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RESUMO

Diante das restricdes éticas e translacionais associadas aos modelos animais na
pesquisa ocular, o emprego de células-tronco surge como uma alternativa valiosa.
Essas células apresentam amplas vantagens em aplicagbes biotecnoldgicas,
permitindo o desenvolvimento de modelos in vitro mais representativos da fisiologia
humana. Este estudo teve como objetivo caracterizar fenotipicamente células-tronco
estromais da cérnea humana (hCSSCs) obtidas de coérneas descartadas para
transplante e investigar seu potencial de diferenciagdo neural in vitro. As hCSSCs
foram isoladas e submetidas a expansao celular, citometria de fluxo, ensaios de
multipoténcia e protocolos de diferenciagdo neural. As células apresentaram perfil
imunofenotipico compativel com linhagens mesenquimais (CD73+/CD90+/CD105+)
e auséncia de marcadores hematopoiéticos (CD34-/CD45-). Durante a diferenciacao
neural, observou-se redugdo progressiva da expressdo dos marcadores
progenitores Nestina e Pax6, associada ao aumento da expressao de Blll-tubulina,
indicando maturagao neuronal. Além disso, as células demonstraram capacidade de
organizagao tridimensional em esferoides. Os resultados indicam que coérneas
descartadas constituem uma fonte viavel e de baixo custo para obtencido de
hCSSCs, destacando o potencial dessas células para aplicagdes em modelagem in

vitro de neuropatias oculares e medicina regenerativa.

Palavras-chave: células-tronco estromais da cornea; diferenciacdo neural;

bioengenharia de tecidos; cornea humana.



ABSTRACT

Given the ethical and translational restrictions associated with animal models in ocular
research, the use of stem cells emerges as a valuable alternative. These cells offer
broad advantages in biotechnological applications, allowing the development of in vitro
models that are more representative of human physiology. This study aimed to
phenotypically characterize human corneal stromal stem cells (hCSSCs) obtained from
corneas discarded for transplantation and to investigate their potential for neural
differentiation in vitro. hCSSCs were isolated and subjected to cell expansion, flow
cytometry, multipotency assays, and neural differentiation protocols. The cells
presented an immunophenotypic profile compatible with mesenchymal lineages
(CD73+/CD90+/CD105+) and an absence of hematopoietic markers (CD34-/CD45-).
During neural differentiation, a progressive reduction in the expression of the
progenitor markers Nestin and Pax6 was observed, associated with an increase in the
expression of Mlll-tubulin, indicating neuronal maturation. Furthermore, the cells
demonstrated the ability to organize into three-dimensional spheroids. The results
indicate that discarded corneas constitute a viable and low-cost source for obtaining
hCSSCs, highlighting the potential of these cells for applications in vitro modeling of

ocular neuropathies and regenerative medicine.

Keywords: corneal stromal stem cells; neural differentiation; tissue bioengineering;

human cornea.
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1. INTRODUGAO
1.1 O sistema fotorreceptor

O globo ocular humano € uma estrutura altamente especializada do sistema
nervoso sensorial, encarregada de captar e converter luz em impulsos nervosos que
permitem a formacgao da visao (CIOFFI, 2020) (Figura 1). Em termos anatémicos, o
globo ocular é composto por trés principais tunicas: fibrosa, vascular e nervosa
(CIOFFI, 2020). A tanica fibrosa, a camada mais externa, serve como uma cobertura
protetora e é formada pela esclera na regidao posterior e pela cérnea na parte
anterior (CIOFFI, 2020; NG; OLIVER, 2018). A esclera desempenha fungdes
cruciais, como fornecer suporte estrutural, protegdo mecanica e garantir a rigidez do
olho (FENG; YOU; YUAN, 2019; NG; OLIVER, 2018).

Figura 1: Esquema da anatomia do globo ocular

Esclera
Retina
Macula

Corpo ciliar
Iris Humor vitreo
Camara anterior
Pupila Artéria
Cornea :
Cristalino — Nervo 6ptico

Diagrama anatémico do olho humano em corte sagital, destacando as principais estruturas oculares
internas e externas. Na regido anterior, evidenciam-se a cérnea, a cadmara anterior, a pupila, a iris, o
cristalino e o corpo ciliar. Na porgédo posterior, estdo representadas as camadas e componentes da
parede ocular (esclera, retina, macula e humor vitreo), além da vascularizagao centralizada na artéria

e veia que acompanham o nervo optico. Fonte: Adaptado de RetinaPro (2023).

No interior do globo ocular, encontram-se 0 humor aquoso, o cristalino e o

humor vitreo, que colaboram no desempenho das fungdes 6pticas (CIOFFI, 2020).
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O humor aquoso ¢é essencial para manter a pressao intraocular e oferecer nutrientes
aos tecidos que nado possuem vasos sanguineos (KUMAR; KUMAR; ATTULURI,
2024). O cristalino funciona como uma lente biconvexa dindmica, ajustando sua
curvatura para acomodar a vista e assegurar o foco claro das imagens (KUMAR,;
KUMAR; ATTULURI, 2024). J4 o humor vitreo, uma substancia gelatinosa, mantém
a forma esférica do globo ocular e garante que os raios de luz sejam transmitidos

com precisao até a parte posterior do olho (CIOFFI, 2020).

A tunica vascular intermediaria, também conhecida como uvea, inclui a iris, o
corpo ciliar e a coroide (KUMAR; KUMAR; ATTULURI, 2024). A iris regula a
quantidade de luz que entra nos olhos por meio da contracao e dilatagao da pupila.
O corpo ciliar é responsavel pela produgao continua do humor aquoso e pelo
controle dos musculos que ajustam o cristalino. A coroide, por sua vez, é rica em
vasos sanguineos e desempenha um papel importante na nutricdo dos tecidos
adjacentes do olho (KUMAR; KUMAR; ATTULURI, 2024).

Por fim, a tunica nervosa interna é representada pela retina, um tecido neural
complexo formado por varias camadas de células (CIOFFI, 2020). Essa estrutura se
estende até o inicio do nervo éptico na parte posterior do olho (FENG; YOU; YUAN,
2019). A retina abriga células fotorreceptoras que dao inicio ao processo visual em
colaboracdo com outras estruturas de suporte ocular (CIOFFI, 2020; KUMAR,;
KUMAR; ATTULURI, 2024). Os impulsos elétricos gerados pelas células da retina
viajam através das vias neurais sob forma de potenciais de acao (CIOFFI, 2020) e
sdo transmitidos pelo nervo optico ao cortex cerebral, onde ocorre o processamento
final das informagdes visuais (FENG; YOU; YUAN, 2019).

1.2 Coérnea: funcgao e estrutura tecidual e celular

A cérnea, posicionada como a porgao anterior e transparente da tunica fibrosa,
constitui o elemento inicial de contato com os estimulos luminosos do meio externo
(CIOFFI, 2020; NG; OLIVER, 2018). Esse tecido ocular singular apresenta
caracteristicas morfolégicas especificas que o tornam essencial para a manutengao
da acuidade visual (FENG; YOU; YUAN, 2019). Anatomicamente, a estrutura

corneal é definida por sua conformagao convexa, asférica, completamente avascular
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e densamente inervada por terminagcées nervosas sensoriais (ALLAN, 1999;
HUANG,; LI, 2007; WHITCHER et al., 2001).

Sua fungao fisioldgica primaria consiste em transmitir a luz de forma limpa e
fornecer aproximadamente dois tercos do poder refrativo total do sistema ocular
(FENG; YOU; YUAN, 2019). Alem de sua atuacdo Optica essencial, este tecido
desempenha um papel de barreira mecanica crucial na protecdo das estruturas
oculares internas contra agressodes fisicas, quimicas e invasdes microbianas
(KAMIL; MOHAN, 2021).

