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RESUMO

O armazenamento celular e tecidual para uso em terapia regenerativa e
desenvolvimento de pesquisas, torna-se uma questdo importante a medida que a
expectativa de vida aumenta. Este trabalho se propds avaliar os efeitos de campos
magnéticos estaticos unidirecionais durante o processo de criopreservacao inicial de
células e de tecido pulpar de dentes terceiros molares humanos higidos. Foram
obtidas polpas dentarias (n=39) de terceiros molares extraidos, que foram divididas
para avaliagao celular (n=3) de viabilidade e avaliagdo tecidual (n=36) para obtencao
de células do tecido pulpar. Para avaliagdo celular, células isoladas e expandidas,
compuseram 0s grupos: Grupo [: controle, células submetidas a criopreservacéao
inicial por método convencional, Grupo |IlI: controle, células submetidas a
criopreservacao inicial lenta; Grupo lll: células submetidas a criopreservacao inicial
lenta, associado a 150mT; Grupo IV: células submetidas a criopreservacao inicial
lenta, associado a 290mT; Grupo V: células submetidas a criopreservacao inicial
lenta, associado a 360mT. Durante a criopreservacdo as células foram suspensas
em meios de congelamento contento 0, 3 e 10% de DMSO (dimetilsulféxido): Gl-II-
H-IV-V 0%, GlI-lI-llI-IV-V 3% e GI-lI-lllI-IV-V 10%. Para avaliacdo tecidual as
amostras criopreservadas inicialmente em método convencional, formaram os
grupos: Grupo |: polpas submetidas a criopreservacéo inicial sem campo magnético
(GI); Grupo II: polpas submetidas a criopreservacao inicial associada a 150mT (GllI);
Grupo llI: polpas submetidas a criopreservacao inicial associada a 290mT (GllII);
Grupo 1V: polpas submetidas a criopreservacao inicial associada a 360mT (GIV).
Amostras das avaliacdes celular e tecidual, apOs criopreservacdo inicial, foram
armazenadas em nitrogénio liquido por 7 dias. Apdés o0 processo de
descongelamento a viabilidade celular foi mensurada por trypan blue e a eficiéncia
de obtencdo de células a partir da polpa criopreservada, por observacdo Optica
diaria. Os resultados foram semelhantes para as taxas de viabilidade imediatamente
apos descongelamento celular para GI-1I-llI-IV-V 0%, GI-II-llI-IV-V 3% e GI-II-llI-IV-V
10% (p>0.05). Enquanto a viabilidade apds 96h de subcultivo celular, os valores de
GI-lI-1I-IV-V 0% foram inferiores aos de GlI-lI-llI-IV-V 3% e GI-lI-llI-IV-V 10%
(p<0.05). As células de polpa dentaria expostas ao campo magnético durante a
criopreservacao tiveram um efeito positivo nas taxas de viabilidade apos 96h de

subcultivo, quando o meio de congelamento foi de 0% DMSO (p<0.05). Foi possivel



obter células da polpa dos quatro grupos da avaliagdo tecidual, sendo que o GIV
apresentou maior taxa de eficiéncia. Pode-se concluir que a intensidade do campo
magnético e a concentragdo de DMSO testados ndo influenciaram na taxa de
viabilidade mensurada por trypan blue, imediatamente apdés o descongelamento.
Entretanto, promoveu diferenga estatistica nos valores de GI-lI-IlI-1V-V 0% apds 96h
de subcultivo celular. A intensidade do campo magnético foi diretamente

proporcional a eficiéncia de obtencéo de células a partir de polpa criopreservada.

Palavras-chave : criopreservag¢do, campo magnético, polpa dentaria.



ABSTRACT

Cell and tissue banking for use in regenerative therapy and research development
becomes an important issue as life expectancy increases. This work aimed to
evaluate the effects of unidirectional static magnetic fields during the initial
cryopreservation process of cells and pulp tissue of healthy human third molar teeth.
Dental pulps (n = 39) were obtained from third molars extracted, which were divided
for cellular evaluation (n = 3) of viability and tissue evaluation (n = 36) to isolate
dental pulp cells. For cell evaluation, isolated and expanded cells comprised the
following groups: Group I: control, cells submitted to initial cryopreservation by
conventional method; Group II: control, cells submitted to initial slow freezing; Group
[ll: cells submitted to initial slow freezing with 150mT; Group IV: cells submitted to
initial slow freezing with 290mT; Group V: cells submitted to initial slow freezing with
360mT. During cryopreservation the cells were suspended in freezing medium
containing 0, 3 and 10% DMSO (dimethylsulfoxide): GI-lI-lll-IV-V 0%, GI-II-llI-IV-V
3% and GlI- II-llI-IV-V 10%. For tissue evaluation, samples initially freezing in a
conventional method comprised the following groups: Group |: pulps submitted to
initial freezing without magnetic field (Gl); Group Il: pulps submitted to the initial
freezing with 150mT (Gll); Group llI: pulps submitted to initial freezing with 290mT
(GlI); Group IV: pulps submitted to the initial freezing with 360mT (GIV). Samples
from cellular and tissue evaluations, after initial cryopreservation were stored in
liquid nitrogen for 7 days. After the thawing process the cellular viability was
measured by trypan blue and the efficiency of obtaining cells from the cryopreserved
pulp by daily microscopic observation. The results showed that cell survival rates
were similar between control groups and experimental groups at concentrations of
0%, 3% and 10% DMSO (p>0.05). After 96h of culture, the proliferation rate was
higher for the groups exposed to the freezing medium with 3% and 10% DMSO, than
DMSO free groups (p<0.05). Dental pulp cells exposed to magnetic field during
freezing had a positive effect on the proliferating rate when the freezing medium was
DMSO free (p<0.05). It was possible to obtain cells from all groups of the tissue
analysis, and the GIV exhibited the highest efficiency rate. In conclusion, the
magnetic field strength and the DMSO concentration tested, did not influence the
viability rate measured by trypan blue immediately after thawing. But that promoted

difference in the values of GI-1I-llI-IV-V 0% after 96h of cellular culture. The increase



of magnetic field was directly proportional to the efficiency rate of dental pulp cell

isolation from cryopreserved tissue.

Keywords : cryopreservation, magnetic fields, dental pulp.
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1 INTRODUCAO

O armazenamento tecidual e celular ganhou maior visibilidade com o surgimento
dos biobancos, que ampliaram as possibilidades de desenvolvimento de pesquisas
regionais e multicéntricas, a partir de um grande niumero de amostras criopreservadas.

A necessidade de manter as células vivas por um longo periodo sem a perda de
suas funcgodes levou ao desenvolvimento de métodos de criopreservacgéo, que tém como
objetivo cessar reversivelmente, de forma controlada, todas as funcdes biolégicas dos
tecidos vivos em uma temperatura ultra baixa, geralmente por volta de -196 (DE
SANTIS; PRATA, 2009; Jl et al., 2014).

O processo de criopreservacdo envolve fendmenos fisico-quimicos
complexos. Diversos estudos criobiolégicos como Ragoonanan et al. (2010),
Giovantu et al. (2012), Ji et al. (2014), Davies et al. (2014), Lin et al. (2015)
centraram-se em descobrir 0 que ocorre exatamente no resfriamento de células
viaveis e como os danos causados podem ser revertidos.

Como a agua é o principal componente dos organismos e precisa estar
disponivel para que haja vida, todo o metabolismo celular paralisa quando a agua
que forma seu sistema se converte em gelo. As células normalmente resistem a
reducdo de temperatura, todavia ndo suportam a formacdo de cristais de gelo
intracelular, que podem ocasionar lesdo mecanica, e/ou determinar a retirada de
agua do sistema, levando ao desequilibrio osmaético com consequente desidratacdo
celular, este ocorre, geralmente, quando células em suspensado sdo criopreservadas
em baixa velocidade e esse quando o método de congelamento ocorre em alta
velocidade (WOLFE; BRYANT, 2001).

O congelamento lento € um método de criopreservacédo caracterizado pelo
decaimento programado e gradual da temperatura, pré-determinada por um gréafico de
congelamento. O procedimento requer o investimento em um congelador de
decaimento progressivo de temperatura e dependendo do grafico de criopreservacao, o
ciclo pode ser longo. Por outro lado, o congelamento convencional em freezer mecanico
-80C, é um método de congelamento de velocidade mais rapida, que requer técnica
mais simples, o uso de equipamento menos dispendioso, entretanto, ndo ha precisao
da taxa de decaimento de temperatura se comparado ao congelamento lento.

Para minimizar os efeitos danosos causados as células durante o

congelamento faz-se necessario a utilizacdo de uma substancia, que controle a
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formacdo de cristais de gelo e o problema osmoético, chamada agente
criopreservante (JANZ, 2010). O agente crioprotetor pode ser adicionado ao meio,
para conferir protecdo as ceélulas durante o processo de congelamento e
descongelamento celular e tecidual, sendo imprescindivel a sua presenca sobre todo
o tecido vital, para viabilizar sua agéo.

O DMSO (dimetilsulféxido) € o agente crioprotetor mais utilizado na
criopreservacdo celular, normalmente em concentracbes de 5% a 10%. E um
composto higroscopico, polar, incolor, inodoro, de baixo peso molecular.
Aparentemente, a funcdo desse agente é essencialmente "coligativa”, ou seja, de
"captura” das moléculas de &gua livre, o que leva a reducdo da quantidade de gelo
formada, diminuicdo da temperatura do ponto de congelamento e aumento do ponto
de vitrificacdo. Esta substancia penetra em tecidos e células rapidamente, o que
constitui uma vantagem apreciavel. No entanto, em temperatura ambiente, 0 DMSO
€ toxico (SANTIS; PRATA, 2009).

