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APRESENTACAO

A obra “Politica, Planejamento e Gestdo em Saude” emerge como uma fonte de
pesquisa robusta, que explora o conhecimento em suas diferentes faces, abrangendo
diversos estudos.

Por ser uma é&rea que investiga processos de formulagdo, implementacao,
planejamento, execucao e avaliagdo de politicas, sistemas, servigos e praticas de saude,
a sua relevancia no campo das ciéncias da saude ¢ indiscutivel, revelando a multiplicidade
de aportes teoricos e metodoldgicos, de carater interdisciplinar, transdisciplinar e
multiprofissional, influenciados por diferentes campos de conhecimento.

No intuito de promover e estimular o aprendizado dos leitores sobre esta tematica,
os estudos selecionados fornecem concepc¢des fundamentadas em diferentes métodos de
pesquisa.

Constituido por dez volumes, este e-Book &€ composto por 212 textos cientificos que
refletem sobre as ciéncias da salude, seus avangos recentes e as necessidades sociais da
populagao, dos profissionais de saude e do relacionamento entre ambos.

Visando uma organizacdo didatica, a obra esta dividida de acordo com seis
tematicas abordadas em cada pesquisa, sendo elas: “Analises e Avaliagbes Comparativas”
que traz como foco estudos que identificam ndo apenas diferentes caracteristicas entre
os sistemas, mas também de investigacdo onde mais de um nivel de analise é possivel;
“Levantamento de Dados e Estudos Retrospectivos” correspondente aos estudos
procedentes do conjunto de informacdes que ja foram coletadas durante um processo de
investigacao distinta; “Entrevistas e Questionarios” através da coleta de dados relativos ao
processo de pesquisa; “Estudos Interdisciplinares” que oferecem possibilidades do dialogo
entre as diferentes areas e conceitos; “Estudos de Revisdo da Literatura” que discutem
o estado da arte da ciéncia baseada em evidéncia sugerindo possibilidades, hipoteses e
probleméticas técnicas para a pratica clinica; e, por fim, tem-se a ultima tematica “Relatos
de Experiéncias e Estudos de Caso” através da comunicacgdo de experiéncia e de vivéncia
em salde apresentando aspectos da realidade clinica, cultural e social que permeiam a
ciéncia no Brasil.

Enquanto organizadores, através deste e-Book publicado pela Atena Editora,
convidamos o leitor a gerar, resgatar ou ainda aprimorar seu senso investigativo no
intuito de estimular ainda mais sua busca pelo conhecimento na area cientifica. Por fim,
agradecemos aos autores pelo empenho e dedicagédo, que possibilitaram a construgédo
dessa obra de exceléncia, e o trabalho aqui presente pode ser um agente transformador
por gerar conhecimento em uma &rea fundamental do desenvolvimento como a saude.

Boa leitura!

Luis Henrique Almeida Castro
Fernanda Viana de Carvalho Moreto
Thiago Teixeira Pereira
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RESUMO: O ¢6leo de Buriti brasileiro apresenta
baixo custo de extracdo e propriedades
antioxidantes relevantes. Este trabalho teve
como objetivo analisar a biocompatibilidade
de células tronco mesenquimais de geleia de
Wharton (MSCWJ) em scaffold a base de 6leo de
Buriti. Para avaliacdo da biointegragéo utilizou-se
microscopia eletrOnica de varredura e técnicas
histologicas. Parainvestigar a biocompatibilidade,
MTT e testes de atividade hemolitica. A matriz
nao exibiu atividade citotbxica nas MSCWJ,
aumentou  progressivamente a viabilidade
celular. Houve adeséo e integracéo celular no
scaffold. A matriz porosa a base de 6leo de buriti
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€ um material seguro para cultivo direto e também para a fabricagéo de compostos utilizados
para aplicagéo in vivo.
PALAVRAS-CHAVE: poliuretano, citotoxicidade, crescimento celular

BIOCOMPATIBILITY OF MESENCHYMAL STEM CELLS IN WHARTON’S JELLY
OF CAPRINE IN POROUS MATRIX OF BURITI OIL (MAURITIA FLEXUOSA)

ABSTRACT: Brazilian Buriti oil has low extraction costs and relevant antioxidant properties.
This work aimed to analyze the biocompatibility of Wharton’s jelly mesenchymal stem cells
(MSCWJ) in Buriti oil-based scaffold. To assess biointegration, scanning electron microscopy
and histological techniques were used. To investigate biocompatibility, MTT and hemolytic
activity tests. The matrix did not exhibit cytotoxic activity in the MSCWJ, it progressively
increased cell viability. There was cellular adhesion and integration in the scaffold. The porous
matrix based on buriti oil is a safe material for direct cultivation and also for the manufacture
of compounds used for in vivo application.

