lipidica vém sendo propostos em
extratos de algas marinhas (ROCHA et al, 2007).

Do ponto de vista quantitativo, o grupo de espécies marinhas mais
numeroso pertence as algas vermelhas (COLLEN et al, 2013). Estas
demonstram estrutura com presenca de tilacdides desempilhados,
desprovimento de centriolos e flagelos e a presenca de receptores constituidos
de ficobiliproteinas (COLLEN et al, 2013). A estrutura de parede celular é
composta de um complexo formado por celulose, galactanas sulfatadas, sendo
estas a carragenina e agar, além de varias hemiceluloses (POPPER et al,
2011).

Um mercado significativo economicamente de algas vermelhas foi
implementado principalmente pela sua porcdo de conteudo polissacarideo,
utilizando como exemplo a carragenina, por sua aplicabilidade na texturizacao
de alimentos (BIXLER & PORSE, 2011), assim como o lucrativo segmento de
mercado com vendas diretamente para o consumo humano (BLOUIN et al,
2013).

O uso de polissacarideos como sistemas de suporte para a formagéo de
tecidos revela uma tendéncia crescente no campo biomédico, onde os
polissacarideos de origem das algas marinhas, como a carragenina,
desempenham papéis importantes em aplicagcbes biomédicas (POPA et al,

2014). Estudos revelam ainda que a presenca de grupos sulfato na sua
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estrutura e a afinidade quimica com os glicosaminoglicanos de mamiferos
desempenham papéis importantes na atividade antiviral, anticoagulante,
antioxidante e anticancerigena desses polissacarideos (VERA et al, 2011).

As carrageninas sdo compostos dependentes da temperatura, sendo
soliveis em agua acima de 60 °C e apresentando conformacdo em gel a
temperaturas entre 30 e 40 °C, designada assim como um hidrogel fisico. A
gelificacdo da carragenina, sensivel a temperatura, € induzida pela formacgéo
reversivel de ligagcbes de hidrogénio intermoleculares e uma transicao
conformacional enrolavel para hélice seguida de agregacdo de hélice
(MANGIONE et al, 2003). Assim, o comportamento de solubilidade termo-
responsivo e a gelificagdo promovida por cations monovalentes, como ions de
potassio, abre perspectivas para desenvolver sistemas de hidrogel a
temperatura corporal (MATULEWICZ et al, 1989).

A carragenina esta presente nos géneros Chondrus, Gigartina e Iridaea,
todos pertencentes a familia Gigartinaceae nas algas vermelhas. Nesse
sentido, estudos vém relatando os sistemas de carragenina sintetizados pela
alga Gigartina skottsbergii (MATULEWICZ et al, 1989; MATULEWICZ et al,
1990).

A G. skottsbergii € uma alga rodoficea, conhecida comumente por “cuero
de chancho” ou “roja luga” (MANSILLA et al, 2012), presente endemicamente
na regido sul do continente latino americano (Ramirez et al, 1991) (Figura 6).
Encontrada pela costa da Argentina, estendendo-se em direcdo as ilhas
subantarticas e na costa chilena (RAMIREZ et al, 1991). A principal regi&o de
producdo de biomassa proveniente da G. skottsbergii € a localidade de
Magalhdes, no Chile, com uma extracdo e producdo em torno de vinte mil
toneladas da alga seca (MANSILLA et al, 2012).
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Figura 6. Alga Gigartina skottsbergii. Fotografia da alga Gigartina skottsbergii em
meio ao seu habitat (Fonte: © Dirk Schories).

A alga G. skottsbergii dispdem-se horizontalmente sobre os substratos
por estruturas basais especializadas de ancoragem, que proporcionam o
crescimento e fixacdo a superficies de pedras, rochas e conchas bivalves
(MANSILLA et al, 2012). Na porcédo da sua fronda assume variados tamanhos
e organiza-se na forma orbicular, podendo chegar a uma largura de 1,5 metros,
e dependendo da localizacdo geografica sdo capazes de desenvolver-se em
profundidades que variam de 4 a 30 metros. Apresentam-se em estruturas
grossas, com um ciclo de vida isomorfo, com uma coloracédo vermelha-purpura
(MANSILLA et al, 2012).
Avaliando as caracteristicas de acidos graxos especificos em algas da
Antartida e da regido Artica, Graeve (2002), identificou pela primeira vez
diferentes taxas de lipidios em diversas espécies para utilizacbes como
potenciais agentes terapéuticos. A analise da ordem gigartinales representada
pela G. skottsbergii mostrou uma quantidade de 28,4% de &cido palmitico,
22,2% de acido araquidbnico e 25,2% de acido eicosapentaendico (EPA). A
literatura relata potenciais propriedades terapéuticas para o EPA no contexto
de exercer acdo contra patologias e doencas neurodegenerativas, promovidos
pela sua capacidade e desempenho anti-inflamatério e imunomodulatorio
(LORENTE-CEBRIAN et al, 2015); onde o trabalho ilustra 0 conhecimento atual
sobre a eficacia de n-3 LC-PUFAs; acido eicosapentaendico (EPA) e acido
docosa-hexaendico (DHA), na prevencdo e/ou tratamento de varias doencas
inflamatorias crénicas, como doencas inflamatérias intestinais e artrite

reumatoide, e seus potenciais beneficios em doencas neurodegenerativas
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(LORENTE-CEBRIAN et al, 2015); e também por apresentar uma atividade de
carater antioxidante (PALANISWAMY et al, 2004), onde os autores relatam que
O EPA apresenta propriedades antioxidantes e compete com o acido
araquidénico em fosfolipidios de membrana e produz derivados anti-
inflamatorios da EPA; uma vez que ambos os EPA e seus derivados foram
relatados para melhorar o mecanismo antioxidante (PALANISWAMY et al,
2004).

J4 a sua porcdo polissacaridica de carragenina, como mencionado
anteriormente, vem sendo estudada com aplica¢cfes antivirais, onde estudos
tém identificado diversos tipos estruturais de carrageninas naturais, isolados da
alga G. skottsbergii, como inibidores seletivos de HSV-1 (virus herpes simplex
tipo 1) e HSV-2 (virus herpes simplex tipo 2), tanto em células Vero quanto em
células neurais em estudos in vitro (CARLUCCI et al, 1999), e em modelo
murino em estudos in vivo (PUJOL et al, 2006).

Além disso, hidrogéis de carragenina tém sido utilizados principalmente
como sistemas de administracdo de farmaco ou fator de crescimento (ROCHA
et al, 2011) , imobilizacdo de enzimas (DESAI et al, 2004) e em formulacdes
farmacéuticas (SIPAHIGIL et al, 2001). Ainda, a carragenina tem sido utilizada
para o encapsulamento de células-tronco derivadas de adipocitos humano e
condrécitos nasais humanos (POPA et al, 2012).

No entanto, as caracteristicas e propriedades especificas desde hidrogel
derivado de G. skottsbergii quanto ao seu potencial de aplicacdo nas areas de
regeneracao e engenharia tecidual ainda ndo foram exploradas. Assim, tento
em vista as diversas propriedades terapéuticas desta alga, e sabendo da
capacidade de gelificacdo da carragenina e formacdo de hidrogel, estudos
preliminares do nosso grupo de pesquisa (GPCell- grupo de pesquisa em
células tronco e engenharia tecidual) relevaram que a G. skottsbergii quando
embebida em meio aquoso possui a capacidade de liberar um componente
viscoso, condizente com uma consisténcia em gel, permitindo vislumbrar
aspectos interessantes no sentido dos objetivos deste projeto, onde a alga G.
skottsbergii mostrou possuir potencial capacidade como scaffold injetavel para

a engenharia tecidual na area da saude.
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7. METODOLOGIA

7.1 Procedimentos

7.1.1 Obtencao da Alga Gigartina skottsbergii e Formacéo do Gel

A alga Gigartina skottsbergii foi cedida pela Universidad de Magallanes
localizada no Chile. A fracéao liofilizada da G. skottsbergii foi previamente obtida
mediante cooperacdo dos Programas de PoOs-Graduacdo em Saude e
Comportamento da Universidade Catolica de Pelotas e de Pos-Graduacédo em
Bioquimica e Bioprospeccao da Universidade Federal de Pelotas.