Anatomicamente, o corte histolégico da cornea humana revela que ela é
constituida por trés camadas celulares principais denominadas epitélio, estroma e
endotélio (Figura 2) (MCNUTT; MOHAN, 2020). Esses estratos celulares
encontram-se organizados e intercalados por duas membranas especializadas
(MCNUTT; MOHAN, 2020). A primeira delas € a membrana de Bowman, cuja matriz
separa o epitélio do estroma anterior (MCNUTT; MOHAN, 2020). Por sua vez, a
segunda estrutura acelular é a membrana de Descemet, localizada
estrategicamente entre o estroma posterior e a monocamada do endotélio
(MCNUTT; MOHAN, 2020).

Figura 2: Esquema da anatomia das camadas da cérnea humana
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Diagrama representando a anatomia. A cOrnea é avascular e consiste no epitélio externo composto
por células supefficiais e células basais. O epitélio forma 10% da cérnea e protege o olho. Abaixo
dele esta a camada de Bowman - uma lamina acelular que contribui para a resisténcia mecénica da
superficie. O estroma tem um papel crucial na homeostase, reparo e manutencdo da transparéncia
da cornea. Ja a membrana de Descemet é uma estrutura de repouso para as células endoteliais.O
endotélio controla a hidratagdo da cérnea e ajuda a manter a transparéncia. Fonte: Adaptado de
Mohan et al. (2022, p. 43).

O epitélio corneal representa a camada mais externa e esta em contato direto
com o meio externo. E um epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado,
composto por trés tipos celulares: células superficiais, células em asa (intermédias)
e células basais (MCNUTT; MOHAN, 2020). A homeostasia e renovagao continua
desse epitélio, que ocorre a cada 7 a 10 dias, sao sustentadas por células-tronco
localizadas na regido limbar (KAMIL; MOHAN, 2021)

Abaixo das células basais, encontra-se a membrana basal epitelial (EBM), uma
estrutura acelular composta por matriz extracelular (MEC), incluindo colageno,
lamininas e proteoglicanos, que suporta a organizacgao tecidual e influencia o reparo
de feridas (TORRICELLI et al., 2013). A membrana de Bowman esta posicionada
imediatamente apés a EBM em coérneas humanas, sendo formada por fibras de
colageno orientadas aleatoriamente. Sua presenga nao é universal em todas as
espécies e sua funcgao fisioldgica precisa ainda nao esta completamente elucidada
(WILSON, 2020a).

O estroma é a camada mais espessa, correspondendo a aproximadamente
90% da espessura corneal. E majoritariamente composto por agua (cerca de 80%
do peso) e por uma MEC altamente organizada, com lamelas paralelas de fibras de
colageno (principalmente dos tipos |, V e VI) embebidas em uma matriz de
proteoglicanos, como decorina, lumicano e queratocano (ESPANA; BIRK, 2020;
KAMIL; MOHAN, 2021).

Nesse contexto, os fibroblastos do estroma, sdo células fusiformes e
quiescentes em condigdes normais, desempenhando um papel central na
homeostase, no reparo e na manutengéo da transparéncia da cérnea (CATALA et
al., 2021; WILSON et al., 2001). Todavia, qualquer dano ao estroma — seja por

trauma, infeccdo ou doenga — pode romper esse equilibrio. Quando os fibroblastos
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sao ativados por injurias, ocorre uma redugcdo na expressao de seus marcadores
tipicos e a progressiva diferenciagao em fibroblastos ativados e, posteriormente, em

miofibroblastos, através da aquisicdo de feixes de actina-miosina.

Esse processo de reparo, embora essencial, pode levar a perda irreversivel
da transparéncia e da visdo devido a formacéo de cicatrizes opacas (ANDERSON et
al., 2004; FULLWOOD, 2004; MOHAN et al.,, 2022). Adicionalmente, o estroma
abriga uma populacdo de células dendriticas com atividades fagociticas e de
apresentacao de antigenos, sendo densamente inervado por fibras sensoriais do
nervo trigémeo, o que torna a coérnea um dos tecidos mais sensiveis do corpo
humano (HAMRAH; DANA, 2007; HE; BAZAN, 2016).

A membrana de Descemet € uma membrana basal espessa, secretada
continuamente pelas células endoteliais, e € composta predominantemente por
colageno tipo IV. Ela serve como uma lamina de suporte para o endotélio (MCNUTT;
MOHAN, 2020). Por fim, o endotélio corneal consiste em uma monocamada de
células cuboides ricos em mitocondrias. Em humanos, essas células possuem
capacidade de proliferacdo muito limitada. Sua funcdo primordial € bombear
ativamente o excesso de agua do estroma para o humor aquoso, mantendo assim o
estado de deturgescéncia que é fundamental para a transparéncia corneal (HE;
BAZAN, 2016; MCNABB; MOHAN, 2020).

A transparéncia unica da cérnea € um atributo que depende criticamente da
arquitetura ordenada das fibras de colageno no estroma, da auséncia de vasos
sanguineos e linfaticos, e de um rigoroso controle imunolégico (MEEK; KNUPP,
2015). Qualquer alteracdo nessas organizagdes ultrastrutural, frequentemente
resultante de injurias, infeccbes ou doencgas, pode levar a opacidade, formagao de

cicatrizes e comprometimento visual significativo (KAMIL; MOHAN, 2021).

1.3 Células-Tronco Estromais da Cornea

Problemas e patologias relacionadas a cornea sao a terceira maior causa de
deficiéncia visual globalmente (ALLAN, 1999; Huang & Li, 2007; Whitcher et al.,
2001), afetando cerca de 12,7 milhdes de pessoas que aguardam por transplantes

de cornea (GARCIA-ACOSTA et al., 2017). Dentre as alteracdes corneanas mais
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comuns estio o ceratocone, as distrofias da cérnea, o olho seco cronico e casos de
fibrose (MENDA et al., 2020).

O transplante de coérnea, também conhecido como ceratoplastia, é
reconhecido como o procedimento de transplante de 6érgao mais recorrente (DUAN
et al., 2017). No entanto, essa pratica enfrenta uma série de obstaculos, como a
escassez global de cérneas doadas, além das altas taxas de falha e rejeicédo do
enxerto a longo prazo. Com o passar das décadas, a viabilidade dos enxertos
diminui significativamente (WILKINS et al., 2003; WILLIAMS & MJLLER, 2016). A
crescente demanda por coérneas para transplante destaca a necessidade de
aproveitar tecidos biolégicos que, de outra forma, seriam descartados pelos bancos
de olhos por n&do atenderem aos rigorosos critérios clinicos e biolégicos exigidos

para transplantes convencionais (WILSON et al., 2015).

Aproximadamente 44% das cérneas captadas acabam sendo descartadas
devido a triagens bioldgicas inadequadas, periodos prolongados de armazenamento
ou baixa densidade de células endoteliais viaveis (WILSON et al., 2015). Entretanto,
esses tecidos ainda preservam sua matriz extracelular estromal e podem servir
como fontes valiosas de células primarias multipotentes (WILSON et al., 2015).
Além disso, é possivel isolar e expandir populagdes celulares viaveis desses tecidos
in vitro, possibilitando seu uso em terapias celulares (PARIKUMAR et al., 2018).
Mesmo amostras com baixa densidade celular endotelial pode fornecer precursores
endoteliais humanos funcionais para aplicagdes terapéuticas (PARIKUMAR et al.,
2018).

