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Introducdo: A area biomédica e biotecnolégica, tem sido impulsionada pelo
conhecimento tecnocientifico, resultando em descoberta e desenvolvimento
terapéutico na medicina regenerativa. Produtos de Terapia avancada (PTA),
como terapia celular, terapia génica e engenharia de tecidos, baseados em
cultivo de células in vitro, estdo sendo utilizados para prevenir e tratar doencas,
visando cura e melhoria da qualidade de vida. As células mesenquimais
estromais (MSCs) sdao amplamente utilizadas, sendo obtidas de tecidos
biolégicos e podendo ser utilizadas de forma autéloga ou alogénica. O foco na
terapia celular destaca seu potencial inovador e as MSCs obtidas de tecido
adiposo, em particular, sdo valorizadas por suas propriedades
imunomoduladoras, anti-inflamatérias e capacidade de diferenciacdo. Além das
células MSCs, tem sido descrito na literatura a utilizacdo de células de
cartilagem do septo nasal, que sdo células multipotentes e possuem grande
capacidade de se diferenciar para a via condrogénica e osteogénica. Os
fibroblastos (HFB) da derme desempenham um papel importante na
manutencao da integridade do tecido conjuntivo, e ndo possuem a capacidade
de se diferenciar para as vias condrogénica, adipogénica e osteogénica, por
esse motivo sdo usados como controle negativo dos experimentos. Objetivo: O
objetivo deste trabalho é a padronizacdo de ensaios para o estabelecimento de
parametros qualitativos ou quantitativos de qualidade de MSCs que possuem
propésito de uso como PTA. Metodologia: A obtencéo das culturas primarias de
MSC e fenotipagem seguiram a RDC-ANVISA 836/2023 e as Boas Préticas de
Métodos in Vitro nas instalacbes do Laboratorio de Medicina Regenerativa
(LMR) da UNIFASE para a realizacdo das metodologias utilizadas na
qualificacdo de células e PTA. Foram realizados ensaios para a padronizacao
de métodos para determinacdo da quantificacdo, viabilidade, capacidade
proliferativa e estados proliferativo e apoptético das células; e para a
determinacdo da poténcia, foram realizados ensaios de diferenciacao celular
para as linhagens adipogénicas e osteogénicas. As células MSCs (n=7)
passaram pelos ensaios de testes microbiolégicos para fungos, bactérias e
micoplasmas, para garantir a pureza das células utilizadas. Para avaliagédo de
poténcia, as células foram induzidas para via adipogénica e osteogénica. Para
a revelagdo da inducéo adipogénica, foi utilizada coloragdo com Oil Red, o qual
possui afinidade por lipidios. O ensaio de inducéo para via osteogénica, utilizou
as coloracdes para cristais de célcio com solugcdo de Vermelho de Alizarina e
com solucéo de Von Kossa. Para medidas quantitativas, o corante alizarina red
adsorvido na coloracgéo, foi extraido com uso de solucdo de metanol e acido
acético (1:2) ou DMSO e, em seguida, medido em espectrofotdmetro a 450 nm



e 405 nm, respectivamente. Para a avaliagdo da coloragdo com Von Kossa,
foram adquiridas imagens em microscopio Optico invertido EVOS 5000, as
quais foram analisadas com uso do software IMAGEJ. Resultados: Até o
momento, 0s ensaios empregados foram considerados qualitativos, com
excecao do método de inducao a osteogénese, que evoluiu para a geracao de
dados gquantitativos, tanto pela extracdo do corante (Vermelho de Alizarina),
como pela andlise das imagens (Von Kossa). Nossos dados demonstram que a
coloragdo com Von Kossa cora de forma mais especifica, quando comparada a
de Vermelho de Alizarina. A literatura aponta a coloracdo com Vermelho de
Alizarina como sendo a preferencial e como padrdo ouro. NOSsoOs ensaios
seguem sendo realizados com maior nUmero de amostras, para gerar dados
robustos de repetibilidade e reprodutibilidade, para que entre em harmonia com
a literatura ou para que seja relatado como discordante. O equipamento
BACTEC BD, considerado aprovado pela ANVISA para realizagdo de ensaios
alternativos validados, foi utilizado nesta metodologia para a deteccdo da
presenca de fungos e bactérias, porém devera seguir para validacdo de
método para o produto especifico de PTA. Concluséo: Tendo em vista que toda
metodologia adotada serd de grande importancia para a comunidade
tecnocientifica e que a utilizacdo dessas células € muito demonstrada em
ensaios clinicos e pesquisas pré-clinicas, os resultados deste trabalho séo
promissores em eficacia e seguranca. Vale ressaltar, a necessidade de mais
estudos para determinar a aplicacdo ideal em diferentes condi¢des in vitro e
aprimorar protocolos de isolamento e expansao das MSCs. O desenvolvimento
continuo e pesquisa sdo cruciais para elucidar todo o potencial terapéutico
dessas células.
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