Para a formacdo do gel, foi estabelecido, a partir de experimentos
previamente realizados, uma relacédo de 0,9646 g de alga para 40 mL de meio
de cultivo DMEM para que o gel se forme na consisténcia adequada, obtendo-
se desta forma 0,024115 g/mL de alga. Assim, sera pesada aproximadamente
0,9646 g de alga colocando-a em uma placa de petri e a mesma sera
esterilizada com luz UV na capela de fluxo laminar por 80 minutos. Sera
adicionado em intervalos de 20 minutos, com esterilizacdo por luz UV, 40 mL
de meio de cultivo DMEM na placa de petri a fim de formar o gel. O volume de
meio devera ser ajustado de acordo com a variacdo na pesagem da alga. Entre
os intervalos serdo cortados os pedacos da alga para que aumente a area de
contato com o DMEM e maior quantidade de gel seja liberada. Apos a placa

seré incubada por 48 horas na estufa até a formacao final do gel.

7.1.2 Ensaios Bioldgicos

7.1.2.1 Linhagens Celulares
NIH/3T3

Uma linhagem celular imortalizada de fibroblastos embrionarios de rato
(NIH/3T3) obtida a partir do Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil), foi cultivada em meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS), 2% de L-glutamina, penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100
mg/mL) (Gibco-BRL, Grand Island, NY) a 37°C numa atmosfera umidificada de



48

5% de CO: até que uma subconfluéncia foi alcangcada, como descrito
anteriormente (HENN et al, 2011; NEDEL et al, 2012).

DPSCs e SHEDs

As DPSCs (células-tronco da polpa de dentes permanentes) e SHEDs
(células-tronco da polpa dental de dentes deciduos) foram previamente
isoladas e congeladas de acordo com Ferrta e colaboradores em 2013 e 2015,
sob aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da FO-UFPel, sob o nimero
de protocolo 38/2013.

Brevemente, os dentes coletados, foram extraidos por alunos estagiarios
do Centro de Especialidades Odontologicas de Cirurgia da FO-UFPel.
Imediatamente ap0s a exodontia, os dentes foram apanhados pela coroa e
limpos com uma gaze estéril embebida em clorexidina 0,2%. Em seguida,
foram feitas duas canaletas com ponta diamantada estéril, nimero 4138 (KG
Sorensen), e caneta de alta rotacdo sob irrigacdo constante de agua MiliQ
estéril. Cada canaleta mediu aproximadamente 2 mm, sendo uma na face
oclusal e outra em uma das faces proximais em direcéo ao longo eixo do dente.

Subsequentemente, os dentes foram armazenados em tubos conicos de
50 mL contendo 15 mL de meio de Eagle modificado por Dulbecco acrescido
de antibiético (DMEM; Cultilab, Campinas, SP, Brasil), enriquecido com 10% de
Soro Fetal Bovino (FBS — Fetal Bovine Serum; Hyclone) e colocados no interior
de uma caixa de isopor com gelo para serem transportados ao laborat6rio. No
laboratério os dentes foram retirados, com auxilio de uma pinga estéril, do
interior dos tubos cénicos e colocados sobre gazes. Um cinzel foi apoiado
sobre a canaleta proximal e com auxilio de um martelo, uma linha de fratura foi
realizada no dente.

Rapidamente, as partes dos dentes foram aproximadas e levadas ao
interior da capela de fluxo laminar. As polpas foram removidas da camara
pulpar com curetas de dentina estéreis e colocadas sobre placas de petri
plastica, onde havia 0,5 mL de meio DMEM/Ham F12, suplementado com 15%
de FBS (Hyclone), 1% de antibiotico (Penicilina, Estreptomicina e Glutamina)
(Gibco, Grand Island, NY, EUA) e 1% de aminoacidos ndo essenciais (AANE)

(Gibco, Grand Island, NY, EUA). Nas placas de petri, sob o meio especifico
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para células tronco e usando curetas de dentina e lamina de bisturi nimero 15,
as polpas foram fragmentadas em explantes.

Em placas de 6 pogos, foram feitas ranhuras no fundo de cada pogo com
uma lamina de bisturi ndmero 15. Os explantes foram transferidos para as
placas, de modo a obter-se um explante por ranhura. Foram adicionados 2 mL
de meio DMEM/F12 a cada poco e as placas foram incubadas em estufa, por
14 dias, sob temperatura de 37°C, em atmosfera Umida e com 5% de CO?Z.

Apoés duas semanas, as placas foram analisadas em um microscopio
invertido TS100 TS100-F da Nikon, onde se observou a migracdo celular
oriunda dos explantes. Um acompanhamento da morfologia e do crescimento
celular foi realizado através de repetidas andlises microscépicas. No momento
em que houve cerca de 80% de confluéncia celular, os explantes foram
retirados dos po¢os com uma pinca e transferidos para as garrafas de cultivo
de 25 cm? de superficie. Para tanto, nas paredes inferiores das garrafas
(paredes de adesdo celular) foram feitas duas ranhuras com sonda
exploradora, sob as quais os explantes foram assentados. Colocaram-se as
garrafas na estufa por cerca de 5 min, de modo a permitir uma melhor adesédo
dos explantes.

Retornando a capela de fluxo laminar, adicionou-se 5 mL de meio de
cultura e transferiu-se as garrafas para a incubacdo em uma estufa sob
temperatura de 37°C, em atmosfera Umida e com 5% de COZ? Apés a
transferéncia dos explantes das placas para as garrafas, o meio foi sugado do
interior dos pocos com pipeta de 1000 uL e desprezado. Em seguida, as
células aderidas nas placas foram lavadas com 2 mL de tampéo fosfato salino
(PBS) na concentracao de 1%. Adicionou-se 2 mL de solucdo 0,25% Tripsina-
EDTA (Gibco, Grand Island, NY, EUA) para que as células desaderissem dos
pocos, esta etapa foi acompanhada por microscopia Optica. Quando o
agregado celular estava em pequenos grumos, inativou-se a acgdo da tripsina
adicionando-se 2 mL de meio de cultivo e ressuspendendo o meio para
desagregar completamente as células. Em seguida, a suspensao celular foi
transferida para garrafas de cultura (Passagem 0 - P0). Colocou-se 1 mL de
meio de cultivo nos pocos, que foi ressuspendido e transferido para as
garrafas, repetindo duas vezes essa etapa e totalizando 6 mL de meio em PO,

este processo garantiu a completa remocdo das células presentes nos pocos.
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As garrafas foram transferidas para a incubacédo em estufa, sob temperatura de

37°C, em atmosfera imida e com 5% de CO?Z2.

7.1.2.2 Congelamento das Linhagens Celulares

Quando se obteve confluéncia de 80% nas garrafas de cultivo foi
possivel realizar o congelamento celular. Primeiro dispensou-se o0 meio de
cultivo consumido, lavou-se as células com PBS, em concentracdo de 1%.
Adicionou-se 3 mL de 0,25% Tripsina-EDTA para a desadesao celular e
realizou-se 0 acompanhamento no microscopio invertido. Inativou-se a acéo
enzimatica acrescentando 3 mL de meio de cultivo. Dos 6 mL totais, 3 mL
foram mantidos nas garrafas e acrescido mais 7 ml de meio, para prosseguir 0
cultivo. Dos 3 mL restantes, 20 uL foram removidos para a realizacdo da
contagem celular, a qual foi realizada utilizando-se o microscopio invertido e a
camara de Neubauer. O restante foi colocado em um tubo conico de 15 mL e
levado a centrifuga, por 10 min a 1200 rpm. Em seguida, dispensou-se o
sobrenadante e dissolveu-se o pellet em meio de congelamento, sendo este
composto de 70% de meio DMEM/ Ham F12, 10% de DMSO e 20% de FBS. A
guantidade de meio foi definida a partir da contagem celular, de modo que
fosse possivel obter-se 5 x 105 células/ mL. Distribuiu-se a suspenséo celular
em meio de congelamento em criotubos de 2 mL, os quais foram colocados no
Mr. Frosty (ThermoScientific) e levados ao ultra freezer de - 80°C (Indrel). Apés
24 horas, os microtubos foram transferidos para um botijdo de nitrogénio
liquido.