No contexto estromal, corneas humanas descartadas também se revelam uma
alternativa viavel e acessivel para o isolamento e cultivo de fibroblastos primarios
maduros através de protocolos enzimaticos controlados (GHIASI et al., 2023). Esses
fibroblastos oriundos de descartes cirurgicos expressam elevados niveis de
marcadores essenciais, como ceratocana, lumicano, ALDH3A1 e CD34, reforcando
0 uso desses residuos bioldgicos como matéria-prima sustentavel para aplicagdes

em engenharia de tecidos e medicina regenerativa ocular (GHIASI et al., 2023).
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Situadas na periferia do estroma, préximo as células-tronco limbicas,
encontra-se uma populacido celular especializada conhecida como células-tronco
estromais da cornea humana (hCSSCs) (DU et al., 2005; PINNAMANENI &
FUNDERBURGH, 2012). Originarias da crista neural durante o desenvolvimento
embrionario, essas células apresentam notaveis capacidades de autorrenovacgao e
diferenciagao multipotente (DU et al., 2005). O perfil imunofenotipico das hCSSCs
revela caracteristicas mesenquimais, como a expressao dos marcadores CD73,
CD90, CD105 e CD166, simultaneamente a auséncia de marcadores
hematopoiéticos como CD34 e CD45 (FUNDERBURGH et al., 2016; KUMAR et al.,
2018Db).

Nesse sentido, o que diferencia as hCSSCs dos fibroblastos maduros é sua
capacidade de manter a expressdo de genes fundamentais relacionados ao
desenvolvimento ocular e a pluripoténcia. Entre esses genes estdo ABCG2, PAXG6,
SOX2 e NANOG. Essa caracteristica proporciona maior plasticidade biolégica e
potencial proliferativo as hCSSCs (FUNDERBURGH et al., 2016; Kumar et al.,
2018b). No campo da medicina regenerativa, essas células despontam como uma
alternativa promissora aos fibroblastos quiescentes devido a sua habilidade de gerar
tecidos organizados e transparentes tanto in vitro quanto in vivo (WU ET AL., 2012;
2014; FUNDERBURGH et al., 2012).

Conforme apontado por Pinnamaneni e Funderburgh (2012), enquanto os
fibroblastos tendem a perder seu fenétipo funcional durante a expansao in vitro, as
hCSSCs podem ser cultivadas sem comprometer sua capacidade de diferenciagao
e producao de matriz extracelular organizada. Assim, as cérneas descartadas nos
processos de triagem para transplantes convencionais emergem como uma fonte

ética, sustentavel e acessivel para aplicagdes em engenharia de tecidos.

1.4 Aplicagoes das hCSSC em Estudos Pré-Clinicos

Nesse contexto, novas investigagdes cientificas tém sido conduzidas com o
objetivo de desenvolver estratégias terapéuticas nao invasivas mais eficazes para
tratar defeitos estromais e restaurar plenamente a funcionalidade da coérnea. As

abordagens emergentes focadas na regeneracdo do estroma baseiam-se
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predominantemente na terapia génica e na nanomedicina, com 0 objetivo de
modular a expressdo de proteinas terapéuticas. Tais esforgos buscam inibir o
processo de fibrose e favorecer a recuperacéo da transparéncia corneana (MOHAN
et al., 2021b).

Entre as tecnologias promissoras estdo os vetores virais recombinantes
baseados em adenovirus-associados (rAAV) e nanoparticulas derivadas de
polietilenimina conjugada a nanoparticulas de ouro (PEI2-GNPs) tem demonstrado
avancgos. Estas tecnologias sdo direcionadas a entrega de genes como decorina,
BMP7 e HGF, evidenciando éxito na mitigacdo de marcadores pré-fibréticos, além
da aplicacéo da técnica CRISPR/Cas9 para corrigir alteracées genéticas especificas
(GUPTA et al.,, 2018; CHANG et al., 2018). Apesar do progresso, desafios
importantes ainda devem ser superados, como a complexidade das manipulagdes
genéticas, os altos custos de produgdo dos vetores e o0s riscos potenciais

associados a imunogenicidade a longo prazo.

Historicamente, a investigagao dos mecanismos fisiopatolégicos de doencgas
oculares complexas tem se baseado no emprego de modelos animais, abrangendo
desde roedores submetidos a inducdo quimica até primatas ndao humanos
(QUIROZ; YAZDANYAR, 2021; LOISEAU et al., 2023). Embora esses modelos
tenham gerado contribuigdes substanciais na elucidagdo dos processos
inflamatorios e neurodegenerativos, também apresentam limitagdes importantes que
restringem sua aplicabilidade translacional. A disparidade anatémica e fisiolégica
entre os olhos de animais e humanos, somada a baixa reprodutibilidade da
progressao clinica observada nesses modelos, bem como os custos elevados e as
rigorosas questdes éticas envolvidas, tém estimulado esforcos para o
desenvolvimento de alternativas mais precisas e sustentaveis (TREVISANI et al.,
2018; QUIROZ; YAZDANYAR, 2021).

Em ambito pré-clinico, as aplicagbes das hCSSCs tém avangado
significativamente através de sua validagdo em modelos animais de lesdes oculares
severas, demonstrando uma robusta capacidade de restaurar a homeostase do
tecido estromal. Em camundongos com deficiéncia genética de lumicana, um

proteoglicano estrutural essencial para a cornea, a administragao intracorneana de
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hCSSCs possibilitou a colonizagdo duradoura do estroma sem desencadear
rejeicdes imunoldgicas mediadas por células T ou fusdes celulares. Além disso, foi
observada a deposicdo de uma matriz extracelular humana altamente organizada
que restaurou com sucesso a transparéncia do tecido previamente opacificado (DU
et al., 2009).

Resultados similares foram reproduzidos em estudos utilizando bidpsias
limbares humanas. Nessas investigagbes experimentais, as hCSSCs, quando
ancoradas em substratos nanofibrosos alinhados, recriaram a deposicao paralela de
colageno e queratano sulfato. Apds o transplante em feridas estromais abrasivas em
camundongos, essas células demonstraram ser eficazes na prevencdo do
espessamento opaco da cérnea e na formagao de matriz fibrética cicatricial (BASU
et al., 2014).

Os processos biolégicos e imunomoduladores que fundamentam a restauragéo
da clareza éptica proporcionada pelas hCSSCs estdo associados a uma complexa
regulacdo do microambiente inflamatério pds-lesdo. Estudos pré-clinicos indicam
que a aplicagao topica dessas células-tronco em ferimentos corneanos contribui
para a redugao do infiltrado inflamatdrio agudo, diminuindo de forma significativa a
expressao de quimiocinas associadas a neutrofilos. Esse processo impede o influxo
excessivo dessas células imunes, bloqueando, por consequéncia, a diferenciagao
de fibroblastos em miofibroblastos prejudiciais (HERTSENBERG et al., 2017).

Essa janela regenerativa mediada por hCSSCs mostrou-se eficaz mesmo em
cenarios de lesbes quimicas severas provocadas por exposicdo ao nitrogénio
liquido.O transplante dessas células em matrizes de fibrina sobre superficies
oculares lesionadas por crioterapia induziu a rapida reepitelizacdo e reduziu
drasticamente o neovascularismo e a opacidade estromal tardia, promovendo o
remodelamento ultraestrutural por meio de interagdes paracrinas e mecanicas
diretas com as células endoteliais e epiteliais remanescentes do hospedeiro
(GHOUBAY et al., 2020).