KEYWORDS: polyurethane, cytotoxicity, cell growth

11 INTRODUGAO

O buritizeiro (Mauritia flexuosa) € um valioso patriménio amazdénico do ponto de
vista ecolégico, social e econdmico. Desenvolve-se em areas de inundagéo permanente ou
periédica ao longo de rios, florestas e savanas (SILVA et al., 2009). O 6leo extraido do fruto
possui altos niveis de carotendides e tocoferdis e de acidos graxos monoinsaturados como
o0 acido oleico, o qual pode ser usado como precursor de poliuretanos (PU) (CANDIDO;
SILVA; AGOSTINI-COSTA,2015; FREITAS et al., 2018).

Os Oleos vegetais tém sido gradativamente usados na producdo de materiais
poliméricos devido as caracteristicas de biodegradabilidade, renovabilidade e arranjo
estrutural suscetiveis a modificagdes quimicas estratégicas, além do baixo custo para
a sintese (AZEVEDO et al., 2009; SPONTON et al., 2013). Adicionalmente inclui-se
polietilenoglicol (PEG), plastificante nao toxico, na sintese de polimeros a fim de melhorar
as qualidades fisicas do material, aumentar a densidade de poros e formar uma matriz
porosa tridimensional (CHEN et al.,2015; SCAFFARO et al., 2016; BHASKAR et al., 2018).

As células-tronco mesenquimais (CTMs) s@o amplamente investigadas pelas
propriedades reparadoras, anti-inflamatérias e antioxidantes. Essas caracteristicas séo
acopladas a microvesiculas liberadas pelas CTMs que contém varias biomoléculas com alta
mobilidade, proporcionando um mecanismo estavel para sinais biol6gicos e comunicacao
intercelular (BARRETO et al., 2017, PHELPS et al., 2018). Assim, associar CTM as
matrizes porosas tridimensionais permite desenvolver um microambiente semelhante ao in
vivo e expandir o crescimento celular, proporcionando aumento do seu efeito terapéutico
(CARMAGNOLA; RANZATO; CHIONO, 2018).

Nesse sentido, este trabalho objetivou analisar a biocompatibilidade de células-
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tronco mesenquimais de geleia de Wharton em scaffold a base de 6leo de Buriti

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Culturas de células-tronco mesenquimais de caprinos

Foram utilizadas células-tronco mesenquimais de geleia de Wharton de caprino
(MSCWJ) previamente caracterizadas imunofenoticamente e criopreservadas no Nucleo
Integrado de Morfologia e Pesquisa em Células-Tronco (NUPCelt) da Universidade Federal
do Piaui. As células apresentaram boa caracteristica plastico-aderente, crescimento celular
com fases bem definidas, capacidade de diferenciacdo celular nas linhas osteogénicas,
adipogénicas e condrogénicas, expressao fenotipica positiva para CD90 e CD105 e
auséncia de expressado de CD14 (SILVA, 2016).

Os MSCWJ foram descongelados em banho-maria a 37 ° C, posteriormente
centrifugadas a 1000G por 10 minutos e cultivadas em meio DMEM F12 suplementado com
soro fetal bovino a 20% (10437028 Gibco ™), penicilina a 1% e estreptomicina [10.000ug /
ml] (15140122 Gibco) , 1% de L-glutamina [2uM] (25030081 Gibco ™) e 1% de aminoacidos
néo essenciais (11140050 Gibco ™). A viabilidade celular foi determinada pelo método do
azul de Trypan.