7.1.2.3 Cultivo Celular

Para a realizacdo dos ensaios, as NIH/3T3, DPSCs e SHEDs,
armazenadas no interior do botijao de nitrogénio liquido, serdo descongeladas.
Para tanto, sera retirado um tubo criogénico contendo as células NIH/3T3, um
tubo contendo as DPSCs e outro com as SHEDs do interior do botijao, onde os
mesmos serdo colocados em banho-maria a 37°C até o conteudo tomar a
forma liquida. Em seguida, no interior da capela de fluxo laminar as células
serdo transferidas para o interior de uma garrafa de cultivo (TPP, St. Louis,
MO, EUA) com 25 cm? de superficie. Entdo as garrafas serdo supridas com
meio de cultivo DMEM/ Ham F12 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil)
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suplementado com 15% de FBS (Gibco, Grand Island, NY, EUA), 1% de
antibiético (Penicilina, Estreptomicina e Glutamina) (Gibco, Grand Island, NY,
EUA), e 1% de aminoacidos ndo essenciais (AANE) (Gibco, Grand Island, NY,
EUA). As garrafas serdo levadas para a estufa sob a temperatura de 37°C, em
condicdo de atmosfera Umida e 5% de CO?. Apés 24 horas, tendo havido
adesao celular na parede de fundo das garrafas de cultivo, a troca do meio
seré realizada.

As trocas do meio de cultura serdo realizadas quando o meio
apresentar alteracdo de cor, indicando alteracdo no pH, assim como quando
houver muitas células em suspensdo. Para tanto, o meio de cultivo pré-
existente sera retirado, utilizando-se pipetas de 10 mL, e ap6s 0 mesmo sera
desprezado. As células aderidas nas garrafas serdo lavadas utilizando o PBS
(Gibco, Grand Island, NY, EUA) na concentracdo de 1%, o mesmo sera
removido e 10 mL de meio de cultivo novo ser& adicionado.

Ao atingir 80% de confluéncia serd realizado o repique celular.
Inicialmente 0 meio de cultivo pré-existente no interior das garrafas sera
desprezado e as células serdo lavadas com 2 mL de 1% PBS. Sera adicionado
2 mL de 0,25% Tripsina-EDTA (Gibco, Grand Island, NY, EUA) para proceder a
desadesd@o celular e serd realizado o acompanhamento no microscopio
invertido TS100 TS100-F da marca Nikon (Qiagen, Valencia, CA, EUA). A acdo
enzimatica sera inativada acrescentando 2 mL de meio de cultivo com SFB, e
entdo sera realizada a ressuspencao do meio para desagregar completamente
as células. Em sequéncia, sera adicionado 8 mL de meio, ressuspendendo-se
o liguido total e ser& feira a passagem celular, na razdo de 1:2. As garrafas
serdo, entdo, levadas para estufa sob a temperatura de 37°C, em condicdo de
atmosfera Umida e 5% de CO2. Nas passagens seguintes, 0 processo de
repique sera realizado em razdo de 1:3. Trocas do meio de cultura serdo
realizadas quando o meio apresentar alteragcdo de cor ou quando houver

muitas células em suspensao.

7.1.2.4. Ensaio de Viabilidade e Proliferacado Celular com MTT
O protocolo experimental sera realizado no intuido de avaliar se o gel
da alga G. skottsbergii possuira capacidade de agir como um possivel scaffold

para a adesao e proliferacdo das células NIH/3T3, DPSCs e SHEDs. Apés as
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48 horas de processo da formacéao do gel, no fluxo, serédo feitas diluicbes do gel
a partir da concentracdo mae (CM) em razbes de CM 1:2, CM 1:4 e CM 1:8
com meio de cultivo DMEM. Serdo adicionados, em trés placas de 96 pocos,
50 pL de gel por poco e as mesmas serdo esterilizadas com luz UV por 40
minutos.

Apés serd adicionado 50 pL de células em cada poco, em uma
densidade de 1.10* células/pogo, completando assim 100 pL. Os grupos
controles consistirdo de pocos contendo apenas meio de cultivo, apenas
células + meio de cultivo e apenas o gel + meio de cultivo. Subsequentemente
as placas seréo incubadas na estufa durante 5; 24 e 48 horas nas condi¢bes
de 5% de CO, e temperatura de 37°C.

A proliferagdo celular serd analisada através de um ensaio colorimétrico
de MTT (NEDEL et al, 2012). Apds 5, 24 e 48 horas serdo adicionados aos 100
ML de gel e células preexistentes 10 uL de MTT, os quais serdo mantidos em
contato com as células por 4 horas na estufa. Apds as 4 horas sera realizada
entdo a leitura da absorbéancia em espectrofotbmetro (Thermo Plate TP-

Reader) em um comprimento de onda de 450 nm.

7.1.2.5 Ensaio de Adesdo e Proliferacdo Celular com Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV)

O protocolo experimental sera realizado no intuido de avaliar, através de
MEV, se o gel da alga G. skottsbergii possuira capacidade de agir como um
possivel scaffold para a adesédo e proliferacdo das células NIH/3T3, DPSCs e
SHEDs. ApGs as 48 horas de processo da formacédo do gel, no fluxo serdo
adicionados, em duas placas de 24 pocos, 250 pL de gel por poco e as
mesmas serao esterilizadas com luz UV por 40 minutos. Apés, sera adicionado
250 pL de célula em cada poco, em uma densidade de 5.10* células/poco,
completando assim 500 pL. Os grupos controles consistirdo de pog¢os contendo
apenas o gel + meio de cultivo. Subsequentemente as placas serdo incubadas
na estufa durante 12 e 14 horas nas condi¢cdes de 5% de CO, e temperatura de
37°C.

Apbs o tempo de incubagéo sera retirado 0 excesso de meio e as células
serdo lavadas com 500uL de PBS duas vezes. As células serdo entdo fixadas
utilizando o método de congelamento e liofilizagdo, conforme estabelecido por



53

Santana e colaboradores em 2015. Apos cada periodo de incubacéo as placas
serdo diretamente congeladas a temperatura de -20°C por 3 horas, e entéo
transferidas e congeladas a uma temperatura de -80°C por 24 horas. As
amostras serdo entdo liofilizadas (L101, Liobras, Brazil) por 24 horas. Por fim,
as amostras serdo coradas com ouro e analisadas com o MEV 15kV (Shimatzu
SSX-550-Japan), em diferentes magnitudes (200 to 500 Mag) (SANTANA et al,
2015).

7.1.2.6 Ensaio de Adeséo e Viabilidade Celular com DAPI (4',6-diamidino-
2-phenylindole)

Apbs as 48 horas de processo da formacédo do gel, no fluxo, sera feita
uma diluicdo do gel a partir da concentracdo mae (CM) em razdo de CM 1:4
com meio de cultivo DMEM. Sera adicionado em uma placa de 96 pocos 90ul
de gel por poco e a mesma seré esterilizada com luz UV por 40 minutos.