Nesse cenario, as ceélulas-tronco estromais da cérnea humana (hCSSCs)
destacam-se por sua marcante plasticidade biolégica. Sendo classificadas como
células multipotentes, elas exibem a propriedade primordial de se diferenciarem em
fibroblastos estromais funcionais para o reparo da superficie ocular, mas também

guardam a capacidade de transdiferenciagdo em linhagens neuro-retinianas devido
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a sua origem embrionaria associada a crista neural.

Como perspectiva de aplicagao futura, projeta-se o desenvolvimento de um
modelo in vitro de Retinopatia Diabética (RD) a partir dessas linhagens para a
triagem pré-clinica de substancias ativas e medicamentos de terapia avangada.
Adicionalmente, esse modelo podera ser instrumentalizado em associagao com a
nanotecnologia, servindo como plataforma preliminar para testar a entrega
direcionada de sistemas nanoestruturados e avaliar o controle do microambiente
hostil da retina (PARK et al., 2015; LECHNER et al., 2022; TUEKPRAKHON et al.,
2021). Portanto, a caracterizagdo fenotipica e o estudo do potencial de
diferenciagdo das hCSSCs propostos neste trabalho constituem o alicerce

indispensavel para viabilizar essas futuras plataformas biotecnoldgicas.
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2. OBJETIVOS

Estabelecer o perfil fenotipico de hCSSCs provenientes de coérneas descartadas,
por meio da analise de marcadores de superficie e de pluripoténcia, e investigar o

seu potencial de diferenciacdo em progenitores neuronais in vitro.
2.1 Objetivos especificos

1. Isolar e estabelecer culturas primarias de hCSSCs a partir de tecidos

corneanos humanos descartados

2. Caracterizar o perfil imunofenotipico das hCSSCs através da analise de
marcadores de superficie mesenquimais e da auséncia de marcadores
hematopoiéticos por citometria de fluxo;

3. Confirmar a multipoténcia das células isoladas mediante protocolos de
diferenciagao nas linhagens: adipogénica, osteogénica e condrogénica;

4. Avaliar o potencial de diferenciagcao neuronal das das hCSSCs, analisando a
cinética de expressdao de marcadores de progenitores e de maturagao
neuronal durante o processo de indugéo.

5. Investigar o potencial de diferenciacdo neuronal das hCSSCs.
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RESUMO

Diante das restricbes éticas e translacionais associadas aos modelos animais na
pesquisa ocular, o emprego de células-tronco surge como uma alternativa valiosa.
Essas células apresentam amplas vantagens em aplicagdes biotecnoldgicas,
permitindo o desenvolvimento de modelos in vitro mais representativos da fisiologia
humana.Este estudo teve como objetivo caracterizar fenotipicamente células-tronco
estromais da cérnea humana (hCSSCs) obtidas de corneas descartadas para
transplante e investigar seu potencial de diferenciagdo neural in vitro. As hCSSCs
foram isoladas e submetidas a expansao celular, citometria de fluxo, ensaios de
multipoténcia e protocolos de diferenciagcdo neural. As células apresentaram perfil
imunofenotipico compativel com linhagens mesenquimais (CD73+/CD90+/CD105+)
e auséncia de marcadores hematopoiéticos (CD34-/CD45-). Durante a diferenciagcéo
neural, observou-se reducdo progressiva da expressdo dos marcadores
progenitores Nestina e Pax6, associada ao aumento da expressao de Blll-tubulina,
indicando maturagdo neuronal. Além disso, as células demonstraram capacidade de
organizagado tridimensional em esferoides. Os resultados indicam que coérneas
descartadas constituem uma fonte viavel e de baixo custo para obtencdo de
hCSSCs, destacando o potencial dessas células para aplicagbes em modelagem in

vitro de neuropatias oculares e medicina regenerativa.

Palavras-chave: células-tronco estromais da cérnea; diferenciacdo neural;

retinopatia diabética; bioengenharia de tecidos; coérnea humana.
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INTRODUGAO

O globo ocular humano é um érgéo altamente especializado, responsavel por
captar a luz e converté-la em impulsos nervosos que possibilitam a formacédo da
visdo (CIOFFI, 2020). Sua estrutura é formada por trés camadas principais: fibrosa,
vascular e nervosa. Na porcao anterior da tunica fibrosa, encontra-se a cérnea, um
tecido transparente, avascular e ricamente inervado, que desempenha papel
essencial tanto na refracdo da luz quanto na protecdo das estruturas internas do
olho (FENG; YOU; YUAN, 2019; NG; OLIVER, 2018). Sob o ponto de vista
histologico, a cornea € composta por trés camadas principais — epitélio, estroma e
endotélio —, separadas pelas membranas de Bowman e Descemet. O estroma
constitui a maior parte de sua espessura e abriga fibroblastos especializados que
garantem a manutencdo da matriz extracelular e a transparéncia do tecido
(MCNUTT; MOHAN, 2020; ESPANA; BIRK, 2020).

Doencas e lesbes corneanas estdo entre as principais causas de deficiéncia
visual no mundo, tornando o transplante de cérnea o tratamento padrdo para casos
mais graves (DUAN et al., 2017). Entretanto, a escassez global de tecidos doadores
e as limitagdes relacionadas a rejeigado e falha tardia dos enxertos impulsionam o
desenvolvimento de abordagens regenerativas alternativas (WILKINS et al., 2003;
WILLIAMS; MJLLER, 2016). Nesse contexto, cérneas humanas descartadas para
transplante representam uma fonte viavel e ética de células primarias para
aplicagdes em engenharia tecidual e medicina regenerativa ocular (WILSON et al., 2
015; GHIASI et al., 2023).

Dentre as células presentes no estroma da cornea humana, destacam-se as
células-tronco estromais da cérnea humana (hCSSCs), derivadas da crista neural e
caracterizadas por elevada capacidade proliferativa, autorrenovagao e potencial
multipotente (DU et al., 2005; PINNAMANENI; FUNDERBURGH, 2012). Essas
células expressam marcadores mesenquimais, como CD73, CD90 e CD105, além
de genes associados a pluripoténcia e ao desenvolvimento ocular, incluindo SOX2 e
PAX6 (FUNDERBURGH et al., 2016; KUMAR et al., 2018b). Estudos recentes
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demonstram que as hCSSCs apresentam importante potencial regenerativo e
imunomodulador, sendo capazes de restaurar a transparéncia corneal e modular

processos fibréticos em modelos pré-clinicos (DU et al., 2009; BASU et al., 2014).

Além das aplicacbes na regeneracdo do segmento anterior do olho, a
capacidade biologica de adaptagdo das hCSSCs e sua origem neuroectodérmica
indicam um potencial de diferenciagcdo em linhagens neuronais sob condigdes
especificas. Dessa forma, essas células se tornam promissoras em estudos
experimentais voltados a neurotoxicidade, a modelagem de doencgas
neurodegenerativas e a analise de novas abordagens terapéuticas. Com base
nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizagao
fenotipica de hCSSCs extraidas de cérneas humanas descartadas para transplantes

e investigar seu potencial de diferenciagao em células neuronais.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Isolamento e expansao das hCSSCs

O isolamento das hCSSCs foi realizado a partir de cérneas humanas obtidas
de doadores submetidos a cirurgia de evisceragao ocular. A utilizagdo do material
biolégico foi previamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias (UFG), Numero do Parecer: 6.904.699

Para o isolamento celular, empregou-se o método de cultura de explantes sem
digestdo enzimatica. Fragmentos de tecido corneal foram cultivados diretamente em
placas de cultura de 6 pocgos, contendo meio DMEM/F12 suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S). Os explantes
foram mantidos em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO,, permitindo a migragéo e

aderéncia das células a partir do tecido.