Associar outra estratégia ao processo de criopreservacédo com a finalidade de
proporcionar maiores taxas de viabilidade apos o descongelamento celular e tecidual
e que, concomitantemente, possibilitasse a reducdo da concentragdo do DMSO no
meio de congelamento, € uma questéo relevante neste processo.

Com o intuito de otimizar a qualidade de produtos alimenticios congelados,
Hirasawa et al. (2000) foram pioneiros em associar ondas eletromagnéticas durante
o0 processo de criopreservacdo. Na induastria alimenticia, outros pesquisadores
investigaram a acdo de outras modalidades do campo magnético: Owada & Kurita
(2001), Owada (2007); Owada & Saito (2010) analisaram o uso de campo magnético
estético e oscilatério somado ao campo elétrico; enquanto Ino et al. (2005), Sato &
Fujita (2008), Mihara et al. (2012) avaliaram o campo magnético oscilatério,
isoladamente.

Nao s6 a industria alimenticia como outras areas tiveram interesse em adotar
0 campo magnético como estratégia para criopreservacdao de ceélulas, tecidos e
orgaos. Na odontologia, associou campo magnético na criopreservacao celular de
DPSCs (Dental Pulp Stem Cell), de células do ligamento periodontal de dentes
permanentes, assim como 0 armazenamento tecidual da polpa dentaria ou até
mesmo do dente inteiro (LIN et al., 2014; KAKU et al., 2010; LEE et al., 2010). O
isolamento celular a partir de tecido criopreservado passou a ganhar a atencédo, uma

vez que o uso das células e da polpa dentaria, nem sempre se faz obrigatdrio logo
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apos a exodontia. Além da estocagem permitir reducdo de custos com o
processamento tecidual imediato, assim como a otimizagcdo de todo o processo
laboratorial.

No ano de 2010, Owada & Saito tornaram publico o primeiro estudo no qual
se avaliou o efeito do campo magnético em células vivas, durante o processo de
criopreservacao. A partir desse mesmo ano trabalhos de Lee et al. (2010) e Kaku et
al. (2010), divulgaram resultados sobre a avaliacdo da taxa de proliferacdo e a
viabilidade celular de dente permanente integro e de células do ligamento
periodontal quando submetidos ao processo de criopreservagdo associado ao uso
do campo magnético. Como resultados desses experimentos foram observados uma
taxa de proliferacédo e de viabilidade celular maior do grupo teste quando comparado
aos respectivos grupos controle.

O uso do campo magnético como estratégia no processo de criopreservacao
representou um avanco significativo para a area de tecnologia de congelamento. Por
outro lado, ainda nédo se conhece um modelo que possa explicar como o0 campo
magnético pode afetar o sistema biologico (MENDONCA et al., 2010).

A maior parte das pesquisas que avaliam a criopreservagao associada ao
campo magnético com tecido dental adota como amostra DPSCs e utilizam campo
magneético de intensidade baixa (0.01mT). Ja estudo de Lin et al. (2014) apontou
aumento na viabilidade celular apos descongelamento de DPSCs, quando o
processo de congelamento foi associado a intensidades de campo magnético mais
elevadas (0.1T,0.4T,0.6T,0.8T).

Fundamentada nas publicacbes anteriormente citadas e diante de resultados
promissores que empregam 0 campo magnético durante a criopreservacao tecidual
e celular, este trabalho buscou avaliar o efeito do campo magnético de diferentes

intensidades das publicadas durante a criopreservacéo celular e tecidual.
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2 PROPOSICAO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de campos magnéticos estaticos unidirecionais de
diferentes intensidades durante o processo de criopreservacao de células da polpa

dentaria e do tecido pulpar de dentes terceiros molares humanos higidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliacao celular de viabilidade

2.2.1.1 Avaliar se 0 campo magnético aplicado durante a criopreservacao inicial,
influencia na taxa de viabilidade celular imediatamente ap0s o descongelamento e
apos 96h de subcultivo celular;

2.2.1.2 Avaliar se a concentragdo do agente crioprotetor influencia na viabilidade
celular imediatamente pds-descongelamento e apds 96h de subcultivo celular;
2.2.1.3. Avaliar se 0 método de criopreservacao inicial (convencional e lento),
influencia na viabilidade celular nos grupos sem aplicagdo de campo magnético

estatico.

2.2.2 Avaliacao tecidual para obtencéo de células

2.2.2.1 Avaliar a eficiéncia de obtencéo de células da polpa dentaria humana, apos

criopreservacao tecidual associada a campo magnético.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

O presente estudo foi submetido e aprovado do CEP/UFJF (Comité de Etica
em Pesquisa Humana da Universidade Federal de Juiz de Fora) e aprovado em
janeiro de 2016 sob o CAAE (Certificado de Apresentacido para Apreciacdo Etica):
51518015.9.0000.5147 (ANEXO A), juntamente com os seguintes termos: TCLE
(Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) (APENDICE A), termo de
assentimento livre e esclarecido (APENDICE B) e o TCLE para responsavel do
menor (APENDICE C). Todos os voluntarios da pesquisa receberam um TCLE
especifico conforme sua idade e somente foram integrados ao estudo, apos
concordancia e assinatura do termo.

Foram incluidas nesta pesquisa amostras de dentes terceiros molares
humanos higidos, extraidos com vitalidade pulpar de voluntarios com idade até 30
anos. Como critérios de exclusédo, pode-se destacar: pacientes sindromicos; dentes
extraidos e armazenados por mais de 48 horas em meio de transporte e dentes
seccionados no trans-cirargico. Os pacientes foram avaliados em um setor
especializado da Faculdade de Odontologia, denominado Triagem e encaminhados
para as clinicas de especialidades, onde foram atendidos nas disciplinas clinicas de
Cirurgia da FO-UFJF (Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Juiz de
Fora), na cidade de Juiz de Fora, pelos alunos de graduacdo e sob supervisdo do
pesquisador responsavel. O paciente com dente vital que concordou com o
tratamento de exodontia, foi convidado a participar deste estudo. O estudo se iniciou
apenas apoOs autorizacdo, por cada paciente, por assinatura do TCLE especifico

para cada idade.

3.1.1 Delineamento experimental

A amostragem total foi composta por 39 (trinta e nove) dentes terceiros
molares higidos de pacientes de até 30 (trinta) anos de idade, com vitalidade pulpar
e indicacdo prévia de exodontia, que seriam desprezados apd6s o0 procedimento
cirdrgico. Destes 3 (trés) dentes foram direcionados para avaliacéo celular, e os 36

(trinta e seis) dentes restantes para avaliacéo tecidual.



23

As amostras para avaliacdo celular (n=3) tiveram o tecido pulpar removido da
estrutura rigida do dente e posto em cultivo. ApOs expansao celular, e
imediatamente antes do processo de criopreservacdo foi composto os seguintes
grupos: Grupo |[|: controle/ sem campo magnético, células submetidas a
criopreservacao inicial em freezer -80C; Grupo IlI: controle/ sem campo magnético,
células submetidas a criopreservacdo inicial em congelador de decaimento
progressivo de temperatura; Grupo lll: células submetidas a criopreservacgao inicial
em congelador de decaimento progressivo de temperatura, associado a campo
magnético de 150mT; Grupo IV: células submetidas a criopreservacao inicial em
congelador de decaimento progressivo de temperatura, associado a campo
magnético de 290mT; Grupo V: células submetidas a criopreservacao inicial em
congelador de decaimento progressivo de temperatura, associado a campo
magnético de 360mT. Foram criopreservados trés criotubos de cada amostra, por
grupo, sendo que cada um com uma concentracdo diferente do agente
criopreservante. A composicdo dos dois meios de congelamento foi: 0% DMSO
(dimetilsulfoxido),100% SFB (Soro Fetal Bovino); 3% DMSO com 97% SFB e
10%DMSO com 90% SFB. Os grupos foram diferenciados segundo o meio de
congelamento, da seguinte forma: GI-lI-llI-IV-V 0%, GI-lI-llI-IV-V 3% e GI-lI-llI-IV-V
10% (Figura 1).

Freezer -80 °C Congelador de Decaimento Progressivo de Temperatura
overnight

=0

7 dias
Ij H H 0%DMS0 NL,

G10% Gll 0% Glll 0% GIV 0% GV 0%
B () (8 (F 2 =

Controle || Controle 150mT 290mT 360mT (n=3)
G13% Gl 3% Glll 3% GIV 3% GV 3%

Gian 7 dias

10%DMSO NL

Controle || Controle 150mT 290mT 360mT (w3)

6110% Gl 10% Gl 10% GIV 10% GV 10%

Figura 1- Delineamento experimental da avaliacéo celular. Fonte: arquivo pessoal.



24

As amostras para avaliacao tecidual (n=36) compuseram 0s seguintes grupos:
Grupo [: polpas submetidas a criopreservacao inicial sem campo magnético; Grupo
Il: polpas submetidas a criopreservacao inicial associada a campo magnético de
intensidade de 150mT; Grupo lll: polpas submetidas a criopreservacao inicial
associada a campo magnético de intensidade de 290mT; Grupo IV: polpas
submetidas a criopreservacao inicial associada a campo magnético de intensidade
de 360mT. As amostras de todos o0s grupos foram criopreservadas em
aproximadamente 1mL de meio de congelamento composto por 10% DMSO e 90%
SFB. A criopreservacéao inicial foi conduzida em freezer -80C overnight, para todos

0s grupos testados (Figura 2).

Freezer -80 °C overnight

Tl
Lo,
=]

Controle 150mT 290mT 360mT
Gl Gll Gl GIV (n=36)
(n=9) {n=9) (n=9) (n=9)

Figura 2 - Delineamento experimental da avaliagéo celular. Fonte: arquivo pessoal.