Apés serd adicionado 10 pL de células em cada pocgo, em uma
densidade de 1.10* células/poco, completando assim 100 pL. Os grupos testes
consistirdo de gel concentrado + célula/meio e gel diluido + célula/meio. Os
controles negativos consistirdo de poc¢os contendo apenas gel concentrado +
meio de cultivo DMEM, apenas gel diluido + meio de cultivo DMEM. O controle
positivo consistira de células sem a presenca de gel. Subsequentemente a
placa seré incubada na estufa durante 24 horas nas condi¢6es de 5% de CO, e
temperatura de 37°C.

A adesdo e a viabilidade celular serdo analisadas através do ensaio
DAPI  (4'.6-diamidino-2-phenylindole), segundo Fogaca (2016) com
modificacdes; o qual forma complexos fluorescentes na fita-dupla do DNA. As
células semeadas no gel serdo coradas com uma solucdo de DAPI em
temperatura ambiente no escuro sem lavagem prévia com PBS. A adesédo ao
gel e a morfologia nuclear das células sera examinada através do microscopio
de fluorescéncia Olympus IX71 (Olympus Optical Co.) (FOGACA et al, 2016).

7.1.2.7 Ensaio de Adesdo e Viabilidade de Membrana Celular com
Live/Dead
ApoGs as 48 horas de processo da formacao do gel, no fluxo, seréa feita

uma diluicdo do gel a partir da concentragdo mae (CM) em razdo de CM 1:4
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com meio de cultivo DMEM. Sera adicionado em uma placa de 96 pocos 90pl
de gel por poco e a mesma seré esterilizada com luz UV por 40 minutos.

Apés serd adicionado 10 pL de células em cada pogo, em uma
densidade de 1.10* células/poco, completando assim 100 pL. Os grupos testes
consistirdo de gel concentrado + célula e gel diluido + célula. Os controles
negativos consistirdo de pocos contendo apenas gel concentrado + meio de
cultivo DMEM, apenas gel diluido + meio de cultivo DMEM. O controle positivo
consistira de células sem a presenca de gel. Subsequentemente a placa sera
incubada na estufa durante 24 horas nas condicoes de 5% de CO, e
temperatura de 37°C.

O ensaio de viabilidade de membrana celular Live/Dead® (Invitrogen™,
Carlsbad, CA, USA) serd conduzido segundo as instru¢cdes do fabricante e
Fogaca (2016) A analise do ensaio Live/Dead sera realizada através de
microscopio de fluorescéncia Olympus 1X71 (Olympus Optical Co.) por imagem
multicor. As células mortas serdo detectadas por um sinal fluorescente
vermelho (546nm), enquanto que as células vivas serdo detectadas por
emissao de luz fluorescente verde (488nm) (FOGACA et al, 2016).

7.1.3 Ensaios Quimicos

Os ficocoloides, polissacarideos presentes na parede celular de algas
vermelhas ou pardas, especialmente carragenina, serdo identificados a partir
do gel, por técnicas como de Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier, Espectroscopia Raman e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN *H e 13C).

7.1.3.1 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Esta tem sido a técnica mais utilizada para a identificacdo de
ficocoldides, através da qual € possivel identificar a natureza dos diferentes
tipos de carragenina. A partir da identificacdo de bandas caracteristicas ja
classificadas na literatura, é possivel identificar as principais carrageninas.

Os espectros FTIR serdo obtidos num espectrémetro IFS 55, usando um
sistema “Golden Gate single reflection diamond ATR”, sem necessidade de

preparacao prévia da amostra. Os espectros séo o resultado da média de duas
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contagens, com 128 “scans” cada e uma resolugdo de 2 cm! (PEREIRA et al,
2003; PEREIRA et al, 2004).

7.1.3.2 Espectroscopia de Raman

Esta técnica proporciona espectros semelhantes aos de infravermelho,
sendo utilizada como uma técnica complementar a identificacdo por FTIR.
Bandas que aparecem com baixa nitidez na analise por espectroscopia de
infravermelho, podem ser facilmente identificadas na Espectroscopia de
Raman.

Os espectros de Raman serdo obtidos num espectrometro Bruker RFS-
1000, usando um laser nd-YAG com excitacdo ao comprimento de onda de
1064 nm. Cada espectro resultara de duas medigdes repetidas de 150 “scans”
cada e uma resolugéo de 2 cm-1 (PEREIRA et al, 2003).

7.1.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H e 13C)

As andlises realizadas por Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 1°C
possuem grande confiabilidade. Com esta ferramenta, € possivel identificar a
estrutura quimica das carrageninas. Desde o trabalho pioneiro de Usov e
colaboradores (YAROTSKY et al, 1977; USOV, 1984), a espectroscopia de
RMN tem vindo a ser progressivamente usada como técnica preferencial na
determinacdo e quantificagdo da composicdo de amostras laboratoriais e
industriais de carragenina.

Os espectros de 1H-RMN serdo obtidos num espectrémetro Bruker
AMX600, operando a 500.13 MHz e a uma temperatura de 65 °C. As amostras
serdo preparadas do seguinte modo (VAN DE VELDE et al, 2002; VAN DE
VELDE et al, 2004):

a) Dissolucédo (5 mg ml-1) em D20 contendo um sal standard, 20 mM de
Na2HPO4, 80 °C.

b) Sonicacéo de 1 hora (3x) num banho sonicador (Branson 2510).

c) Andlise por 1H-RMN, 64 “scans”, atraso de interpulso de 5 s.

Para determinar os deslocamentos quimicos (&) das principais
carrageninas serdo adicionados sais standard internos. A atribuicdo dos
deslocamentos quimicos aos respectivos protons anomeéricos sera feita com

base nos dados sumariados por Van de Velde et al. (2004).
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7.2 Analise de Dados

A avaliacado dos dados sera realizada utilizando a Analise de Variancia
(ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Tukey para comparacdes
multiplas, com nivel de significancia de p<0,05. Para a elaborac&o dos gréaficos
sera utilizado o Programa GraphPadPrism, versdo 4.00 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, USA).

7.3 Aspectos Eticos

As DPSCs e SHEDs foram previamente isoladas e congeladas de
acordo com Ferrua e colaboradores em 2013 e 2015, sob aprovacdo do Comité

de Etica em Pesquisa da FO-UFPel, sob o nimero de protocolo 38/2013.



7.4 Cronograma

Tabela 7. Cronograma de atividades.

2016

2017

Dezembro

Revisédo de Literatura

X| X| Janeiro

x| X| Fevereiro

x| x| Margo

X[ X| Abril

x| Maio

x| Junho
x| Julho

x| Agosto

x| Setembro

x| Outubro

x| Novembro

Elaboragao do Projeto

x| x| Margo

x| X| Abril

x| X| Maio

X| X[ Junho

x| x| Julho

Experimentos Pilotos

x| X| X| Agosto

x| X| X| Setembro

X| X| X| Outubro

x| X| X| Novembro

X| X| X| Dezembro

Qualificacao

Ensaios de
Viabilidade Celular
(MTT)

Microscopia
Eletrébnica de
Varredura (MEV)

Microscopia de
Fluorescéncia (DAPI)

Microscopia de
Fluorescéncia
(Live/Dead)

Caracterizagéo
Quimica

Redacédo da Patente

Deposito da Patente

Elaboracéo do Artigo

Defesa do Mestrado
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7.5 Orcamento

Tabela 8. Orcamento.