Apos as células migrantes atingirem uma confluéncia de 80-90%, realizou-se
um processo de tripsinizagao diferencial. As células que se desprenderam em um

periodo de até 3 minutos de contato com solucéo de tripsina/EDTA a 0,25% foram
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recolhidas. Este pool celular, enriquecido em hCSSCs, foi subsequentemente
semeado em frascos de cultura celular de 75 cm? a 175 cm? para expansao in vitro

em passagens subsequentes.
3.2 Citometria de fluxo

A expressdo de biomarcadores foi avaliada por citometria de fluxo. As células,
com viabilidade acima de 90%, foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas
em DMEM/F-12 completo. Em seguida, realizou-se a contagem em camara de
Neubauer e preparou-se uma suspensao de 2x10° células/mL, distribuida em tubos
de citometria. Apos centrifugagdo e descarte do sobrenadante, todas as solugdes
foram mantidas em gelo.As células foram lavadas duas vezes com PBS 1x gelado

(1.500 rpm, 5 minutos).

Para a marcacdo de anticorpos de superficie (CD73, CD34, CD45, Stro-1,
CD105, Nestina, Rodopsina e 3-Tubulina, além dos controles), foram fixadas com
300 pL de paraformaldeido a 4% e incubadas por 30 minutos, ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente. Ja para os anticorpos intracelulares (CD90, Nanog, Pax6,
GFAP, NRL, Oct-3/4 e controles), utilizou-se 300 puL de Cytofix/Cytoperm para

fixacdo e permeabilizagédo, também por 30 minutos nas mesmas condigdes.

Apos esse processo, as células foram lavadas duas vezes com tampao de
marcagao gelado, centrifugadas e incubadas com os anticorpos primarios
(conjugados ou ndo) por 30 minutos, ao abrigo da luz. Em seguida, foram
submetidas a duas novas lavagens no tampao de marcagao. As amostras que nao
necessitaram anticorpos secundarios foram lavadas em PBS 1x gelado,
ressuspensas em 200 uL de PBS e mantidas refrigeradas até a leitura. Quando
necessario, adicionaram-se anticorpos secundarios com incubacgao por 30 minutos,
seguida de lavagens com tampao de marcacao e PBS. Por fim, todas as amostras
foram ressuspensas em 200 pyL de PBS gelado e armazenadas sob refrigeragcéo até

a analise citométrica.
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3.3 Diferenciacgao trilinhagem

As células foram submetidas a diferenciagdo trilinhagem: adipogénica,

condrogénica e osteogénica pelo cultivo em meios especificos

3.3.1 Diferenciagao adipogénica

A diferenciacdo adipogénica foi conduzida utilizando o kit StemPro®
Adipogenesis Differentiation Kit (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Inicialmente, as hCSSCs foram expandidas e
utilizadas quando atingiram confluéncia entre 60 a 80% e viabilidade superior a
90%.

As células foram tripsinizadas seguindo o protocolo do laboratério, e
posteriormente foram contadas e semeadas em placas de cultivo (12 pogos) na

densidade de 1 x 10* células/cm?.

Apds um periodo inicial de adesado e estabilizagdo (2 dias) em meio de
crescimento, as culturas foram submetidas a indugdo adipogénica. O meio de
diferenciagdo adipogénico completo foi preparado previamente, contendo: 90% do
meio basal StemPro® Adipogenesis Differentiation Basal Medium, 10% do
suplemento StemPro® Adipogenesis Supplement previamente descongelado e
homogeneizado, e 1% de Penicilina/ Estreptomicina). O meio completo foi mantido

sob refrigeragao (2—8°C) e protegido da luz..

As culturas foram mantidas em incubadora a 37°C, com atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,, durante 21 dias, sendo o meio de diferenciagao
trocado a cada 2-3 dias. Ao término do protocolo de indugdo, as células foram
fixadas com paraformaldeido a 4% por 30 minutos e coradas com QOil Red O para

analise morfologica da diferenciagado adipogénica por microscopia optica.
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3.3.2 Diferenciagao condrogénica

A diferenciagédo condrogénica foi realizada com o StemPro® Chondrogenesis
Differentiation Kit (Thermo Fisher Scientific). As hCSSCs previamente expandidas
em meio de crescimento foram utilizadas em confluéncia de 60-80% e viabilidade
>90%.As células foram dissociadas com Tripsina/EDTA a 37°C por 3 minutos,
centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos e ressuspendidas para obtencdo de
suspensao com 1,6 x 107 células/mL. Para formacdo de micromassa, 5 uL dessa
suspensao foram depositados no centro de cada poco de placa de cultura (96
pocgos) e mantidos sob alta umidade por 2 horas antes da adicdo do meio de

diferenciagao.

O meio de diferenciagdo condrogénico completo foi preparado com 90% do
StemPro® Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium, 10% do
suplemento StemPro® Chondrogenesis Supplement e 1% de Penicilina/

Estreptomicina), armazenado a 2—8°C e protegido da luz.

As culturas foram mantidas a 37°C, com 5% de CO,, e o meio foi trocado a cada
2-3 dias, por 14 dias. Ao término, as amostras foram fixadas com paraformaldeido a
4% e transferidas para moldes contendo meio OCT Tissue-Tek (Sakura, Radnor, PA,
USA), congelados em nitrogénio liquido e levados ao criostato (CM 1850, Leica
Microsystems, EUA), onde realizou-se cortes de 5um, os quais foram transferidos
para laminas de microscopia e corados com Alcian Blue 1% (pH 2,5) por 30

minutos.

3.3.3 Diferenciagao osteogénica

A diferenciagcéo osteogénica foi realizada utilizando o StemPro® Osteogenesis
Differentiation Kit (Thermo Fisher Scientific). As hCSSC’s expandidas em meio de
crescimento foram empregadas em confluéncia de 60-80% e viabilidade >90%.As
células foram dissociadas com Tripsina/EDTA a 37°C por 3 minutos, centrifugadas a
1500 RPMA por 5 minutos e , ressuspendidas e semeadas em placas de 24 pocos,

na densidade de 5 x 103 células/cm?.
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O meio de diferenciacdo osteogénico completo foi preparado com 90 % do
StemPro® Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium, 10% do
suplemento StemPro® Osteogenesis Supplement e 1% de

Penicilina/Estreptomicina, armazenado a 2—8°C e protegido da luz.

As culturas foram mantidas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,, com trocas
de meio a cada 2 - 3 dias, por 21 dias. Para analise da deposicao mineral, as
células foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 30 minutos e coradas com
Alizarin Red S 2% (pH 4,2) por 2-3 minutos. Apés a coloragao, foram lavadas com

agua destilada e analisadas em microscépio optico.

3.4 Diferenciacao das hCSSCs em Células Neuronais da Retina
3.4.1 Etapa 1 — Formacgao de Neuroesferas (Dia 0 a Dia 3)

Células-tronco estromais da cérnea (CSSCs), previamente cultivadas até
atingir confluéncia de 60-80% e viabilidade celular superior a 90%, foram
submetidas a dissociacdo enzimatica por tripsinizacao. A suspensao celular obtida
foi transferida para tubo Falcon estéril e centrifugada a 1000-1500 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet celular
ressuspendido em meio DMEM/F-12. A concentragcao celular foi determinada por

contagem em Camara de Neubauer, aplicando-se a férmula:
Concentragao celular=(n° de células)x(fator de diluicdo)x10*

A suspensao foi ajustada para uma densidade final de 3 x 10° células/mL
(equivalente a 3 x 10* células/100 pyL) em DMEM/F-12 sem soro € novamente
centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos. O pellet foi ressuspendido no Meio de
Diferenciacao 1 (IM1), no volume correspondente ao calculo para plaqueamento.