3.2 METODOS

3.2.1 Obtencéao do tecido pulpar

As cirurgias para a obtencdo dos dentes e seu processamento inicial
(acondicionamento dos dentes em meio de transporte apropriado apds a exodontia)
foram realizadas na clinica da disciplina Cirurgia Ill do Departamento de Clinicas
Odontolégicas da FO-UFJF. Os atendimentos e os procedimentos de exodontia
foram padronizados, segundo os protocolos de atendimento e de biosseguranca da
Instituicdo e obedeceram a mesma sequéncia operatéria. Faz-se importante citar
gue as intervencdes cirargicas obedeceram as rigorosas técnicas assepticas (uso de
campo cirargico estéril, anti-sepsia extra-oral com solu¢cdo de CHX (digluconato de
clorexidina) 0,12% (Manipulado em Farmacia de Manipulagdo Cavaliere, Juiz de
Fora, Brasil), anti-sepsia intra-oral com bochecho de solugéo de CHX 0,12% por um

minuto, uso de luvas cirdrgicas estéreis, instrumental esteéril).
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Imediatamente apds a exodontia, cada dente foi condicionado em um tubo
tipo Falcon de 50mL (KASVI, Curitiba, Brasil), individualmente, contendo 5mL de
meio de transporte, composto por 3% de Penicilina 10000UlI/mL/Estreptomicina
10000pg/mL (LCG biotecnologia, Cotia, Brasil) 2% de Anfotericina B 100x (Sigma
Aldrich Co LLC, St. Louis, Estados Unidos), 10mg/mL de estreptomicina (Sigma
Aldrich Co LLC, St. Louis, Estados Unidos) e 95% de PBS (Phosphate-Buffered-
Salin) (Vitrocell Embriolife, Campinas, Brasil) (Figura 3A). Os tubos foram mantidos
em condicdo hipotérmica, em isopor com material congelante reutilizavel (Polar

Técnica Comercial e Industrial LTDA., Sdo Bernardo do Campo, Brasil), até a

exposicao e remocao da polpa.

Figura 3 - Processamento inicial das amostras. (A) condicionamento do dente em tubo
Falcon em meio de transporte. (B) limpeza da superficie externa das amostras com curetas
periodontais. (C) anti-sepsia das amostras através submerséo parcial em digluconato de
clorexidina 0,12%. Fonte: arquivo pessoal.

O isopor foi conduzido ao Laboratorio Biobanco Polpa Dental situado na FO-
UFJF, onde foi realizado o processamento in vitro das células mesenquimais
indiferenciadas da polpa. Cada dente foi retirado do tubo tipo Falcon e teve sua
superficie externa raspada com curetas periodontais (Golgran, Sdo Caetano do Sul,
Brasil) estéreis (Figura 3B). Os dentes que apresentaram processo de rizogénese
incompleta tiveram a papila apical removida por curetas periodontais estéreis. Em
seguida, os dentes foram submetidos a imersdo parcial (por¢cdes corondria e %
radiculares) em solucédo de CHX 0,12% por um minuto de modo a evitar o contato da
solucéo anti-séptica com a porcédo apical da raiz (Figura 3C). Com o uso de motor de
suspensdo (Beltec Industria e Comércio de Equipamentos Odontoldgicos,
Araraquara, Brasil) e disco de carborundum (Dentorium Products Co. Inc., Nova
York, Estados Unidos), foi realizado um sulco de aproximadamente 1,5mm de
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profundidade em toda extensdo da juncdo amelo-cementéaria (colo do dente) sob
irrigacao de solucéo de cloreto de sédio a 0,9% estéril (I. P. Industria Farmacéutica
S.A., Ribeirdo Preto, Brasil) acoplado ao infusor pressurizado (Smiths Medical do
Brasil Produtos Hospitalares, S&o Paulo, Brasil) e sistema de irrigacdo externa
(Dentoflex, Sao Paulo, Brasil) (Figura 4A). Este procedimento foi desenvolvido no
interior de uma estrutura de aco inoxidavel estéril, envolto por plastico filme
transparente (Térmica Embalagens Plasticas, Juiz de Fora, Brasil). A fratura
completa do dente foi realizada através de aplicacao de forca com auxilio de forceps
odontoldgico (Instrumentos Cirdrgicos Esmeralda, Cajamar, Brasil) estéril (Figura
4B).

Figura 4 - Obtencdo do tecido pulpar. (A) Confeccdo de sulco com disco de corte sob
irrigacdo. (B) Fratura do dente com auxilio de férceps odontolégico estéril. (C) Remoc¢ao do
tecido pulpar com lima endodéntica. Fonte: arquivo pessoal.

Desta forma, a polpa foi exposta e removida com auxilio de limas
endoddnticas manuais (Dentsply, Catanduva, Brasil) e ou escavadores de dentina
(Golgran, Sao Caetano do Sul, Brasil) estéreis (Figura 4C) e colocadas em um tubo
tipo Falcon de 15mL (JetBiofil, Guangzhou, China) contendo 2mL de solucdo de
manutencao (3% de penicilina e estreptomicina e 97% de PBS (1x)) e levado ao
fluxo laminar (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos). As polpas
dentarias foram submetidas a trés processos de lavagem em centrifuga (DJB
Labcare LTD., Buckinghamshire, Inglaterra), a 210G por 2min. As duas primeiras

lavagens foram realizadas em solu¢cdo de manutencdo, sendo que a cada lavagem
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as solucdes foram renovadas, objetivando eliminar possiveis contaminacdes. E uma

ltima lavagem em solu¢é@o tamponada de 100% de PBS.

3.2.2 Criopreservacao

A criopreservacao inicial para a avaliagdo celular, foi realizada com as trés
linhagens expandidas, na  4° passagem. Foram criopreservadas
5x10°células/criotubo. O processo de criopreservacao inicial para os grupos GlI-IlI-
IV-V 0%, GII-lll-IV-V 3% e GII-lll-IV-V 10% foi executado em congelador de
decaimento progressivo de temperatura (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados
Unidos), segundo a sequéncia: iniciou na temperatura de 10C e decaiu até 0C
(1C/min), e foi mantida a 0C por 10 minutos. Logo ap0s, a temperatura decaiu de
0T até -30C (1<C/min), seguido de novo decaimento até -60C (3T/min) (Figura
5A). O uso desse congelador foi possivel através da colaboragcdo do IMUNOCET
(Centro de Tecnologia Celular e Imunologia Aplicada). Durante este processo inicial
de criopreservacdo, 0s grupos que apresentam em sua descricido associacao de
campo magnético, tiveram os criotubos inseridos em estruturas de imas de neodimio
com as intensidades de campo magnéticos determinados por cada grupo (Figura
5B). Enquanto que os grupos Gl 0%, Gl 3% e Gl 10%, os criotubos foram colocados
no freezer -80C overnight, para a criopreservacao inicial. Apds a concluséo desta
fase inicial de criopreservacéo, amostras de todos os grupos foram submetidas aos
mesmos passos. Os criotubos de todos os grupos, foram entdo, transferidos e
mantidos em botijdo de nitrogénio liquido (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Estados Unidos) por 7 (sete) dias, localizados no Laboratorio Biobanco Polpa Dental
da FO-UFJF. O descongelamento foi realizado através de contato imediato dos
criotubos em banho-maria (Solab Cientifica, Piracicaba, Brasil) a 37C por 1min e
postos em subcultivo por 96h.
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Figura 5 - Criopreservacao inicial para avaliacao celular. (A) Gréafico do programa de
decaimento de temperatura controlada realizado na criopreservagéao inicial para avaliagdo
celular. (B) Distribuicdo das amostras no congelador durante o ciclo de criopreservagao
inicial. Fonte: arquivo pessoal.

Enquanto que a criopreservacao para avaliacdo tecidual, as polpas dentarias
dos quatro grupos, em meio de transporte pulpar (Figura 6A), foram levadas ao fluxo
laminar e dispensadas, individualmente, em criotubos de capacidade de 2mL
(KASVI, Canada), contendo aproximadamente 1mL de meio de congelamento
(Figura 6B).

Figura 6 - Processamento do tecido pulpar. (A) Tecido pulpar em meio de transporte pulpar.
(B) Tecido pulpar em meio de congelamento acondicionado em criotubo. Fonte: arquivo
pessoal.

Foi adotado como meio de congelamento, solucdo de 10% DMSO (Sigma
Aldrich Co LLC, St. Louis, Estados Unidos) e 90% de SFB (LCG biotecnologia,
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Cotia, Brasil). O processo de criopreservacao inicial foi realizado por um periodo
overnight em freezer -80T foi desenvolvido no laboratério d o mestrado em Clinica
Odontolégica da FO-UFJF. Os criotubos foram inseridos nas estruturas de imas de
neodimio (Figura 7A), previamente ao inicio do ciclo de congelamento, conforme o
grupo experimental que constituiram. Uma vez o0s criotubos posicionados nas
estruturas de ima (Figura 7B), o conjunto criotubo/estrutura (Grupos II, Ill, 1V) ou
somente criotubo (Grupo I) foram ainda, inseridos em caixas de isopor preenchidas
por gaze (Dental Cremer Produtos Odontolégicos S/A, Blumenau, Brasil) (Figura
7C), durante este processo. Em um mesmo ciclo de congelamento, amostras

pertencentes aos 4 grupos estavam presentes no congelador (Figura 7D).

Figura 7 - Criopreservacdao inicial para avaliacdo tecidual. (A) Estrutura de ima de neodimio
confeccionada para o desenvolvimento deste estudo. (B) Criotubos inseridos na estrutura de
ima de neodimio. (C) Conjunto estrutura de imé&/criotubos em caixa de isopor e gaze. (D)
Distribuicdo das caixas de isopor, contendo as amostras de cada grupo, no freezer -80<C,
durante o ciclo de criopreservacao inicial. Fonte: arquivo pessoal.