Material de Consumo Valor (R$) Quantidade Valor Total
(R$)

DMEM/Ham F12 (500ml) 250,00 10 2.500,00
DMEM, Cultilab (500 ml) 150,00 10 1.500,00
Tampdo Fosfato Salino (PBS), Gibco 310,00 1 310,00
(500ml)

Tripsina/EDTA 0,25%, Cultilab (500ml) 300,00 2 600,00
Soro Fetal Bovino, Gibco (500ml) 295,00 2 590,00
DMSO, Synth (1000ml) 54,00 1 54,00
MTT, Sigma Aldrich, (250 mg) 164,00 1 164,00
Frascos e Placas de Cultivo Celular - - 3.000,00
Falcon 15 ml (100 unidades) 42,00 2 84,00
Falcon 50 ml (50 unidades) 35,00 2 70,00
Reagente DAPI (10mgQ) 423,00 1 423,00
Reagente Live/Dead (1 kit) 1.862,00 1 1.862,00
Valor Total (R$) 11.157,00
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Abstract

Tissue engineering typically involves three major components, which are
termed tissue engineering pillars: responsive cells (stem cells), scaffolds and
signaling molecules (such as proteins and growth factors). Scaffolds are three-
dimensional structures that provide cell support and serve as a guide for cell
colonization, proliferation and differentiation. In recent years, synthetic and
natural polymers have been investigated as biomaterials for a wide range of
applications, including tissue regeneration and tissue engineering. However,
national biomaterials, for the most varied applications, are not available, leading
to dependence on external technology and causing an expanding market to be
discredited on the national scene. In this sense, the present study aims to
develop and characterize a new injectable scaffold from Gigartina skottsbergii
algae found in the Latin American continent, which together with its bioproducts
can be used in tissue engineering and cell therapy, with initial application in the
medical area. To do so, a gel was synthesized and processed from G.
Skottsbergii, which was analyzed and tested as a new scaffold. Thus, the
viability and cell adhesion capacity of the scaffold were evaluated using the
WST-1 colorimetric assay, and scanning electron microscopy (SEM), against an
immortalized mouse embryonic fibroblast (NIH/3T3) cell line. Data evaluation
was performed using the two-way ANOVA followed by the Tukey test with a
significance level of p <0.05. In this sense, it is possible to observe the three-
dimensional structure of the G. skottsbergii algae, as well as the NIH/3T3 cells
in this structure. It is observed that the cells are in great quantity and strongly
adhered to the algae structure, maintaining an elongated morphology and with
extensions. In relation to the evaluation of the three-dimensional structure of the
hydrogel from the G. Skottsbergii algae and the morphology of the NIH/3T3
cells seeded on it, large areas can be observed for the cellular adhesion, and
laminar and filamentar structures that interconnect are seen, adhered to this
structure it is possible to observe NIH/3T3 cells with elongated morphology and
extensions. Also, it is observed that there was a greater cell viability in the
group containing a 1/4 dilution of the gel from the G. Skottsbergii algae with 5
hours and culture and also with 48 hours of culture.

Keywords: carrageenan, injectable hydrogel, Gigartina skottsbergii



78

1 Introduction

Since its emergence, tissue engineering has evolved continuously with
the aim of developing biological substitutes to restore, replace or regenerate
defective tissues (CHAN & LEONG, 2008). Tissue engineering typically involves
three main components, which are termed the pillars of tissue engineering:
responsive cells; scaffolds, which may be either natural or synthetic, to provide
a platform for cell function, adhesion and transplantation; and signaling
molecules, such as proteins and growth factors derived from cellular functions
of interest (NEDEL et al, 2009).

Biomaterials play an important role in advancing the field of tissue
engineering and can serve as a scaffold designed to replace, repair and
maintain organ structures (PATEL & FISHER, 2008). Scaffolds are three-
dimensional structures that provide support and serve as a guide for cell
colonization, proliferation and differentiation, and are also able to provide a
varied set of physiological signals for developing tissues (DEMARCO et al.,
2010; ZHU, 2010). Therefore, scaffolds exert the structural and biochemical
functions of the native extracellular matrix (ECM) until the cells are able to
produce their own support matrix (WOO et al, 2007).

In addition to development of new and promising scaffolds, researchers
have sought to identify different natural components that can serve as cell
anchorage sites and that simultaneously participate or conduct signaling
processes for the cells, thus allowing them to migrate, proliferate and
differentiate (DEMARCO et al, 2010; ANDRIANI et al, 2000; CREVENSTEN et
al, 2004; SYKOVA et al, 2006). Considering that stem cells are able to
proliferate, self renew and differentiate into multiple lineages, it has been
considered that these can be highly induced by natural components (SUMITA et
al, 2006). In this context, it can be seen that advances in tissue engineering
have made possible a great evolution in health, mainly in combination with the
use of stem cells (NEDEL et al, 2009).

In recent years, synthetic and natural polymer materials have been
investigated as biomaterials. However, there are no national biodegradable
polymers available today for use in biological processes applied to health, such
as systems for making scaffolds for tissue engineering and injectable scaffolds

for various biological and regenerative applications (DEMARCO et al, 2010).
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The materials currently available come from importation, representing high cost
and reliance on external technology. One of the limiting factors in making tissue
engineering feasible in clinical terms is the production of lower cost inputs,
mainly in biomaterials. Thus, there is a dependence on external technology,
causing a market in large expansion to be discredited and restricted in the
national scenario.

During the last decade, injectable hydrogel scaffolds have received
considerable attention because of their unique composition and structural
similarities with natural ECM, in addition to their desirable framework for cell
proliferation and survival (EL-SHERBINY & YACOUB, 2013). The injectable
nature of the hydrogels provides the attractive feature of easy and
homogeneous cell distribution within any defect of size or shape prior to
gelation (NUTTELMAN et al, 1998).

In this sense, marine algae have been considered promising in several
areas, since they have several components with potential applicability, being
these natural pigments, essential minerals, vitamins, lipids, enzymes and
polysaccharides (MOHAMED et al, 2012). Regarding the health, several
studies have shown its application in relation to antiviral, anti-allergic,
anticancer, anti-inflammatory and antioxidant properties (TSAI & PAN, 2012).

The use of polysaccharides as support systems for tissue formation
reveals a growing tendency in the biomedical field, where polysaccharides from
algae such as carrageenan play important roles in biomedical applications
(POPA et al, 2014). Carrageenans are temperature dependent compounds,
being soluble in gel at temperatures between 30 and 40°C, thus opening
perspectives to develop hydrogel systems at body temperature (NUNEZ-
SANTIAGO et al, 2011).

In this sense, studies have been reporting the carrageenan systems
synthesized by the nuclear phases of the alga Gigartina skottsbergii, a red
marine algae (MATULEWICZ et al, 1989; MATULEWICZ et al, 1990). However,
the characteristics and specific hydrogel properties derived from G. skottsbergii
as to their regeneration potential have not yet been explored.

Thus, in view of the various therapeutic properties of this algae, and
knowing the ability of gelation of carrageenan and hydrogel formation,

preliminary studies of our research group showed that G. skottsbergii when
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immersed in aqueous medium has the ability to release a viscous component,
consistent with a gel consistency, allowing to glimpse interesting aspects in the
sense of having a potential capacity as an injectable scaffold for tissue

engineering in health.

2 Materials and Methods

2.1 Obtainment of Gigartina skottsbergii algae

The Gigartina skottsbergii algae was supplied by the Universidad de
Magallanes located in Chile. The freeze-dried fraction of G. skottsbergii was
previously obtained through cooperation from the Graduate Program in Health
and Behavior of the Catholic University of Pelotas and Graduation Program in

Biochemistry and Bioprospecting of the Federal University of Pelotas.

2.2 Gel Formation

For gel formation, a ratio of 0.9646 g of algae to 40 ml of DMEM culture
medium was established from previously experiments for the proper
consistency on gel formation, obtaining this way 0.024115 g/mL algae.

Thus, 0.9646 g of algae was weighed by placing it in a petri dish and
sterilized with UV light in the laminar flow hood for 80 minutes. The 40 ml of
DMEM culture medium was added in the petri dish in 20 minute intervals with
sterilization by UV light for gel formation. The volume of medium was adjusted
according to the variation in algae weighing. Between the intervals the pieces of
the algae were cut so that the contact area increased and more gel was

released. After that, the plate was incubated for 48 hours until gel formation.