O conteudo foi distribuido em placas de 96 pocos de fundo em “U” de baixa
aderéncia (Nunclon Sphera-Treated), 100 pyL por pogo, homogeneizando-se a
suspensdo a cada pipetagem. As placas foram centrifugadas a 1600 rpm por 4

minutos e inspecionadas em microscépio invertido para confirmagao da formacéao de
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agregados celulares. As culturas foram incubadas a 37°C, em atmosfera umidificada
com 5% de CO,, por trés dias.

Composicéao do Meio IM1: DMEM/F-12 suplementado com B27 (1X), Noggin
(1 ng/mL), Dkk-1 (1 ng/mL) e penicilina/estreptomicina (1%). O meio foi preparado

imediatamente antes do uso.

3.4.2 Etapa 2 — Diferenciagcao em Substrato Revestido com Matrigel (Dia 3 a
Dia 25)

O revestimento com Matrigel foi preparado diluindo-se o reagente na
propor¢ao 1:50 em DMEM/F-12 (40 pL para 2 mL de solugédo), mantido em banho
de gelo, e distribuido (100 uL/pogo) no centro dos pogos de placas de 96 pogos. As
placas foram incubadas a 37°C por 1 hora. No momento do uso, o excesso foi
removido e adicionado o Meio de Diferenciagdo 2 (IM2), evitando-se o
ressecamento do revestimento. A composicdo do Meio IM2: DMEM/F-12
suplementado com B27 (1X), Noggin (10 ng/mL), Dkk-1 (10 ng/mL), N2 (1X) e

penicilina/estreptomicina (1%). O meio foi preparado imediatamente antes do uso.

As neuroesferas formadas na Etapa 1 foram transferidas (2 a 3 esferas/pogo)
para as placas revestidas, contendo 200 pL de IM2, utilizando ponteiras de abertura
larga (wide bore). As culturas foram mantidas por 22 dias adicionais, completando

25 dias de diferenciagcado, com trocas de meio a cada 2 - 3 dias.

3.4.3 Imunofluorescéncia para Neuroesferas

As neuroesferas foram cuidadosamente lavadas duas vezes com PBS e
transferidas para pocos de placas de 96 pocos-U contendo pelo menos cinco
esferas por poco. Apdés a remocgao do PBS, as amostras foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 20 minutos, a temperatura ambiente, e lavadas uma vez
com PBS.

A permeabilizagao foi realizada com Triton-X 0,5% por 15 minutos, seguida de

incubacdo em solucdo de bloqueio (BSA/Tween 20/PBS) por 1 hora, a 4°C, sob
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agitacao de 20 rpm. As amostras foram incubadas overnight com o anticorpo

primario, a 4°C, sob agitacao, protegidas da luz.

Apo6s duas lavagens com solugéo de bloqueio gelada, foi adicionado o anticorpo
secundario, com incubagdo de 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacdo e
auséncia de luz. As esferas foram lavadas novamente e montadas em laminas de
microscopia com meio de montagem Fluormount. As laminas foram avaliadas em

microscopio confocal, sob protegcao da luz.

3.4.4 Imunofluorescéncia apés a migragao das células a partir das

neuroesferas (dia 25)

Posteriormente, realizou-se a imunofluorescéncia da monocamada no dia 25.
A monocamada foi cuidadosamente lavada duas vezes com PBS e transferida para
pogos de placas de 96 pogos-U, contendo pelo menos cinco areas por pogo. Apés a
remocao do PBS, as amostras foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 20
minutos, a temperatura ambiente, e lavadas uma vez com PBS.A permeabilizacéo
foi realizada com Triton-X 0,1% por 10 minutos, seguida de incubagdo em solugéo
de bloqueio (BSA/Tween 20/PBS) por 30 minutos, a 4 °C, sem necessidade de
agitacao. As amostras foram entao incubadas overnight com o anticorpo primario, a

4 °C, protegidas da luz.

Apo6s duas lavagens com solugdo de bloqueio gelada, adicionou-se o anticorpo
secundario, com incubacao de 1 hora a temperatura ambiente, em auséncia de luz.
As células foram novamente lavadas e montadas em laminas de microscopia com
meio de montagem Fluormount. A leitura das amostras foi realizada no equipamento

High Content Analysis (HCA, Thermo Fisher), sob protecdo da
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4. RESULTADOS
4.1 Citometria de fluxo

Os resultados obtidos na analise sequencial por citometria de fluxo
demonstraram uma dindmica de expressdo molecular distinta ao longo de
passagens sucessivas (P2 a P6), que correspondem aos ciclos cronoldgicos de
subcultivo e expansao celular in vitro (Figura 3).0 marcador estromal CD90
apresentou uma marcacgédo fortemente positiva e homogénea logo na primeira
passagem (P2), mantendo seus niveis de detecgao altos até o final do cultivo. De
forma coordenada, o receptor CD73 exibiu indices elevados de fluorescéncia desde
o isolamento inicial e diminuiu ao longo das passagens. Por sua vez, o antigeno
CD105 iniciou com niveis elevados em P2 e manteve o nivel linear até atingir a

ultima passagem.

Em contrapartida, o antigeno progenitor hematopoiético CD34 exibiu pequenas
taxas de sinal residual em P2, as quais decairam de forma acentuada a cada
tripsinizagao até tornarem-se quase nulas na passagem P6.0 marcador leucocitario
comum CD45 demonstrou auséncia estrita de sinal desde as fases iniciais,
mantendo-se rigorosamente abaixo do limiar de 2% durante todo o periodo

experimental.
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Figura 3: Perfil

expandidas in vitro dos marcadores CD90, CD73, CD105, CD34 e CD45
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Histogramas demonstrando a quantificacdo percentual de marcadores celulares de superficie
avaliados por citometria de fluxo em passagens sequenciais (P2 a P6). A metodologia utilizou
anticorpos conjugados a fluorocromos para avaliar a expressédo positiva de painel mesenquimal
(CD73, CD90, CD105) e a expressdao negativa de linhagem hematopoiética (CD34, CDA45),
analisados no software FlowJo. Os resultados revelam um perfil imunofenotipico homogéneo,
caracterizado por niveis de expressdo superiores a 95% para os marcadores de linhagem

mesenquimal e inferiores a 2% para os marcadores hematopoiéticos. Fonte: Autoria propria

Por outro lado, as analises sequenciais por citometria de fluxo revelaram
variagbes dindmicas na cinética de expressao dos marcadores neurais ao longo dos
subcultivos (Figura 4). O marcador Nestina apresentou niveis reduzidos de deteccao
na passagem P2, registrando seu apice de expressdo percentual na passagem

subsequente, seguido por um declinio de aproximadamente 50% na passagem P6.

O marcador glial GFAP iniciou com indices inferiores a 2% e demonstrou um
incremento discreto na passagem P4, estagio no qual atingiu seu valor maximo,
seguido por um decréscimo substancial na ultima passagem avaliada, quando

retornou a um nivel proximo de zero. Comportamento analogo foi observado para o
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fator de transcricdo PAX6, que exibiu valores minimos iniciais, uma elevacgao

consideravel especificamente na passagem P4 e uma redugdo abrupta ao término

do periodo experimental.

Por fim, a Beta-3-Tubulina também evidenciou expressdo maxima na passagem
P4; contudo, diferentemente das duas proteinas anteriores, seu sinal reduziu-se
pela metade na fase tardia de cultivo, mantendo uma detecgao residual expressiva

em vez de declinar para um valor proximo de zero.