30

Apés a conclusdo da criopreservagdo inicial, apenas os criotubos, foram
transferidos e mantidos em botijdo de nitrogénio liquido (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Estados Unidos) por 7 (sete) dias, localizados no Laboratorio do Banco de
Dentes Humanos da FO-UFJF. O cultivo e os experimentos in vitro foram realizados
no Laboratério do Banco de Dentes Humanos da FO-UFJF. ApGs o periodo de 7
(sete) dias de criopreservacdo em nitrogénio, as polpas dentarias foram
descongeladas. O descongelamento foi realizado através de contato imediato dos
criotubos em banho-maria (Solab Cientifica, Piracicaba, Brasil) a 37<C por 1min. Os
criotubos foram levados ao fluxo laminar. Em seguida, cada polpa dentéria foi
colocado em tubos tipo Falcon de 15mL, juntamente com 3mL de meio de cultivo,
composto por meio a-MEM (Minimum Essential Medium Eagle Alfa modification)
(LCG biotecnologia, Cotia, Brasil), suplementado por 15% de SFB, 1% de Penicilina
10000UI/mL /Estreptomicina 10000ug/mL (LCG biotecnologia, Cotia, Brasil), 1% de
L-Glutamina 200mM (Sigma Aldrich Co LLC, St. Louis, Estados Unidos) e 1% NEAS
(Nonessential amino acid solution) (Sigma Aldrich Co LLC, St. Louis, Estados
Unidos), para remocao, por diluicdo, do agente crioprotetor. Os tubos com as

amostras foram centrifugados a 210g por 5min.

3.2.3 Cultivo celular

O isolamento de células da polpa dentaria, foi realizado para a avaliacao
celular, logo apds processo de extracdo do tecido pulpar do dente e para a avaliacao
tecidual apdés descongelamento pulpar. As polpas foram submetidas a fragmentacéo
mecanica através de laminas de bisturi descartaveis (Med Goldman Industria e
comércio LTDA., S&ao José, Brasil), no fluxo laminar.

Apdbs o processo de fragmentacdo, as polpas foram colocadas em cultivo
(cultura priméria) em placas de cultivo tratadas de 6 pocgos (KASVI, China), sendo
uma em cada poco, em meio a-MEM (LCG biotecnologia, Cotia, Brasil),
suplementado por 15% de SFB, 1% de Penicilina 10000Ul/mL/Estreptomicina
10000pg/mL (LCG biotecnologia, Cotia, Brasil), 1% de L-Glutamina 200mM (Sigma
Aldrich Co LLC, St. Louis, Estados Unidos) e 1% NEAS (Sigma Aldrich Co LLC, St.
Louis, Estados Unidos) (meio de cultivo padrdo adotado neste trabalho), mantidas a
37T em incubadora (Thermo Fisher Scientific, Walth am, Estados Unidos) de 5% de

CO, umidificada. O meio de cultivo foi trocado a cada trés dias. E os pogos foram
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observados em microscopio invertido (Nikon Instruments Inc., Melville, Estados
Unidos) diariamente, por 15 (quinze) dias. As amostras que nao apresentaram
células ou que esse numero ndo tenha sido em quantidade suficiente para
estabelecer linhagem ou que contaminaram foram descartadas. E importante
salientar que as amostras que foram descartadas, nas condigbes anteriormente
citadas, ndo deixaram de fazer parte do “n” amostral pré-estabelecido.

Para o subcultivo, 0 meio de cultivo padrao, foi removido e colocado em um
tubo tipo Falcon de 15mL e reservado. Para os cultivos subsequentes foram
utilizados garrafas de cultivo celular tratadas de 25cm? (KASVI, China) ou 75cm?
(KASVI, China), conforme o aumento do numero de célula por area de cultivo. As
células foram lavadas de 5 a 10mL de PBS (1x), conforme a garrafa de cultivo
utilizada, por duas vezes, seguido por descarte do mesmo. Foi acrescentado nas
garrafas de cultivo celular tratadas de 500uL a 800uL de 0,25% Tripsina-EDTA
(Sigma Aldrich Co LLC, St. Louis, Estados Unidos), deixando agir por 5min em
incubadora de 5% de CO, umidificada. Apds este periodo, a garrafa foi levada ao
microscopio (Nikon, Melville, USA). No fluxo laminar foi adicionado as garrafas o
meio de cultivo reservado no tubo tipo Falcon, a fim de que o SFB presente no meio
neutralize a Tripsina-EDTA. Em um novo tubo tipo Falcon de 15mL, foi colocado
todo o contetdo da garrafa de cultivo e centrifugado a 210g por 5min. Foi observada
ao final do processo de centrifugacédo, a formacéo de pellet de células no fundo do
tubo. O tubo foi levado para o fluxo laminar e descartado todo o sobrenadante,
apenas o pellet de células foi mantido no tubo. As células foram ressuspendidas em
1mL de meio de cultivo padréo e plagueadas em novas garrafas de cultivo. Para a
avaliacdo celular, as células foram expandidas até atingirem quantidade
(1.5x10°células/T75) suficiente para o experimento de criopreservacédo e ap6s o
descongelamento postas em subcultivo por 96h. Enquanto que para a avaliagéo
tecidual, as células foram isoladas e expandidas até o estabelecido da linhagem, e

em seguida, armazenadas em nitrogénio liquido.
3.2.4 Avaliacéo da viabilidade celular
A viabilidade foi determinada pelo teste do corante azul de trypan e Camara

de Neubauer (Grid Optik, Curitiba, Brasil). O ensaio foi conduzido, apenas para a

avaliacdo celular, antes do processo de criopreservacao, imediatamente apos o
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descongelamento celular e com 96h de subcultivo, ap6s processo de
descongelamento.

As células foram coradas por 0,4% trypan blue (Stemcell Technologies Inc.,
Vancouver, Canadd). Apos periodo de 5min, conforme instru¢cdes do fabricante, e 0
namero de células viaveis e inviaveis foram contadas em Camara de Neubauer (Grid
Optik). As taxas de viabilidade celular foram calculadas, em duplicata, para cada

periodo citado anteriormente.

3.2.5 Anélise Estatistica

A viabilidade celular foi analisada usando one-way ANOVA com o teste
Duncan post hoc para testar as diferencas entre 0s grupos controle e experimentais.
Para todas as comparacoes, foram utilizados para indicar significAncia estatistica
p <0,05.
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4 ARTIGO

EFEITOS DO CAMPO MAGNETICO DURANTE CRIOPRESERVAGCAO
DE CELULAS DA POLPA DENTARIA E DO TECIDO PULPAR.

Resumo

O armazenamento celular e tecidual para uso em terapia regenerativa e
desenvolvimento de pesquisas, torna-se uma questdo importante a medida que a
expectativa de vida aumenta. Este trabalho se propds avaliar os efeitos de campos
magnéticos estaticos unidirecionais durante o processo de criopreservacao inicial de
células e de tecido pulpar de dentes terceiros molares humanos higidos. Foram
obtidas polpas dentarias (n=39) de terceiros molares extraidos, que foram divididas
para avaliacao celular (n=3) de viabilidade e avaliagdo tecidual (n=36) para obtencao
de células do tecido pulpar. Para avaliagdo celular, células isoladas e expandidas,
compuseram o0s grupos: Grupo [: controle, células submetidas a criopreservacéo
inicial por método convencional, Grupo |IlI: controle, células submetidas a
criopreservacao inicial lenta; Grupo lll: células submetidas a criopreservacao inicial
lenta, associado a 150mT; Grupo IV: células submetidas a criopreservacao inicial
lenta, associado a 290mT; Grupo V: células submetidas a criopreservacao inicial
lenta, associado a 360mT. Durante a criopreservacdo as células foram suspensas
em meios de congelamento contento 0, 3 e 10% de DMSO (dimetilsulféxido): Gl-II-
H-1IV-V 0%, GlI-lI-llI-IV-V 3% e GI-lI-lll-IV-V 10%. Para avaliacdo tecidual as
amostras criopreservadas inicialmente em método convencional, formaram os
grupos: Grupo |: polpas submetidas a criopreservacéo inicial sem campo magnético
(GI); Grupo lI: polpas submetidas a criopreservacao inicial associada a 150mT (Gll);
Grupo llI: polpas submetidas a criopreservacao inicial associada a 290mT (GllII);
Grupo IV: polpas submetidas a criopreservacao inicial associada a 360mT (GIV).
Amostras das avaliacdes celular e tecidual, apos criopreservacdo inicial, foram
armazenadas em nitrogénio liquido por 7 dias. Apdés o0 processo de
descongelamento a viabilidade celular foi mensurada por trypan blue e a eficiéncia
de obtencdo de células a partir da polpa criopreservada, por observacéo
microscopica diaria. Os resultados foram semelhantes para as taxas de viabilidade

imediatamente apos descongelamento celular para GI-1I-IlI-1V-V 0%, GI-II-11I-IV-V 3%
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e GI-lI-111-IV-V 10% (p>0.05). Enquanto a viabilidade apds 96h de subcultivo celular,
os valores de GI-lI-11l-IV-V 0% foram inferiores aos de Gl-lI-llI-IV-V 3% e GI-II-llI-IV-V
10% (p<0.05). As células de polpa dentaria expostas ao campo magnético durante a
criopreservacao tiveram um efeito positivo nas taxas de viabilidade apos 96h de
subcultivo, quando o meio de congelamento foi de 0% DMSO (p<0.05). Foi possivel
obter células da polpa dos quatro grupos da avaliagdo tecidual, sendo que o GIV
apresentou maior taxa de eficiéncia. Pode-se concluir que a intensidade do campo
magnético e a concentragdo de DMSO testados ndo influenciaram na taxa de
viabilidade mensurada por trypan blue, imediatamente apds o descongelamento.
Entretanto, promoveu diferenga estatistica nos valores de GI-lI-IlI-1V-V 0% apds 96h
de subcultivo celular. A intensidade do campo magnético foi diretamente

proporcional a eficiéncia de obtencéo de células a partir de polpa criopreservada.