2.3 Cell Line

An immortalized mouse embryonic fibroblast (NIH/3T3) cell line
obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (PABCAM, Federal University of Rio
de Janeiro, Brazil) and grown in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2% L-glutamine, penicillin
(100 U/ml) and streptomycin (100 mg/ml) (Gibco-BRL, Grand Island, NY) at
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO? until a subconfluence was
achieved, as previously described (HENN et al., 2011; NEDEL et al., 2012).
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2.4 Cell Adhesion and Proliferation Assay with Scanning Electron
Microscopy (SEM) — Algae

Based on the three-dimensional structure offered by G. skottsberqii,
the study model aimed to support cell growth in a firm structure but with
malleability, which can be used in tissue engineering approaches and in
regeneration processes. In that way, fragments of the hydrated algae were
added to two 24-well plates and after that, 250 uL of cell was added to each
well at a density of 5.10* cells/well. Control groups consisted of wells containing
only the fragments and culture medium. Subsequently the plates were
incubated for 3 and 5 hours under the conditions of 5% CO? and a temperature
of 37°C.

Cells were then fixed using the freeze-drying and lyophilization method
as established by Santana et al., in 2015, where after each incubation period
the plates were directly frozen at -20°C for 3 hours, then transferred and frozen
at a temperature of -80°C for 24 hours. The samples were then lyophilized
(L101, Liobras, Brazil) for 24 hours. Finally, the samples were stained with gold
and analyzed with the 15kV SEM (Shimatzu SSX-550-Japan), in different
magnitudes (200-500 Mag) (SANTANA et al., 2015).

2.5 Cell Adhesion and Proliferation Assay with Scanning Electron
Microscopy (SEM) — Gel

The second model consisted on cell culture in the gel formed by the
algae. After the 48 hours of the gel formation process in the flow, 250 uL of gel
per well was added in a 24-well plate and the same was sterilized with UV light
for 40 minutes. After that, 250 uL of cell was added to each well at a density of
5.10% cells/well, thus completing 500 uL. Subsequently the plate was incubated
for 5 hours under conditions of 5% CO? and temperature of 37°C.

Cells were then fixed using the freeze-drying and lyophilization method
as established by Santana et al., in 2015, where after incubation period the
plates were directly frozen at -20°C for 3 hours, then transferred and frozen at a
temperature of -80°C for 24 hours. The samples were then lyophilized (L101,

Liobras, Brazil) for 24 hours. Finally, the samples were stained with gold and
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analyzed with the 15kV SEM (Shimatzu SSX-550-Japan), in different
magnitudes (200-500 Mag) (SANTANA et al., 2015).

2.6 Cell Viability and Proliferation Assay with WST-1

The experimental protocol for cell viability and proliferation with WST-1
was carried out with the aim of evaluating whether the gel of the G. skottsbergii
algae is capable of acting as a possible scaffold for the adhesion and
proliferation of NIH/3T3 cells. After 48 hours of gel formation, in the flow,
dilutions of the gel were made from the mother concentration (MC) in ratios of
MC 1:2, MC 1:4 and MC 1:8 with DMEM culture medium. 50 ul of gel per well
were added to two 96 wells plates and sterilized with UV light for 40 minutes.
After that, 50 pl of cells were added in each well, at a density of 1.10% cells/well,
thereby completing 100 pl. Control groups consisted of wells containing only
culture medium, only cells and only gel. Subsequently the plates were
incubated for 5 and 48 hours under the conditions of 5% CO? and 37°C.

Cell proliferation was analyzed by a WST-1 colorimetric assay (NEDEL
et al., 2012). After 5 and 48 hours, 10 pL of WST-1 were added to the 100 uL of
gel and pre-existing cells, which were kept in contact with the cells for 4 hours.
After 4 hours the absorbance reading in the spectrophotometer (Thermo Plate

TP-Reader) was then performed at a wavelength of 450 nm.

2.7 Statistical Analysis

Data were evaluated using the two-way ANOVA followed by the
Tukey's test for multiple comparisons, with a significance level of p <0.05.
GraphPadPrism, version 4.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
USA) was used for the elaboration of the graphs.

3. Results

3.1 Cell Adhesion and Proliferation Assay with Scanning Electron
Microscopy (SEM) — Algae

The first model had as purpose to support the cellular growth in a firm
structure but with malleability, being able to be used in tissue engineering

approaches and regeneration processes. In this sense, by scanning electron
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microscopy (SEM) it is possible to observe the three-dimensional structure of
the G. skottsbergii algae, as well as the behavior of the mouse fibroblasts
(NIH/3T3) in this structure. It is observed that the cells are in great quantity and
strongly adhered to the algae structure, maintaining an elongated morphology

and with extensions as can be observed in Figures 1 and 2.
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Figure 1. SEM micrographs of the scaffold from G. skottsbergii algae seeded with NIH/3T3 cells
for 3h. A: x50 magnification. B: x200 magnification; b: amplification showing cell adhesion to
scaffold structure (arrows indicate cells).
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Figure 2. SEM micrographs of the scaffold from G. skottsbergii algae seeded with NIH/3T3 cells
for 5h. A: x100 magnification. B: x200 magnification; b and c: amplifications of B and C,
respectively, showing cell adhesion to the structure of the scaffold (the arrows indicate cells).

3.2 Cell Adhesion and Proliferation Assay with Scanning Electron
Microscopy (SEM) — Gel

The other approach consisted in the development of a hydrogel from the
gel released by G.skottsbergii, which would allow its application in regions
where adaptation to the insertion medium and malleability are key points.

In this sense, in relation to the evaluation of the three-dimensional
structure of the hydrogel from the G. Skottsbergii algae and the morphology of
the NIH/3T3 cells seeded on it, in Figure 3 large areas can be observed for the
cellular adhesion, and laminar and filamentar structures that interconnect are
seen. Adhered to this structure it is possible to observe NIH/3T3 cells with
elongated morphology and extensions (Figure 3b and 3c, indicated by arrows),

with only 5 hours of contact.
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Figure 3. SEM micrographs of the hydrogel scaffold from G. skottsbergii algae seeded with
NIH/3T3 cells for 5 hours. A: x50 magnification; B: x200 magnification; C: x100 magnification; b
and c: amplifications of B and C, respectively, showing cell adhesion to the scaffold structure
(arrows indicate cells).

3.3 Cell Viability and Proliferation Assay with WST-1

Cell viability test was performed with different concentrations of the gel
from G. skottsbergii (Figure 3). It is observed that there was a greater cell
viability in the group containing a 1/4 dilution of the gel from the G. Skottsbergii

algae with 5 hours and culture and also with 48 hours of culture.
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Figure 4. Cell viability of NIH/3T3 cells in 5 and 48 hours when in contact with the hydrogel
scaffold from G. skottsbergii algae. Data are expressed as mean + SEM. A value of p <0.05 was
considered significant (Tukey's test).

4 Discussion

The present article has developed a new injectable scaffold from the
Gigartina skottsbergii red algae, found in the Latin American continent, which
together with its bioproducts can be used in tissue engineering and cell therapy,
with initial application in the medical and industrial area.

The invention is distinguished by the development of injectable
bioactive materials, where the application of such materials can be applied to
areas of bone regeneration, cartilage and joints. Furthermore, the incorporation
of natural extracts can optimize cell proliferation and adhesion and improve the
tissue-scaffold interface, enabling the development of an innovative material
and with greater similarity with the native extracellular matrix.

Scaffolds are three-dimensional structures that are intended to provide

support, as well as being guides for colonization, cell proliferation and
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differentiation, and are also able to provide physiological signals for developing
tissues (DEMARCO et al.,, 2010). In this sense, tissue engineering has
developed and improved scaffolds that mimic the ECM itself, using it as a model
and gold standard. (WOO et al, 2003; WOO et al, 2007).

Currently, several researchers have sought to identify natural compounds
that could serve as cell-anchoring sites, as well as to conduct signaling
processes to the cells, allowing the migration, proliferation, and differentiation of
these compounds (SILVA et al., 2005; ALQUINO et al., 2009). In this sense, it is
already established that natural products have been widely used in the
pharmaceutical industry, where they have the capacity to modulate the cellular
response in some pathological conditions (MEINEL et al, 2004; KIM et al,
2013).