Figura 4: Perfil imunofenotipico por citometria de fluxo de hCSSCs
expandidas in vitro dos marcadores Nestin, GFAP, Pax 6 e Beta-3-Tubulina.

Passagem 2 Passagem 4 Passagem 6
B 300 = 1
200
A ]
# |‘ 200 = 1
JORRE
[ 5 .
r"‘ \ 8 © 100 o
/ \ 100 =
o J \ 50
/ \\ Nestin+ estine 1 Nestin+
239 1 334
. v, . . 69,9 4
T T ——rrr— ; e ——rr —
1o 0! 10 10 10t 10° 10! 10 10* 10 10° 10! 10 10’ 10?
250 7]
300
300 =
200 o
200 150 =
200 o )
5 5 5
S 8 S ]
100 =
100 100 =
50 -
gfap+ GFAP+ ] GFAP+
117 150 1 011
0 0 0
T T T T T T akl T T

34



35

300 = 300 =

150

200 ~ . 200~

Count
Count

3 1 100
3

100 5 100 = 50
4 Pax6+

250 — 300 <
200 =
200 =
150 =

200 —
150 =

Count
Count

100
100 = 1
100 —

50 —

50 = 4
/ B3T+ ] B3T+ B3T+
170 1 78 445
0 . L 0 L 0] 1

T T T T T T T T P T=T=T=TTTTT LA | T T T LA | AR | I |
0

r
"
10 10! 10* 0’ 10? 10° 10’ 10? 10® 10 10° 10' 10? 10} w0*

Histogramas demonstrando a quantificagdo percentual de marcadores celulares de superficie

avaliados por citometria de fluxo em passagens sequenciais (P2 a P6).Observou-se um aumento
progressivo que culminou no pico de expressdo dos marcadores neuronais e oculares Nestina,
GFAP, PAX®6 e BllI-tubulina especificamente na passagem P4. Esse incremento cinético tardio sugere

que as hCSSCs mantém e refinam sua plasticidade para linhagens neurais. Fonte: Autoria propria.

4.2 Diferenciagao trilinhagem

4.2.1 Adipogénica

O potencial de diferenciagdo das hCSSCs foi confirmado por meio de
ensaios histoquimicos especificos apdés o periodo de inducdo in vitro. Para a
linhagem adipogénica, as culturas submetidas ao meio indutor demonstraram
alteragdes morfoldgicas caracteristicas, com o surgimento de células vacuoladas e a
progressiva deposi¢ao de goticulas lipidicas intracitoplasmaticas. A presenca e a
especificidade dessas inclusdes de gordura foram evidenciadas pela coloragdo com

Oil Red O, que revelou agregados lipidicos intensamente corados em vermelho no
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interior do citoplasma celular, confirmando a plasticidade para o fendtipo

adipocitario.

Figura 5: Potencial de diferenciagcao adipogénica in vitro de

células-tronco  estromais da cornea humana (hCSSCs).

CN DIF

POS

Imagens obtidas por microscopia optica demonstrando a morfologia celular no grupo Controle
Negativo (CN) — mantido em meio de crescimento basal DMEM/F12 — e no grupo Diferenciagdo
(DIF), apos 14 dias sob protocolo de inducéo utilizando o StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit.
O ensaio avaliou o marcador funcional de acumulo lipidico intracelular por meio da técnica histolégica
de coloragdo com Oil Red O. Os resultados demonstram o sucesso da diferenciagdo, evidenciado
pelo surgimento visual de vacuolos lipidicos citoplasmaticos corados em vermelho brilhante apenas

nas culturas induzidas (DIF) quando comparadas ao controle quiescente. Fonte: Autoria propria.
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4.2.2 Osteogénica

A diferenciacdo osteogénica foi validada pela deposicdo de uma matriz
extracelular mineralizada rica em cristais de calcio e fosforo. Apds o periodo de
cultivo em meio osteogénico, as células demonstraram uma transicdo para uma
morfologia semelhante a osteoblastos, organizando-se em monocamadas densas. A
analise histologica realizada por meio da coloracdo de Alizarin Red S demonstrou
uma forte reatividade positiva, caracterizada pela formacdo de ndédulos de
mineralizagdo densamente corados em tons de vermelho-escuro e carmim, o que

comprova o sucesso na biomineralizagdo e maturagéao ossea.

Figura 6: Potencial de diferenciagcao osteogénica in vitro de células-tronco

estromais da céornea humana (hCSSCs)
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Imagens obtidas por microscopia optica exibindo a matriz extracelular tecidual no grupo Controle
Negativo (CN) — sem indugdo mineral — e no grupo Diferenciagcéo (DIF), apés 14 dias de cultivo
continuo com o StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit, antes e depois da marcagdo. O marcador
avaliado consistiu na deposicdo de calcio e mineralizagdo da matriz 6ssea in vitro, analisada

qualitativamente através do método citoquimico de coloragdo com Alizarin Red S (2%, pH 4,2). Os



resultados comprovam a plasticidade mesenquimal através da detecgéao visual densa de agregados e
noédulos de calcio mineralizado corados em vermelho escuro/bordeaux fixados a placa na condigao

induzida (DIF). Fonte: Autoria proépria.

4.3.3 Condrogénica

Por fim, o potencial condrogénico foi verificado através da indugdo em
sistema de micromassa, resultando na formacdo de esferoides celulares
tridimensionais compactos. A caracterizagao histologica evidenciou a sintese
robusta de uma matriz extracelular cartilaginosa abundante, rica em proteoglicanos
e glicosaminoglicanos sulfatados. A coloragcdo com Alcian Blue confirmou a
presenca desses componentes estruturais ao exibir uma deposicdo densa e
homogénea de matriz corada em azul-cianeto ao redor das lacunas celulares,

ratificando a diferenciagcao bem-sucedida das hCSSCs em condrdcitos funcionais.

Figura 7: Potencial de diferenciagdo condrogénica in vitro de células-tronco

estromais da cornea humana (hCSSCs)
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Imagens de microscopia optica revelando as secgdes histolégicas da micromassa celular cultivada
na forma de esferoide tridimensional por 14 dias. O painel compara a condicdo Controle Negativo
(CN) e o grupo Diferenciagcéo (DIF) submetido ao StemPro® Chondrogenesis Supplement. O ensaio
histolégico utilizou o corante Alcian Blue para avaliar como biomarcador a sintese e secre¢do de
proteoglicanos e glicosaminoglicanos sulfatados, componentes tipicos da matriz cartilaginosa.O
resultado indica uma diferenciagdo bem-sucedida, marcada pela forte afinidade tintorial e coloragao
azul-esverdeada intensa na matriz extracelular tridimensional do grupo induzido (DIF). Fonte: Autoria

propria.

4.3 Diferenciagdo das hCSSCs em Células Neuronais

O perfil de marcacéo por imunofluorescéncia realizado ao longo do protocolo de
diferenciagcao revelou modificacbes na intensidade do sinal e na distribuicao

espacial dos alvos estruturais e reguladores nos dias 0, 3 e 25.