Palavras-chave : criopreservacdo, campo magnético, polpa dentaria.

Introducéao

O armazenamento da polpa dentaria para posterior isolamento de celular passou
a ganhar a atencdo, uma vez que o0 uso da polpa dentéria, nem sempre se faz
obrigatorio logo apos a exodontia. Além disso, a estocagem permite a reducdo de
custos com o processamento tecidual imediato, assim como a otimizacao de todo o
processo. O armazenamento tanto de tecido como de células ja isoladas passa a
ganhar maior Vvisibilidade com o surgimento dos biobancos, que amplia as
possibilidades de desenvolvimento de pesquisas com grande numero de amostras,
proporcionando avancos na area terapéutica.

Nessa direcdo, a necessidade de manter as células vivas por um longo periodo
sem a perda de suas fungbes levou ao desenvolvimento de técnicas de
criopreservacao, que tém como objetivo cessar reversivelmente, de forma controlada,
todas as funcdes bioldgicas dos tecidos vivos em uma temperatura ultra baixa,
geralmente por volta de -196C 2.

Com o intuito de otimizar a qualidade de produtos alimenticios congelados,
iniciou® a avaliacdo da associacéo de ondas eletromagnéticas durante o processo de

criopreservacdo. Nao so a industria alimenticia como outras areas tiveram interesse
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em adotar o campo magnético como estratégia para criopreservacao de células,
tecidos e 6rgaos.

Pesquisas*® que avaliam a criopreservacdo associada a campo magnético
com tecido dental utilizam campo magnético de intensidade baixa (0.01mT), com
bons resultados. Da mesma forma, a investigagdo da associagdo de campo
magnético de intensidades mais elevadas (0.1T,0.4T,0.6T,0.8T)® apontou resultados
promissores na viabilidade celular apés descongelamento de DPSCs.

O objetivo deste estudo € avaliar os efeitos de campos magnéticos estaticos
unidirecionais de diferentes intensidades (150mT, 290mT e 360mT) durante o
processo de criopreservacao celular e tecidual de dentes terceiros molares humanos

higidos.

Material e Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana
da Universidade Federal de Juiz de Fora (Juiz de Fora, Brasil), e o consentimento foi
assinado antes do procedimento de exodontia. Terceiros molares higidos de
humanos foram coletados de pacientes jovens com idade até 30 anos, extraidos por
alunos do curso de graduagdo em Odontologia na disciplina de Cirurgia Il da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Juiz de Fora. Para obtencao
do tecido pulpar, a superficie externa do dente passou por desinfeccdo e desgaste
com disco de corte em baixa rotacdo (Dentorium Products Co. Inc., New York,
Estados Unidos) sob refrigeracédo por sistema externo de irrigacdo (Dentoflex, Sao
Paulo, Brasil), em caixa inoxidavel. O tecido pulpar de 39 dentes foram divididos
para avaliacdo celular (n=3) e para avaliacao tecidual (n=36). A avaliacdo celular se
deu apods isolamento e expansao de células da polpa, e formaram os seguintes
grupos: Gl controle/sem campo magnético células criopreservadas inicialmente em
freezer -80C (Cold Lab equipamentos para Laboratérios, Piracicaba, Brasil)
overnight (método convencional); GIll controle/sem campo magnético, células
criopreservadas inicialmente em congelador de decaimento progressivo de
temperatura (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos) (congelamento
lento); GllI células criopreservadas inicialmente por congelamento lento associado a

150mT de campo magnético; GIV células criopreservadas inicialmente por
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congelamento lento associado a 290mT de campo magnético; GV células
criopreservadas inicialmente por congelamento lento associado a 360mT de campo
magnético. Na avaliacdo celular, foram investigados ainda, 3 concentracfes
diferentes do agente crioprotetor dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich Co LLC, St.
Louis, USA): 0%DMSO com 100% Soro Fetal Bovino (SFB), 3%DMSO com 97%
SFB e 10%DMSO com 90%SFB. Os grupos foram diferenciados segundo a
concentragdo de DMSO em: GI-lI-llI-IV-V 0%, GI-lI-llI-IV-V 3% e GI-II-1lI-IV-V 10%.
Para a avaliacdo tecidual, as polpas dentarias compuseram o0s grupos: Gl
controle/sem campo magnético, criopreservacgdo inicial por método convencional; Gll
criopreservacdo inicial pelo método convencional, associada a 150mT; Glll
criopreservacdo inicial método convencional, associada a 290mT e GIV

criopreservacao inicial método convencional, associada a 360mT.

Isolamento e Cultivo Celular

As polpas destinadas a avaliacdo celular foram cultivadas imediatamente,
enquanto que as polpas destinadas a avaliagdo tecidual foram cultivadas apos
descongelamento. Para o isolamento celular, foi realizado método explante, no qual
as polpas sofreram fragmentacdo por lamina de bisturi (MedGoldman Indudstria e
Comeércio LTDA, Séo Jose, Brasil). Em seguida, o tecido pulpar fragmentada foi
cultivado em placas de 6 pocos (Kasvi, Vancouver, Canada)) com a-MEM (LCG
Biotecnologia), 15% SFB (LCG Biotecnologia), 100 Ul/ml penicilina e 100 mg/ml
estreptomicina (LCG Biotecnologia), 2mM L-glutamina (Sigma Aldrich), 1% non-
essential amino acid (NEAS) (Sigma Aldrich) mantidas a 37C em incubadora
(Thermo Fisher Scientific) de 5% de CO, umidificada. O meio de cultivo foi trocado a
cada 3 dias e os pogos foram observados em microscépio (Nikon Instruments Inc.,
Melville, Estados Unidos) diariamente, por 15 dias. Quando a cultura alcancava
confluéncia de 80%, as células eram removidas por 0.25% Trypsin/EDTA (Sigma

Aldrich) e subcultivadas para os experimentos posteriores.

Criopreservacgao

O processo de criopreservacdo ocorreu imediatamente apdés obtencdo da

polpa das amostras direcionadas a avaliagdo tecidual enquanto que para a avaliacdo
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celular, somente na 42 passagem. O processo de criopreservacao inicial para os
grupos GlI-llI-IV-V 0%, GIlI-llI-IV-V 3% e GlI-llI-IV-V 10% foi executado em
congelador de decaimento progressivo de temperatura (Thermo Fisher Scientific),
segundo a sequéncia: iniciou na temperatura de 10C e decaiu até 0T (1C/min), e
foi mantida a 0C por 10 minutos. Logo apos, a temp eratura decaiu de OC até -30C
(1C/min), seguido de novo decaimento até -60C (3° C/min)°Fig. (1). Enquanto que
0s grupos Gl 0%, GI 3% e Gl 10%, os criotubos foram colocados no freezer -80C
overnight (método convencional) para criopreservacgao inicial. Para os grupos (Gl,
Gll, Glll e GIV) da avaliacdo tecidual, a criopreservacao inicial foi em meétodo
convencional com meio criopreservante composto de 10%DMSO e 90%SFB.

Apds esse processo inicial as amostras de todas as avaliagbes foram
mantidas em nitrogénio liquido por 7 dias’. Decorrido esse periodo, as amostras

foram descongeladas em banho-maria a 37<C por um mi nuto.

Programa inicial de criopreservacao

20 -
10 -
o
-10 -
20 -

Temperatura (°C)
38388

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (min) A

Figura 1. Criopreservacao inicial. (A) Programa inicial de criopreservacdo para avaliacdo celular. (B)
Estrutura de ima de neodimio com criotubo, desenvolvida para as avaliaces celular e tecidual deste
estudo.

Avaliacéo da viabilidade celular

A viabilidade foi determinada pelo teste do corante azul de trypan. As células
foram coradas por 0,4% azul de trypan (Stemcell Technologies Inc., Vancouver,
Canada), apos periodo de 5min, conforme instrucbes do fabricante, e 0 nimero de
células viaveis e inviaveis foram contadas em Camara de Neubauer (Grid Optik,

Curitiba, Brasil). O ensaio foi conduzido, apenas para a avaliagdo celular, antes do
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processo de criopreservacao, imediatamente apds o descongelamento celular e com
96h de subcultivo.

Analise Estatistica

A viabilidade celular foi analisada usando one-way ANOVA com o teste
Duncan post hoc para testar as diferencas entre 0s grupos controle e experimentais.
Para todas as comparacdes, foram utilizados para indicar significancia estatistica
p <0,05.

Resultados

Avaliacao celular

A taxa de viabilidade imediatamente ap0s descongelamento celular foi similar
entre 0s grupos controles e experimentais nas concentracdes de 0, 3 e 10% de
DMSO (p>0.05) Fig. (2). Considerando a média de todos os grupos, a taxa de
viabilidade imediatamente apds descongelamento foi de 79,8%.

A comparacdo entre a taxa de Vviabilidade imediatamente apos
descongelamento com a taxa de viabilidade apés 96h de subcultivo, nos grupos
criopreservados nas concentracdes de 3 e 10% de DMSO, sugere um aumento de
viabilidade apds cultivo celular. Por outro lado, a observacgao entre as mesmas taxas
para 0s grupos criopreservados sem DMSO, sugerem decréscimo na viabilidade
apos cultivo celular.