The use of natural products to modulate cellular behavior has shown
that the Acemannan extract from Aloe vera could function as a bioactive
molecule inducing bone formation by stimulating the differentiation of BMSCs
into osteoblasts and extracellular matrix synthesis, thus being a natural
biomaterial candidate for bone regeneration (BOONYAGUL et, 2014).

In addition to performing an inducing effect on cells, natural products
have been identified as important adhesion factors. In this sense, Silva et al.,
demonstrated that the Aloe Vera gel associated with chitosan contributes to an
improvement in cellular adhesion of fibroblasts on the surface of these
membranes (SILVA et al, 2008).

Hydrogel scaffolds have received considerable attention due to their
unique composition and structural similarity to the natural ECM. In addition, they
exhibit desirable characteristics for cell proliferation and survival (EL-
SHERBINY et al, 2013), since they may mimic the physical, chemical, electrical
and biological properties of most biological tissues (SLAUGHTER et al, 2008).

The appearance of hydrogels dates back more than 50 years, when
Slaughter et al.,, developed and investigated a hydrogel based on 2-
hydroxyethyl polymethacrylate in contact lens applications (SLAUGHTER et al,
1960). During the last decade, new applications for hydrogels have arisen
especially in tissue engineering, immunomodulation, cellular and molecular
therapies, and cancer research (DISCHER et al, 2009; TIBBITT et al, 2009).
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In this sense, a study evaluated the effectiveness of an Aloe vera
hydrogel in the form of a bioadhesive plaster for the treatment of aphthous
stomatitis (mouth sores) in pediatric patients (ANDRIANI et al, 2000). An
improvement in symptomatology began on day 2 of treatment in 74% of patients
and the results of this study emphasize good efficacy and compliance for the
treatment of aphthous stomatitis (ANDRIANI et al., 2000).

Similarly, hydrogel cell suspension has been used for cell injection and
delivery, where studies by Crevensten have explored the use of mesenchymal
stem cells for the regeneration of intervertebral discs in an in vivo model to
investigate the viability of the release, retention and survival of exogenous cells
in pressurized disk space, from the injection of mesenchymal stem cells into
coccygeal disks of mice using 15% hyaluronan gel as a carrier (CREVENSTEN
et al, 2004). The results showed a tendency to increase disk height compared
to the blank gel, which suggests an increase in matrix synthesis, thus indicating
that mesenchymal stem cells can maintain viability and proliferate within the rat
intervertebral disc (CREVENSTEN et al., 2004).

Injectable hydrogels are promising substrates for application in tissue
engineering, due to the high water content, the ability to homogenously
encapsulate cells, easily manipulated physical properties and minimally invasive
delivery (DRURY & MOONEY, 2003). More importantly, injectable hydrogels
have a structure similar to ECM and allow a good physical integration, avoiding
surgical procedures, thus facilitating the use of minimally invasive approaches
to the material and the distribution of cells (BRANDL et al, 2007).

The need for injectable and biodegradable hydrogels in biomedical
applications is immense. An example is the use of hydrogels in cartilage
regeneration (HOLLAND et al, 2004). The physical properties of the hydrogel
can be easily designed to match those of the articular cartilage in addition to
combining mechanical properties of the scaffold with the native tissue
(CREVENSTEN et al., 2004). Other applications for hydrogels include
regeneration of soft tissue after removal of tumor or trauma. A number of
researchers have been studying the combination of injectable hydrogels and
biodegradable microspheres for the controlled delivery of drugs in tissue

engineering, where when exposed to the adipogenic or osteogenic medium,
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cells differentiated into adipocytes and osteoblasts, respectively, while they
were bound to the microspheres (RUBIN et al, 2007).

However, hydrogels derived from natural polymers often undergo rapid
degradation when in contact with body fluids, so the limitations of natural
hydrogels have motivated approaches to modify these polymers (YOO et al,
2005).

A representative natural polymer is alginate, a linear and hydrophilic
polysaccharide that is primarily derived from brown algae bacteria (ROWLEY et
al, 1999). Alginate hydrogel has been used in a variety of medical applications,
including cell encapsulation, tissue engineering and drug delivery, since it gels
under mild conditions, has low toxicity and is readily available (STEVENS et al.,
2004).

However, despite its advantageous characteristics, alginate may not be
an ideal candidate for tissue engineering, since it has a low rate of enzymatic
degradation in mammals (AUGST et al, 2006) and especially a reduced cell
adhesion capacity (SANTANA et al., 2012), thus compromising tissue
development requiring more research of better candidates for natural injectable
scaffolds (KONG et al, 2004).

It is important to note that marine algae have been found to be
promising in many areas, since they have several components with potential
applicability, such as natural pigments, essential minerals, vitamins, lipids,
enzymes and polysaccharides (MOHAMED et al., 2012). In the present study, a
number of studies have been carried out to evaluate the anti-inflammatory
properties (LORENTE-CEBRIAN et al, 2015) and antioxidant properties (TSAI &
SUN, 2012).

An economically significant market for red algae was implemented
primarily for its portion of polysaccharide content, using as an example
carrageenan (BIXLER & PORSE, 2011). The use of polysaccharides as support
systems for tissue formation reveals an increasing trend in the biomedical field
(POPA et al, 2014). Studies have also shown that the presence of sulfate
groups in their structure and chemical affinity with ~mammalian
glycosaminoglycans play important roles in the antiviral, anticoagulant,

antioxidant and anticancer activity of these polysaccharides (VERA et al, 2011).
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Carrageenans are temperature dependent compounds exhibiting gel
conformation at temperatures between 30 and 40°C, thus designated as a
physical hydrogel (MANGIONE et al, 2003). Thus, thermo-responsive solubility
behavior and gelation promoted by monovalent cations, such as potassium
ions, opens perspectives for the development of hydrogel systems at body
temperature (MATULEWICZ et al, 1989). In this sense, studies have reported
the carrageenan systems synthesized by the Gigartina skottsbergii algae
(MATULEWICZ et al, 1989; MATULEWICZ et al., 1990).

G. skottsbergii is an endemic algae present in the southern region of the
Latin American continent (MANSILLA et al, 2012). Its polysaccharide portion of
carrageenan, as mentioned previously, has been studied with antiviral
applications, where studies have identified several structural types of natural
carrageenans, isolated from G. skottsbergii, as selective inhibitors of HSV-1
(herpes simplex virus type 1) and herpes simplex virus type 2, both in Vero cells
and in neural cells in in vitro studies (CARLUCCI et al, 1999), and in murine
model in in vivo studies (PUJOL et al, 2006).

In addition, carrageenan hydrogels have been used primarily as drug
delivery or growth factor systems (ROCHA et al, 2011), enzyme immobilization
(DESAI et al, 2004) and pharmaceutical formulations (SIPAHIGIL et al, 2001).
Furthermore, carrageenan has been used to encapsulate stem cells derived
from human adipocytes and human nasal chondrocytes (POPA et al, 2012).

However, the characteristics and specific properties of this the hydrogel
derived from G. skottsbergii as to their application potential in the areas of
regeneration and tissue engineering have not yet been explored. Thus, we take
into account the diverse therapeutic properties of this algae, and knowing of the
gelling ability of carrageenan and hydrogel formation, our studies showed that
G. skottsbergii when immersed in agueous medium has the ability to release a
viscous component, consistency in gel, where the G. skottsbergii showed to
possess potential capacity as an injectable scaffold for tissue engineering in
health.

Regarding the fundamental physical-chemical and biological properties
to the design or determination of the suitability of this scaffold, the hydrogel

developed from G. skottsbergii proved to be biocompatible, where the cells
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adhered normally migrating to the surface and through the scaffold; where they
must begin to proliferate before establishing a new matrix.