2.2 Biointegracao das MSCWJ

A adesdo do MSCWJ a matriz porosa a base de dleo de buriti, cedida pelo
Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avangados (LIMAV) da Universidade Federal do
Piaui, Teresina-PI, foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e analise
histolégica. Para tanto, 1x105 foram cultivadas na matriz e apds trés dias de cultura, trés
amostras foram destinadas ao MEV fixadas com glutaraldeido a 2,5% por 24 horas, lavadas
com PBS e desidratadas com troca lenta de agua, utilizando uma série de diluicdes de etanol
(30%, 55%, 70%, 88%, 96% e 100%) por 20 minutos cada. ApOs a secagem, as amostras
foram depositadas em tiras de carbono em suportes de aluminio e metalizadas com ouro.
As micrografias foram coletadas de elétrons secundarios, utilizando um microscépio
eletrénico de varredura (QUANTA FEG 250). As dimensdes dos poros foram determinadas
individualmente através do processamento de imagens usando o programa ImagedJ. Para
analise histologica, outras trés amostras cultivadas foram embebidas em meio de incluséo
(Eadypath, Erviegas, Brasil), resfriadas a - 40 ° C e seccionado em criostato (HYRAX C 25,
Zeiss, Alemanha) com uma espessura de 5 um e corado com eosina e hematoxilina.

2.3 Analises da Biocompatibilidade

2.3.1 Teste de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium)

A citotoxicidade do scaffold foi avaliada pelo teste MTT. Em uma placa de 24 pocos,

Politica, Planejamento e Gestao em Saude Capitulo 9



500 mL de meio DMEM F12 suplementado e cerca de 1x 10° células-tronco caprinas foram
adicionadas por pogo. Eles foram entéo incubados a 37 ° C em 5% de CO, por 24 h para
permitir a adesao celular. Apés esse periodo, foram realizadas duas lavagens com meio
DMEM F12 suplementado para remover as células que ndo aderiram. Posteriormente, a
matriz tridimensional foi adicionada, em triplicata. As células foram entdo incubadas por
24, 48 e 72 h. No final da incubagéo, 50 mL de MTT (M2003 Sigma-Aldrich) diluido em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) foram adicionados a uma concentragéo final
de 5 mg / mL (10% do volume) e foram incubados por mais 4. h a 37 ° C em 5% de CO,,.
O sobrenadante foi entdo descartado e 100 mL de dimetilsulféxido (DMSO: 99% - 276855
Sigma-Aldrich) foram adicionados a todos 0s pocos. A placa foi agitada durante 30 min
a temperatura ambiente para completar a dissolugao da formazan. Finalmente, a leitura
espectrofotométrica foi realizada a 550 nm em um leitor de placas ELISA. O meio DMEM
F12 suplementado foi usado como controle (100% de viabilidade).

2.3.2 Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica foi investigada incubando o scaffold com uma suspenséo
de 5% de globulos vermelhos de caprino por 1 h a 37 ° C em tubos de ensaio. A reacéo
foi retardada pela adicao de 200 mL de PBS e, em seguida, a suspenséo foi centrifugada
a 1000 g por 10 min. A lise celular foi entdo medida com um leitor de placas ELISA (540
nm). A auséncia de hemdlise (controle em branco) ou hemdlise total (controle positivo)
foi determinada por agua estéril PBS ou Milli-Q, respectivamente. Os resultados foram
determinados pela porcentagem de hemdlise em comparagéo ao controle positivo, e 0s
experimentos foram realizados em triplicata.

2.4 Analise estatistica

Os testes T ou ANOVA de andlise de variancia, seguidos pelo teste de Tukey, foram
realizados no programa GraphPad Prism verséo 7.0, assumindo o valor de p <0,05 como o
nivel maximo de significancia estatistica.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise da microscopia eletrdnica de varredura mostrou que a matriz possui em
sua estrutura micro e macroporos (Figura 1A), com dimensdes variando de 10 ym a 178
um, tamanho médio de 78 um. De acordo com Yan et al. (2015), a presenca de poros
com diametro menor que 20 um é Util para ativar nutrientes e metabdlitos e poros com
didametro maior que 100 um, necessarios para a proliferacdo e migracéo celular. Essas
caracteristicas se assemelham as encontradas por Bhaskar et al. (2018) na anélise de
poliuretanos com adicao de PEG. Ja Bellincanta et al. (2011) obtiveram tamanhos de poros
variando de 5 a 7 ofm de seus poliuretanos, enquanto De Macedo et al. (2017) diametros
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relatados de 50 a 350 um. A variagdo no diametro dos poros do poliuretano ocorre devido
aos fatores relacionados aos reagentes e a temperatura, que podem alterar o carater do
material. As figuras 2B, 2C e 2D mostram a adesdo da MSCWJ cultivadas na matriz 3D
de buriti, em muitos pontos, mantendo-se intactas, fato evidenciado principalmente pela