ApoOs 96h de subcultivo, a taxa de viabilidade foi maior para 0s grupos
expostos ao meio de congelamento com 3 e 10% de DMSO, quando contrastados
com 0s grupos com 0% de DMSO (p<0.05) Fig. (3). A média dessa taxa entre os
grupos nas concentracoes de DMSO de 3%, 10% e 0%, foi de 92,33%, 88,76% e
32,75%, respectivamente. As células da polpa dentaria expostas ao campo
magneético durante o processo de criopreservacao inicial apresentaram viabilidade
superior aos grupos controles, apos 96h de subcultivo, na auséncia de DMSO
(p<0.05). A média entre os grupos controle foi de 7,78%, enquanto que para 0S

grupos experimentais de 49,4%.
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Figura 2. Taxa de viabilidade imediatamente apdés descongelamento pela intensidade do campo
magnético. (a), (b) e (c) sé@o os resultados para os meios de congelamento com 0, 3 e 10% DMSO,

respectivamente (n=3, p>0.05).
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Figura 3. Taxa de viabilidade apds 96h de subcultivo pela intensidade do campo magnético. (a), (b) e
(c) séo os resultados para os meios de congelamento com 0, 3 e 10% DMSO, respectivamente (n=3,

*p<0.05).

Avaliacao tecidual

Foi possivel isolar células da polpa dentaria em todos os grupos testados. A

taxa de eficiéncia de obtencdo de células da polpa dentaria a partir do tecido

criopreservado revelou os seguintes percentuais: 77,77% para Gl; 55,55% para GlI;

77,77% para Glll e 88,88% para GIV Tab. (1).
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Média Taxa de
Grupos de Sexo obt'(lanlgao dde
idade células da
polpa

Gl (n=9) 20,77 F=67% 77,77%
anos M=33%

Gll (n=9) 21,66 F=67% 55,55%
anos M=33%

Glll (n=9) 20,77 F=67% 77,77%
anos M=33%

GIV (n=9) 19,88 F=67% 88,88%

anos M=33%
Tabela 1. Perfil dos doadores dos grupos para a avaliagao tecidual e taxa de obtengdo de células a
partir de polpa dentéria criopreservada (F: feminino; M: masculino).

Discussao

O aprimoramento de técnicas e protocolos direcionados a criopreservacao
celular e tecidual passa a ganhar ainda mais evidéncia com terapias regenerativas
baseada em células-tronco e com o surgimento dos biobancos. Os biobancos
ampliaram as possibilidades de desenvolvimento de pesquisas regionais e
multicéntricas, a partir de um numero de amostras representativo, organizadas e
armazenadas criteriosamente, de forma a manter uma alta taxa de viabilidade
celular do material biolégico humano destinado para esse fim®. Nesse sentido, o
presente estudo buscou verificar se a associacdo de campo magnético estatico
unidirecional no processo de criopreservacéo celular e tecidual, poderia influenciar,
respectivamente, na viabilidade e na obtencéo de células da polpa dentaria, apds o
descongelamento.

Owada & Saito, (2010)° foram pioneiros em patentear um sistema de
criopreservacdo com campo magnético oscilatério direcionado para tecido e células
vivas, assim como para alimentos e medicamentos, com grande diversidade
amostral. Todavia, o delineamento amostral da presente pesquisa teve como
propoésito estabelecer uma padronizacdo bem limitada com relacdo ao género e
idade do paciente, grupo e tipo de dente.

A coleta das amostras para a avaliacado tecidual, foi realizada de forma

randdémica entre os pacientes de forma a manter 0s mesmos percentuais de género
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feminino (67%) e masculino (33%) em todos 0s grupos testados, como nos estudos
de Lee et al. (2010)° e de Lee et al. (2012)* afim de evitar interferéncia hormonal
nos resultados, provenientes da desproporcao entre 0s géneros.

A selecdo da faixa etaria dos participantes da amostra foi baseada em
evidéncias de estudos de varios autores®>®'°*?, Os achados de Wu et al. (2015)*,
mostraram que o tecido pulpar de dentes de pacientes jovens devem ser os eleitos
para este tipo de pesquisa, por apresentarem o metabolismo mais alto, com tecido
pulpar extenso, camara pulpar ampla, pouca formacdo de dentina secundaria e
dentina terciaria. Estudo de Gémez (2017)** corrobora com esses resultados, ao
apontar que DPSCs de dentes molares de pacientes na faixa etaria de 18 a 33 anos
de idade apresentam maior capacidade de proliferacdo celular em detrimento aos de
idade mais avancada, além de destacar a facilidade de obtencdo de amostras
nesses pacientes. Outras pesquisas avaliaram a influéncia do campo magnético no
processo de criopreservacéo também adotam amostras nessa faixa de idade®®%12,

Assim, no presente estudo foram eleitas amostras de dentes terceiros
molares higidos de pacientes até 30 anos de idade, com delineamento similar ao
estudo de Lee et al. (2010)°. Essa selecdo se justifica também, pelo alto indice de
indicagdo de extracdo de dentes terceiros molares higidos por razdes ortoddnticas
como falta de espacgo e ou mal posicionamento dos mesmos. Indicacdes estas, que
em sua maioria, ndo estao associadas a doenca ou agressao externa, o que facilita
a obtencdo de dentes higidos. Além disto,esses dentes sdo os ultimos a se
formarem na cavidade bucal™ e supostamente dispdem de nichos de células-tronco
gue foram pouco estimulados.

Pesquisas*°1%

relacionadas com nosso proposito, apontam que o uso do
campo magnético no processo de criopreservacdo ndo foi capaz de alterar a
morfologia, expressdo de marcadores de superficie, plasticidade das células
avaliadas, como também promoveu um acréscimo na taxa de sobrevivéncia de
células criopreservadas. No entanto, os estudos supracitados adotam como grupo
controle, células ou tecido in natura, que ndo sofreram o processo de
criopreservacdo sofrido pelos grupos experimentais, fator indicativo de viés de
padronizacdo entre os grupos avaliados, uma vez que ndo foram expostos ao
mesmo procedimento. Outro ponto relevante é a intensidade de campo magnético

selecionada nesses trabalhos que giram em torno de 0.01mT, um valor muito
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aproximado do campo magnético da Terra (0.025 a 0.06mT), que sugere uma
intensidade pouco expressiva.

Assim, a maioria das publicacdes atuais sobre a associacdo do campo
magnético com o processo de criopreservacdo elegeram intensidades de campo
magnético muito baixas. Por outro lado, o estudo de Lin et al., (2014)° utilizou
intensidades muito superiores e com grandes intervalos entre elas (OmT, 100mT,
400mT e 800mT), seus resultados sugerem que o aumento da intensidade do
campo magnético no processo de criopreservacdo celular ndo esta diretamente
relacionado ao ganho de Vviabilidade apds descongelamento das células
criopreservadas com agente criopreservante nas concentracées de 3% e 10%.
Aliado ao fato de néo ter sido definida uma intensidade 6tima do campo magnético
nos resultados publicados até o momento sobre o tema, o presente trabalho se
propds a avaliar intensidades compreendidas entre o intervalo de 100mT a 400mT
(150mT, 290mT e 360mT).

Quanto ao processo de criopreservacao inicial, o emprego do congelador de
decaimento progressivo de temperatura (congelamento lento) se faz frequente na
literatura®®'%*2. No entanto, a reviséo sistemética de Otero et al. (2016)*° ressalta a
necessidade de avaliar a associacdo do campo magnético a um método
convencional de criopreservagao, pela maior viabilidade técnica e econémica destes
meétodos. Desta forma, o estudo além de avaliar um grupo controle no processo de
congelamento lento durante a criopreservacao inicial, foi acrescido da analise celular
de um grupo controle em método convencional, no qual a amostra foi mantida por
periodo de overnight em freezer a -80C.

A taxa de viabilidade imediatamente apds o descongelamento celular foi
similar entre 0s grupos experimentais e 0s grupos controles nas concentragcdes de
0%, 3% e 10% de DMSO. Estes resultados corroboram com o estudo de Lin et al.
(2014)°, que ndo encontrou diferenca entre as taxas de sobrevivéncia do grupo
controle e dos grupos submetidos a criopreservacdo associada a campo magnético
nas intensidades de OmT, 100mT, 400mT e 800mT, de 3 linhagens de DPSCs
testadas nas concentragdes de 3% e 10% de DMSO.

Achados de Kaku et al. (2010)* revelaram, por trypan blue, taxa elevada de
sobrevivéncia imediatamente apds o descongelamento de células do ligamento
periodontal, submetidas a campo magnético nas intensidades de 0.005mT, 0.01mT

e 0.15mT: superior a 90%. De maneira semelhante, os resultados da presente
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pesquisa, com 0 mesmo método, apontaram uma média entre as taxas de
sobrevivéncia celular imediatamente apds descongelamento de 79,8%. Por outro
lado, Lin et al. (2014)°, revelaram uma taxa de viabilidade média de 50%, por
citometria de fluxo. Carvalho et al. (2008)*’, corroboram com estas observacoes,
quando afirmam que a estimativa de células viadveis pela coloracdo de trypan blue,
pode ser superestimada.

O comportamento semelhante entre os grupos testados neste estudo, nas
concentracbes de 3% e 10% de DMSO, imediatamente apds descongelamento,
reforcam os achados do estudo de Woods et al. (2009)’, que demonstrou a eficacia
do uso de meio criopreservante composto de DMSO e SFB com concentracdes
inferiores a 10% de DMSO, para criopreservacdo de DPSCs, tanto para
armazenamento a -80C quanto em nitrogénio a -196C , sem associacdo de campo
magneético.

Outro ponto a destacar é que o trabalho de Kumar et al. (2015)*® corrobora
com os resultados encontrados neste estudo, na avaliagdo celular, uma vez que,
apos avaliar 8 protocolos diferentes de criopreservacdo baseado no DMSO como
agente crioprotetor, afirma que a criopreservacdo em processo rapido a -80C é tao
eficiente como em processo lento com decaimento de temperatura controlado,
independente da concentracdo de DMSO.

Desse modo, o comportamento semelhante das taxas de viabilidade celular
imediatamente ap0s o descongelamento, entre os dois grupos controle estudados,
sugere o método convencional como uma alternativa viavel para a criopreservacao
celular, reforcando as consideracdes da revisdo sistemética de Otero et al. (2016)°.