Regarding the physical-chemical properties, the scaffold has the
characteristics consistent with the anatomical location where it can be
implanted, since it is an injectable hydrogel, allowing an easy and minimally
invasive manipulation during the implantation.

In addition, the scaffold showed to have an adequate architecture, which
has a structure of high porosity, where the pores are interconnected, to assure
the cellular infiltration and to make possible an adequate diffusion of nutrients,
O? and CO2.

It is important to note that developed scaffolds must have good
biodegradability, since these are generally not designed to be permanent
implants, where the scaffold must allow the cells to produce their own ECM
(GILBERT et al, 2007; VAN AMERONGEN et al, 2006). Thus, it is understood
that the chemical and mechanical analysis of the hydrogel scaffold developed
need to be performed to confirm this property, in addition to confirming the

content of carrageenan present in this gel.

5 Conclusion

It is worth noting that synthetic and natural polymeric materials have
been investigated as biomaterials. However, there are no national
biodegradable polymers available today for use in biological processes applied
in health, such as systems for making scaffolds for tissue engineering and
injectable scaffolds for various biological and regenerative applications
(DEMARCO et al, 2010) . The materials currently available come from
importation, representing high cost and reliance on external technology.

In this sense, this invention allows us to advance towards the
development of new structures in the area of tissue engineering and
regeneration, contributing to the development of national scaffolds. It is worth
noting that the group is currently seeking new funding for the physicochemical
characterization of the scaffold exposed above, as well as tests with confocal

microscopy, flowering microscopy and gene expression.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertagéo teve por objetivo desenvolver e caracterizar um
novo scaffold injetavel proveniente da alga rodoficea Gigartina skottsbergii,
encontrada no continente latino americano, o0 qual juntamente com 0s seus
bioprodutos, possa ser empregado em engenharia tecidual e terapia celular,
com aplicacgédo inicial na area medica e industrial.

Assim, a invencdo diferencia-se por apresentar o desenvolvimento de
materiais bioativos injetaveis, o que € de grande relevancia para engenharia do
tecido pulpar num primeiro momento, em funcdo da necessidade de se injetar o
scaffold no interior da camara pulpar ou no canal radicular. Posteriormente, a
aplicacdo de materiais injetaveis pode ser ampliada para areas de regeneracao
0ssea, cartilagens e articulacfes. Ainda, a incorporacdo de extratos naturais
podem otimizar a proliferacdo e adesédo celular e aprimorar a interface tecido-
scaffold, viabilizando o desenvolvimento de um material inovador e com maior
similaridade com a matriz extracelular nativa.

Neste sentido, esta invencdo nos permite avancar em direcdo ao
desenvolvimento de novas estruturas na area de engenharia e regeneracao
tecidual, contribuindo para o desenvolvimento de scaffolds nacionais, uma vez
que, em sua maioria, os materiais disponiveis sdo advindos de importacédo
representando custo elevado e dependéncia de tecnologia externa.

Vale salientar que o grupo neste momento busca novos financiamentos
para a realizagcédo dos ensaios de viabilidade celular e microscopia eletronica de
varredura (MEV) das duas linhagens de células-tronco pulpares DPSCs e
SHEDs, além do ensaio de viabilidade celular DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) e LiveDead das trés linhagens celulares. Por fim, realizar também

a caracterizacao fisico-quimica do scaffold.
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ANEXOS

Anexo A. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de consentimento ético para pesquisa em seres humanos

Universidade Federal de Pelotas

Faculdade de Odontologia

Autorizagdo para Pesquisa e Execucdo de Tratamento

Projeto: Isolamento e caracterizacao de células-tronco de tecido pulpar dental.

Responsavel:; Prof. Flavio Fernando Demarco

NOME DO PACIENTE:

FICHA N.°:

Por este instrumento que atende as exigéncias legais, o (a) senhor (a)

, portador (a) da cédula de
identidade n° , SSP/ , apos leitura minuciosa da CARTA DE
INFORMACAO AO PACIENTE, devidamente explicada pelo (s) profissional (is) em seus

minimos detalhes, ciente dos servicos e procedimentos aos quais serd submetido, ndo

restando quaisquer duvidas a respeito do lido e do explicado, firma seu CONSETIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO, em concordancia em participar da pesquisa proposta no que lhe
é cabivel, conforme a CARTA DE INFORMACAO AO PACIENTE.

Fica claro que o paciente ou seu representante legal pode, a qualguer momento,
retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, sem ser prejudicado no
tratamento, e deixar de participar do estudo alvo da pesquisa e ciente que todo trabalho
realizado torna-se informacao confidencial guardada por for¢a do sigilo profissional (Art. 9°
do Cadigo de Etica odontoldgica).

Por estarem entendidos e conformados, assinam o presente termo.

Pelotas, de de 201 _:

Assinatura do paciente Responsavel pelo estudo



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Carta de Informagé&o ao Paciente

Este estudo englobard pacientes que utilizam os servigos do setor de Cirurgia Buco-maxilofacial e
Clinica Infantil da Faculdade de Odontologia, e que por necessidade clinicas e terapéuticas necessitardo
remover os terceiros molares e molares deciduos higidos.

Uma vez indicado a necessidade de remocio do(s) dente(s) (terceiro molar) pelos professores
responsaveis do setor de Cirurgia Buco-maxilofacial e Clinica Infantil da Faculdade de Odontologia, o(s)
mesmo(s) serd(io) removido(s) e armazenado(s) em um meio de cultivo até o seu processamento no
laboratério. As células no interior do dente (tecido pulpar) serdo entio isoladas, cultivadas e caracterizadas
por uma série de etapas laboratoriais. Este trabalho tem por finalidade adquirir estas células para que
possamos estudar novas formas de tratamento que possibilitem curar o tecido no interior do dente, que
por algum motivo tenha sofrido algum dano. B importante, porém ressaltar que o paciente nio terd um
beneficio imediatos, pois este projeto visa resultados a longo prazo em fungio da sua complexidade.

Desta forma, estando informado do estudo que serd realizado, dou pleno consentimento a
Faculdade de Odontologia de Pelotas para que, por intermédio de seus professores, alunos de pds-
graduagio e graduagio devidamente autorizados, utilizem o material biolégico coletado, de acordo com os
conhecimentos cientificos e de forma ética.

Concordo também, que a documentagio relativa ao estudo deverd ser arquivada na Faculdade de
Odontologia e mantida sob a guarda dos autores do projeto de pesquisa, que se comprometem a manter
sigilo dos dados coletados, nio relacionando as células obtidas com qualquer dado dos pacientes, garantir
que as informagdes geradas pelos resultados desse trabalho serio divulgadas apenas com finalidade
cientifica e de ensino, como na redagio de artigos e confec¢io de aulas, preservando-se, totalmente, o
anonimato dos pacientes. Assim dou aos autores deste projeto de pesquisa, plenos direitos de uso, para
fins de ensino e divulgagio, respeitando os respectivos codigos de ética.

Contato em caso de dividas: Faculdade de Odontologia, rua Gongalves Chaves, 457 CEP:
96015-560 - Pelotas - RS
Fones: (53) 32256741/ (53) 32224162/ (53) 32226690/ (53) 32224439/ (53) 32224305.

Pelotas, de de 201__.

Documento:

Assinatura do paciente N.°




Anexo B. Carta de Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA E PESQUISA

PELOTAS, 15 de julho de 2013
PARECER N° 38 /2013

O projeto de pesquisa intitulado “Isolamento e caracteriza¢iio de células—
tronco de tecido pulpar dental”. esta constituido de forma adequada, cumprindo, nas
suas plenitudes preceitos éticos estabelecidos por este Comité e pela legislagao vigente,
recebendo, portanto, PARECER APROVADO.

& o (demenn

Prof. Dr. Renato Fabricio de Andrade Waldemarin

Coordenador do CEP- FOP/UFPel
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