presenca de células em toda matriz.

Figura 1: Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) do scaffold de 6leo de Buriti cultivado
com células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton. (A) A estrutura porosa do scaffold
é observada; (B) MSCWJ com formato arredondado ou fibroblastoide; (C) e (D) MEV
evidenciando a MSCWJ com morfologia arredondada fixada no scaffold. Analise apés 3 dias de
cultivo.

Fonte: Arquivo pessoal

A figura 2 demonstra que a matriz de buriti apés 72 horas de cultura possui um
grande numero de células com formato fibroblastoide e arredondadas. Destaca-se a
presenca de células-tronco em varias camadas da matriz. Esses resultados revelam
funcionamento efetivo do scaffold como uma estrutura para o crescimento celular, e o
tamanho e a interconectividade dos poros sdo adequados, pois houve adeséao e integracéo

celular.
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Figura 2: Fotomicrografia da matriz porosa de 6leo de buriti cultivado com células-tronco
mesenquimais da geléia Wharton. Em (A) a estrutura porosa do scaffold & observada com
a presenca de MSCWJ, (B) e (C) a seta aponta para MSCWJ com formato arredondado/
fibroblastico. Analise ap6s trés dias de cultivo.

Fonte: Arquivo pessoal

Na avaliacdo da viabilidade celular, a matriz ndo exibiu atividade citotéxica nas
MSCWJ e aumentou progressivamente a viabilidade celular (Figura 3A). As avaliagdes
realizadas nas 24, 48 e 72 horas aumentaram o metabolismo celular em 12%, 28% (p
<0,05) e 62% (p <0,001). Sugere-se que esse aumento se deva a expansao das células
no scaffold, demonstrando ser um biomaterial que promove um ambiente propicio ao
crescimento e multiplicagdo dessas células. Esses resultados corroboram com Barrioni
et al. (2015). O trabalho, usando poliuretanos, ndo mostrou citotoxicidade, no entanto,
nossa matriz de buriti aumentou a viabilidade das células em fungédo da expansibilidade
das células. O scaffold, quando em contato com as células sanguineas, ndo apresenta
atividade hemolitica (Figura 3B), resultado semelhante ao descrito por Jaganathan e Mani
(2019), Yuan et al. (2008). Ja Peng et al. (2018) em trabalho com poliuretanos comerciais,
Tecoflex®, demonstrou atividade hemolitica, enquanto neste estudo apresentou resultado
satisfatério com menor atividade hemolitica.

A) 200 B)

_ 100+
S 150 .
£ 80
2 -
5] 4 X
S 100 3 60
Z 504 £ 40-
= =

| 204

Controle 24 hour 48 hour 72 hour
Seaffold de Buriti 0- Controle

Scaffold de Buriti

Figura 3: Efeito do scaffold de 6leo de buriti na viabilidade de células de mamiferos. A)
Viabilidade da MSCWUJ no polimero de éleo de buriti com polietilenoglicol. B) Atividade
hemolitica do polimero de 6leo de buriti com polietilenoglicol. Cada ponto representa média +
erro padrao da média de trés experimentos independentes realizados em duplicata, com um
limite de confianca de 95%. Sendo p <0,05.
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41 CONCLUSAO

O scaffold formado pelo poliuretano do éleo de buriti com polietilenoglicol apresenta
arranjo amorfo, com micro e macroporos e auséncia de efeitos toxicos para as células-
tronco mesenquimais da geleia Wharton, sendo um biomaterial seguro e com uso potencial

para aplicabilidades in vivo.
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