Somado a isto, a observacdo na pratica laboratorial permite apontar outras
vantagens da adocdo do método convencional de criopreservacdao em detrimento ao
congelamento lento: a alta disponibilidade de freezers -80C na maioria dos
laboratérios de cultivo celular, a maior facilidade de manipulacdo destes
equipamentos, a sua grande capacidade interna, a possibilidade de uso tanto para o
processo de criopreservacao inicial quanto para o armazenamento prolongado de
amostras; além do custo econémico que é bem menor.

A diferenga entre os resultados das taxas de viabilidade celular encontradas
respectivamente nos grupos GI-lI-llI-IV-V 3% e GI-lI-lll-IV-V 10%, quando
mensuradas imediatamente apds o descongelamento e 96h apds de cultivo celular,

sugere ganho de viabilidade apos cultivo celular, como no estudo de Kaku et al.
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(2010)*, quando confronta a sobrevivéncia celular imediata com a taxa de viabilidade
apos 48h de subcultivo celular.

Ao confrontar a taxa de viabilidade imediatamente apds descongelamento
celular dos grupos GI-lI-1lI-IV-V 0%, com as taxas de viabilidade apos 96h de
subcultivo dos respectivos grupos, os valores sugerem decréscimo percentual, apos
cultivo celular, de modo contrario ao inferido pelas observacdes de Gl-II-1lI-IV-V 3%
e Gl-lI-lI-1V-V 10%.

O célculo da viabilidade com 96h de subcultivo, foi estabelecido apés
observagcdo microscépica de numero reduzido de células aderidas na garrafa de
cultivo apés 4 (quatro) dias de subcultivo, contradizendo a alta média entre as taxas
de viabilidade, mensuradas imediatamente apés descongelamento celular, 79,8%,
de GI-lI-llI-IV-V 0%, GI-lI-llI-IV-V 3% e GI-lI-llI-IV-V 10%. Esta observacéo sugere a
presenca de células com morte celular programada sem ruptura de membrana,
imediatamente apos descongelamento celular.

A taxa de viabilidade apds 96h de subcultivo celular para as concentracdes de
3% e 10% de DMSO, mostrou-se superior em relacdo as taxas referentes a
concentracdo de 0% de DMSO, dados que reforcam a acao crioprotetora desse
agente. Enquanto que os valores dessa mesma taxa revelaram-se maiores nos
grupos submetidos ao campo magnético em relacdo aos grupos controle, fato que
sugere acao crioprotetora das intensidades avaliadas, na auséncia de DMSO.

A revisdo sistematica de Conde et al. (2016)'°, sobre o impacto da
criopreservacao nas propriedades biologicas de células-tronco de tecidos dentérios,
considera o armazenamento tecidual prévio ao isolamento celular como uma
alternativa promissora que necessita de mais investigacdes. Assim, 0s resultados da
eficiéncia de obtencéo de células do tecido pulpar apds descongelamento tecidual
de amostras submetidas ao método convencional de criopreserva¢cdo com 10% de
DMSO, revelaram taxa de eficiéncia de 77,77% (n=7) para o Gl; de 55,55% (n=5)
para o Gll; de 77,77% (n=7) para o Glll e de 88,88% (n=8) para o GIV. A observacao
desses resultados aponta o sucesso de isolamento celular apds armazenamento de
polpa dentaria. Além disso, os resultados revelam uma relacdo diretamente
proporcional entre a taxa de isolamento de células da polpa e a intensidade do
campo magnético, na criopreservacao tecidual através de método convencional.

De acordo com trabalho de Gémez (2017)*, 100% (n=15) de polpas in natura

de dentes molares de pacientes com média de idade de 23,6 anos, foram capazes
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de obter células. A semelhanca do delineamento amostral e da metodologia de
isolamento celular entre esse estudo e o atual, permite compara-los e essa
comparacao revela um decréscimo na taxa de eficiéncia de isolamento de células a
partir de tecidos criopreservados em relagdo ao isolamento celular de tecido in

natura.

Conclusao

Este estudo demonstrou: que as intensidades de campo magnético e as
concentracfes de DMSO avaliadas, néo influenciaram na taxa de viabilidade celular
imediatamente apds descongelamento; que as concentracdes de DMSO 3% e 10%
promoveram aumento nas taxas de viabilidade apds 96h de subcultivo; que o campo
magnético influenciou positivamente na viabilidade apds 96h de subcultivo, na
auséncia de DMSO e que a intensidade do campo magnético interferiu de modo
positivo na eficiéncia de isolamento de células da polpa a partir de tecido pulpar

criopreservado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Através das analises dos resultados deste trabalho, pode-se concluir:

O campo magnético influenciou do mesmo modo, nas taxas de viabilidade
imediatamente ap6s o descongelamento celular, em todos o0s grupos
testados. Todavia, todas as intensidades de campo magnético avaliadas
influenciaram de forma superior nas taxas de viabilidade apdés 96h de
subcultivo, nos grupos criopreservados na auséncia de DMSO;

A concentracdo do agente crioprotetor influenciou semelhantemente, nas
taxas de Vviabilidade imediatamente apds descongelamento celular.
Entretanto, promoveu aumento das taxa de viabilidade celular ap6s 96h de
subcultivo celular, para as concentracdes de 3% e 10% de DMSO. Indicando
a concentracao de 3% de DMSO tao eficiente para viabilidade celular como a
concentracdo de 10% para a criopreservacdo de células da polpa de dentes
permanentes;

Os dois métodos de criopreservacdo avaliados (convencional e lento),
influenciaram da mesma forma a viabilidade celular, nos grupos sem
aplicacdo de campo magnético estatico, tanto nas taxas de viabilidade
imediatamente apds descongelamento como nas taxas de viabilidade apos
96h de subcultivo;

A intensidade do campo magnético interferiu de modo positivo na eficiéncia
de isolamento de células da polpa a partir de tecido pulpar criopreservado,
apontando o campo magnético de intensidade de 360mT (GIV) como 0 mais

eficiente.
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36036-900 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Biorrepositdrio)

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntdrio (a) a participar da pesquisa “Andlise comparativa
da curva de viabilidade de células-tronco da polpa dental de dentes permanentes humanos
integros, descongelados, apds criopreservagdo associada ao campo magnético”. Para tanto,
pedimos a sua autoriza¢do para a coleta, o depdsito, o armazenamento, a utilizacdo e descarte do
material biolégico humano “dente permanente”, cuja utilizagdo estda expressamente vinculada
somente a esse projeto de pesquisa.Nesta pesquisa pretendemos: (1) obter dentes permanentes
vitais por procedimento de extracdo/remocdo, que ja possuiam indicacdo clinica de extracdo,
anterior a este estudo; (2) congelar as amostras associando campo magnético; (3) obter células-
tronco adultas da polpa dentdria humana, (4) caracterizar as células-tronco quanto tipo, capacidade
de se multiplicar e envelhecimento celular. Para esta pesquisa adotaremos os seguintes
procedimentos: o “dente permanente”,serd obtido através de uma consulta odontolégica agendada
na Faculdade de Odontologia desta Universidade. O que mudara, sera depois da extracdo do dente,
ao invés do dente extraido ser entregue ao paciente, serd doado para a pesquisa.0 material serd
coletado em frascos apropriados e esterilizados, sendo todos por ocasido devidamente rotulada para
enumerac¢do dos doadores e das amostras. Todas as amostras obtidas serdo armazenadas, visando
desenvolvimento de pesquisa. A principio todo material coletado sera usado em pesquisa especifica
até que termine, porém caso seja necessario descarta-lo por razdes de estocagem ou espago os
mesmos poderao ocorrer.Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em
RISCOSMINIMOS, caracterizado por pequeno desconforto referente ao procedimento.A pesquisa
contribuird para entender melhor os mecanismos moleculares e celulares do congelamento de
células, usando as células-tronco como modelo, visando melhorar a técnica de armazenamento
celular para uso em futuros tratamentos de doencas.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem receberad qualquer vantagem

financeira.Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa,
o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizagdo. O Sr. (a) terd o esclarecimento sobre o estudo em
qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer
tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do material
bioldgico armazenado no Biorrepositdrio, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagdo
desta. A sua participagdo é voluntaria, e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade
ou modificagdo na forma em que o Sr. (a) é atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu
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material bioldgico, estardo a sua disposi¢cao quando finalizada. Seu nome ou o material que indique
sua participacdo nao serd liberado sem a sua permissao.

O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no"LABORATORIO DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA", e
a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo
arquivados com o pesquisador responsdvel por um periodo de 05 (cinco) anos, e apds esse tempo
serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislacdo brasileira (Resolugcdes N2 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho
Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informa¢Ges somente para os fins
académicos e cientificos.

Eu, , portador do documento de Identidade

fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Andlise comparativa da curva

de viabilidade de células-tronco da polpa dental de dentes permanentes humanos integros,
descongelados, apds criopreserva¢dao associada ao campo magnético”, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informacgdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de

consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas

davidas.

Juiz de Fora, de de 20
Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:
CEP - Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humano-UFJF

Campus Universitario da UFJF

Pro-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesg@ ufjf.edu.br

Nome do Pesquisador Responsavel: Antonio Marcio Resende do Carmo
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)

Faculdade de odontologia —Departamento de Clinica Odontoldgica (CLO)
Rua José Lourencgo Kelmer, s/n - Campus Universitario

Bairro S30 Pedro - CEP 36036-900 - Juiz de Fora/MG - Brasil

Tel (32) 2102-6300 Ramal 25

Email: antoniomarcio.resende @ ufif.edu.br

Contato da equipe de pesquisa: Erika Mageste de Almeida Candido
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)

Faculdade de Odontologia — Departamento de Clinica Odontolégica (CLO)
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APENDICE B - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREC IDO

Jf Universipape Feperar pe Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - CERJFJF
36036-900 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Anuéncia do participante da pesquisa, crianga, adolescente ou legalmente incapaz).

Vocé esta sendo convidado (a)como voluntario (a) a participar da pesquisa “Analise comparativa da
curva de viabilidade de células-tronco da polpa dental de dentes permanentes humanos integros,
descongelados, apds criopreservacdo associada ao campo magnético”.Nesta pesquisa
pretendemos: (1) obter dentes permanentes apds procedimento de extragao; (2) congelar os dentes;
(3) obter células-tronco adultas da polpa dentdria humana, (4) analisar a sobrevivéncia das células.
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O motivo que nos leva a estudar esse assunto é a falta de um protocolo padrdo para
(congelamento) de dentes permanentes.

Para esta pesquisa adotaremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): a pessoa que tenha algum
dente permanente que precise extrair/indicacdo clinica anterior, serd convidada a participar desta
pesquisa. A extracdo/remocdo sera realizada através de uma consulta odontoldgica agendada na
Faculdade de Odontologia desta Universidade. O que mudara, serd depois da extracdo do dente, ao
invés do dente extraido ser entregue ao paciente, serd doado para a pesquisa.A utilizagdo do
material bioldgico estd vinculada somente a este projeto de pesquisa. O material serd coletado em
frascos apropriados e esterilizados, sendo todos por ocasido devidamente rotulada para enumeragao
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dos doadores e das amostras. Todas as amostras obtidas serdo armazenadas, visando
desenvolvimento de pesquisa. A principio todo material coletado sera usado em pesquisa especifica
até que termine, porém caso seja necessario descarta-lo por razdoes de estocagem ou espago os
mesmos poderdo ocorrer. Entretanto, conforme preconizado na Resolucdo CNS 441/2011 item 8, os
participantes serao notificados sobre perda ou destruicdo de suas amostras, bem como sobre o
encerramento da pesquisa. O descarte do material bioldgico humano armazenado em
BIORREPOSITORIO pode ocorrer: a) pela manifesta vontade do participante da pesquisa; b) devido a
inadequacdo da amostra por critérios de qualidade; c) por iniciativa da instituicdo; e d) pela
dissolucdo do BIORREPOSITORIO.

Para participar desta pesquisa, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um termo de
consentimento. Vocé ndo terd nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Apesar
disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, vocé tem
assegurado o direito a indenizacdo. Vocé n3o precisa participar desta pesquisa se ndo quiser. E vocé
quem decide. Se decidir ndo participar da pesquisa, é seu direito e nada mudara no seu tratamento
de salde. Até mesmo se disser "sim" agora, podera mudar de ideia depois, sem nenhum problema.
N3o falaremos para outras pessoas que vocé estd nesta pesquisa e também ndo compartilharemos
informacgado sobre vocé para qualquer um que nado trabalha na pesquisa.

Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em “RISCOS MINIMOS”, caracterizado por pequeno
desconforto referente ao procedimento.A pesquisa contribuira para entender melhor como
podemos congelar as células do dente permanente e deixar elas vivas depois de descongeladas.
Quando terminarmos a pesquisa, eu sentarei com vocé e seus pais e falaremos sobre o que
aprendemos com ela. Eu também darei um papel com os resultados por escrito. Se vocé tiver alguma
duvida, vocé pode me perguntar agora ou depois. Seu nome ou o material que indique sua
participacdo ndo sera liberado sem a permissdo do responsavel por vocé. Os dados e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 05
(CINCO) anos, e apds esse tempo serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-se
impresso em duas vias originais: sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a
outra serd fornecida a vocé. Os pesquisadores tratarao a sua identidade com padrdes profissionais
de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugbes N2 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do
Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informagdes somente para os fins
académicos e cientificos.

Eu, , portador (a) do documento de

Identidade (se ja tiver documento), fui informado (a) dos objetivos da

presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informacdes, e 0 meu responsavel podera modificar a decisdao de
participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsavel ja assinado, declaro que
concordo em participar dessa pesquisa. Recebi o termo de assentimento e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Declaro que concordo em participar. Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de20 .

Assinatura do (a) menor Assinatura do (a) pesquisador (a)

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
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CEP - Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humano-UFJF

Campus Universitario da UFJF

Pro-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesg@ ufjf.edu.br

Nome do Pesquisador Responsavel: Antonio Marcio Res  ende do Carmo

Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)

Faculdade de odontologia —Departamento de Clinica Odontoldgica
Rua José Lourenco Kelmer, s/n - Campus Universitario

Bairro Sao Pedro - CEP 36036-900

Juiz de Fora/MG - Brasil

Tel (32) 2102-6300 Ramal 25

Email: antoniomarcio.resende @ufijf.edu.br

Contato da equipe de pesquisa: Erika Mageste de Almeida Candido
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)

Faculdade de Odontologia — Departamento de Clinica Odontolégica (CLO)
Rua José Lourengo Kelmer, s/n - Campus Universitario.

Bairro S3o Pedro - CEP 36036-900 - Juiz de Fora/MG — Brasil

Tel (32) 99954-6736

Email: erika.mageste.candido@gmail.com
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APENDICE C- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO

RESPONSAVEL DO MENOR

Jf Universipape Feperar pe Juiz pe Fora

PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - CERJFJF
36036-900 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (BIORREPOSITORIO)

(No caso do responsdvel pelo menor)

O menor , sob sua responsabilidade, estd
sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Analise comparativa da curva de
viabilidade de células-tronco da polpa dental de dentes permanentes humanos integros,
descongelados, apds criopreservagdo associada ao campo magnético”. Nesta pesquisa
pretendemos: (1)obter dentes permanentes vitais por procedimento de extracdo/remocdo, que ja
possuiam indicacdo clinica de extragdo, anterior a este estudo; (2) congelar as amostras e (3) analisar
a viabilidade celular.

O motivo que nos leva a estudar é a auséncia de um protocolo padrdo para (congelamento)
de dentes permanentes.

Para esta pesquisa adotaremos o(s) seguinte(s) procedimento(s): o “dente permanente” do
menor,sera obtido através de uma consulta odontolégica agendada na Faculdade de Odontologia
desta Universidade. O que mudar3, sera depois da extracdo do dente, ao invés do dente extraido ser
entregue ao paciente, serd doado para a pesquisa.A utilizacdo do dente estd expressamente
vinculada somente e esse projeto de pesquisa.0 material sera coletado em frascos apropriados,
sendo todos por ocasido devidamente rotulada para enumeragdo dos doadores e das amostras. A
principio todo material coletado serd usado em pesquisa especifica até que termine, porém caso seja
necessario descarta-lo por razdes de estocagem ou espago os mesmos poderdo ocorrer. Entretanto,
os participantes serao notificados sobre perda ou destruicdo de suas amostras, bem como sobre o
encerramento da pesquisa. O descarte do material bioldgico humano armazenado em
BIORREPOSITORIO pode ocorrer: a) pela manifesta vontade do participante da pesquisa; b) devido a
inadequacdo da amostra por critérios de qualidade; c) por iniciativa da instituicdo; e d) pela
dissolucdo do BIORREPOSITORIO.

Para participar desta pesquisa, o0 menor sob sua responsabilidade ndo terd nenhum custo, nem
receberd qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes desta pesquisa, ele tem assegurado o direito a indenizacdo. Ele sera esclarecido (a) em
qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a participar. O (A) Sr. (a),
como responsavel pelo menor, podera retirar seu consentimento ou interromper a participagdo dele
a qualquer momento. A participacdo dele é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard
qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que é atendido (a) pelo pesquisador que ird tratar
a identidade do menor com padrées profissionais de sigilo(Resolu¢bes N 466/12; 441/11 e a
Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares). O menor ndo sera
identificado em nenhuma publicacdo. Os riscos envolvidos na pesquisa consistem em “RISCOS




60

MINIMOS”, caracterizado por pequeno desconforto referente ao procedimento. A pesquisa
contribuird para entender melhor os mecanismos moleculares e celulares do congelamento de
células, usando as células-tronco como modelo, visando melhorar a técnica de armazenamento
celular para uso em futuros tratamentos de doencas.

Os resultados estardo a sua disposicdo quando finalizada. O nome ou o material que indique a

participacdao do menor ndo sera liberado sem a sua permissdo. Os dados e instrumentos utilizados na
pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel, por um periodo de 05(cinco) anos, e
apods esse tempo serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias
originais, sendo que uma serd arquivada pelo pesquisador responsavel, no "LABORATORIO DA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA" e aoutra sera fornecida ao Sr. (a).

Eu, , portador (a) do documento de Identidade

, responsavel pelo menor , fui

informado (a) dos objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacGes e modificar a decisdo do
menor sob minha responsabilidade de participar, se assim o desejar. Recebi uma via original deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as
minhas duvidas.

Declaro que concordo em participar. Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Juiz de Fora, de de 20
Nome Assinatura participante Data
Nome Assinatura pesquisador Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd consultar:

CEP - Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humano-UFJF

Campus Universitario da UFJF

Pro-Reitoria de Pesquisa

CEP: 36036-900

Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesq@ufijf.edu.br

Nome do Pesquisador Responsavel: Antdnio Marcio Res  ende do Carmo
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)

Faculdade de odontologia —Departamento de Clinica Odontoldgica

Rua José Lourenco Kelmer, s/n - Campus Universitario

Bairro S30 Pedro - CEP 36036-900 - Juiz de Fora/MG - Brasil

Tel (32) 2102-6300 Ramal 25

Email: antoniomarcio.resende @ ufif.edu.br

Contato da equipe de pesquisa: Erika Mageste de Almeida Candido
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)

Faculdade de Odontologia — Departamento de Clinica Odontolégica (CLO)
Rua José Lourengo Kelmer, s/n - Campus Universitario.

Bairro S3o Pedro - CEP 36036-900 - Juiz de Fora/MG — Brasil

Tel (32) 99954-6736

Email: erika.mageste.candido@gmail.com