No ponto inicial do ensaio, as populagdes de hCSSCs cultivadas em
monocamada exibiram morfologia alongada e padrao fibroblastéide caracteristico.
As analises qualitativas por imunofluorescéncia revelaram perfis distintos de
expressao e distribuicao subcelular para o painel de marcadores avaliados, iniciando
pela Nestina, que demonstrou imunorreatividade acentuada com sinal fluorescente
distribuido de forma homogénea por todo o compartimento citoplasmatico,
organizando-se em uma rede filamentar bem definida ao redor dos nucleos. Em
paralelo, o fator de transcricdo PAX6 apresentou marcacgao de forte intensidade. Em
contrapartida a esse perfil de progenitura, os marcadores de maturagao Beta-

3-Tubulina e GFAP exibiram auséncia de sinal estrutural organizado.
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Figura 8 : Perfil cinético de imunofluorescéncia das hCSSCs no Dia 0 (D0)

Imagens representativas obtidas por microscopia automatizada utilizando o sistema de High Content

Analysis (HCA, Thermo Fisher), avaliando as hCSSCs no dia 0. A metodologia aplicada baseou-se
na fixagdo com paraformaldeido a 4%, permeabilizagdo com Triton X-0,5% e marcagado overnight
com painel especifico de anticorpos primarios voltados a marcadores progenitores, gliais e
fotorreceptores os quais foram revelados por anticorpos secundarios conjugados a fluoréforos. O
resultado demonstra que no estagio inicial (D0), as hCSSCs apresentaram expressdo basal de
Nestin, Pax6, GFAP e B3-Tubulina.Fonte: Autoria prépria.

No terceiro dia de cultivo (D3), apds a transferéncia das estruturas para o
sistema aderente sob o estimulo do Meio de Diferenciacdo 2 (IM2), as analises
qualitativas por imunofluorescéncia revelaram uma transi¢cao no perfil de expressao
proteica das células. Verificou-se uma redugao evidente na intensidade do sinal
fluorescente para os marcadores de multipoténcia Nestina e SOX2 em comparagao

ao estagio basal (D0), caracterizando o inicio do processo de restricao de linhagem.
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Em contrapartida, o fator de transcricdio do desenvolvimento ocular PAX6
permaneceu fortemente positivo, mantendo sua localizagdo predominantemente
nuclear. Adicionalmente, os marcadores de maturagcdo estrutural B3-Tubulina e
GFAP, antes basais, tornaram-se visivelmente positivos no compartimento
citoplasmatico, exibindo os primeiros indicios de organizagao filamentar ao redor da

zona de migracéao celular.

Figura 9: Perfil cinético de imunofluorescéncia de neuroesferas
tridimensionais derivadas de hCSSCs no Dia 3 (D3)
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Imagens representativas obtidas pelo sistema Confocal, avaliando as culturas no dia 3 de cultivo, apés a

transferéncia das neuroesferas para o sistema aderente revestido com Matrigel e estimulado com o Meio de
Diferenciagédo 2 (IM2). O resultado demonstra que houve uma redugdo da expressdo de Nestina e SOX2,

enquanto Pax6, GFAP e 3-Tubulina permaneceram positivos. Fonte: Autoria propria.

Ao término do periodo de diferenciacdo (D25), as analises por
imunofluorescéncia revelaram a consolidagcdo do perfii de maturagdo neuronal,
acompanhada por uma transicdo morfolégica marcante. Devido a interagcdo com o
Matrigel, as neuroesferas perderam a arquitetura esférica tridimensional compacta e
migraram radialmente, organizando-se em um sistema de monocamada aderente
interconectada por todo o poco. Esse espalhamento celular coincidiu com o declinio
quase completo dos marcadores de progenitura Nestina e SOX2, que exibiram

apenas sinais residuais. Em contrapartida, o fator de
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transcricdo ocular PAX6 apresentou uma diminuicdo na intensidade da
marcagao, enquanto os marcadores maduros Beta-3-Tubulina e GFAP

demonstraram forte imunorreatividade citoplasmatica.

Figura 10: Perfil cinético de imunofluorescéncia da monocamada derivadas de
hCSSCs no Dia 25 (D25)

Imagens representativas obtidas pelo sistema High Content Analysis (HCA, Thermo Fisher),
evidenciando a caracterizagdo fenotipica final das estruturas celulares ao término do periodo
experimental no D25. O resultado demonstra uma elevada expressédo de B3-Tubulina, enquanto a

Nestina tornou-se indetectavel.Fonte: Autoria propria.

Com o intuito de mapear de forma integrada a dindmica temporal dos alvos avaliados, a
Tabela 1 sumariza as flutuagdes na intensidade de sinal e o perfil cinético comparativo de
todos os marcadores de imunofluorescéncia ao longo dos dias estratégicos do protocolo
(DO, D3 e D25).

Tabela 1: Perfil cinético comparativo da expressao dos marcadores de imunofluorescéncia

durante a diferenciagao neural de hCSSCs.

Marcador Funcao Dia 0 Dia 3 Dia 25
Biologica
Nestina Filamento Acentuada Reduzida Residual
intermediario de | (+++) (++) (+/-)
progenitores
neurais e
multipoténcia.
SOX 2 Fator de Fraca/Muito | Atenuada Residual/ Ausente
transcricao discreta (+/ %) (-)
associado a (+)
pluripoténcia e
autorrenovacao.
Pax 6 Fator de Basal Forte Moderada/Diminuid
transcrigao (+) (+++) a (++)
essencial do
desenvolviment
o ocular e




neural.

GFAP Proteina Basal Positiva Forte
estrutural glial (+) (++) (+++)
(astrécitos /
células de
Muller).

B3-Tubulina | Proteina de Basal Positiva Elevada
microtubulos (+) (++) (++++)
associada a
maturagao
neuronal.

Fonte: A autora (2026)
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Legenda de intensidade: (++++) Imunorreatividade muito forte/predominante; (+++) Forte imunorreatividade;

(++) Imunorreatividade moderada; (+) Expressao/sinal basal; (x) Sinal limiar/reduzido; (-) Indetectavel.

5. DISCUSSAO

Conforme os critérios minimos definidos pela Sociedade Internacional de
Terapia Celular por Dominici et al. (2006), as células estromais mesenquimais
humanas devem expressar positivamente os marcadores CD90, CD105 e CD73
(295% da populagdo), além de apresentar auséncia de marcadores
hematopoiéticos, como CD34 e CD45 (<2%). Nesse sentido, verificou-se que as
hCSSCs atenderam a esses requisitos, exibindo elevada expressao de CD90 e
CD105, bem como a manutengao da expressao de CD73 até a passagem 4 (P4). A
auséncia de CD45 em todas as passagens analisadas é condizente com o fato de a
cornea ser um tecido avascular, uma vez que este marcador € caracteristico de

células hematopoiéticas.

Com relacdo ao CD34, observou-se uma expressao inicial que pode estar
relacionada a presenca de fibroblastos do estroma corneano, reconhecidamente

positivos para esse marcador. Estudos indicam que fibroblastos humanos podem



expressar tanto CD34 quanto CD133, embora esta expressao tenda a diminuir ao
longo do cultivo in vitro, restando apenas em pequenas subpopulagdes celulares
durante algumas semanas (PERELLA et al., 2005). Assim, o decréscimo gradativo
do CD34 observado ao longo das passagens no presente estudo sugere a
progressiva eliminagdo dos fibroblastos e a predominancia das hCSSCs, que se

destacam por seu perfil distintivo de expressdo de marcadores.

Além disso, a variagao parabodlica observada na cinética celular, com pico de
expressao dos marcadores Nestina, GFAP, PAX6 e B3-Tubulina, na passagem 4
(P4), sugere uma resposta fisiolégica adaptativa ao microambiente de cultivo in vitro
(VOLATIER; CURSIEFEN; NOTARA, 2024). Nesse estagio intermediario,
observou-se um aumento expressivo nos marcadores neuronais e oculares, como
Nestina, GFAP, PAX6 e Beta-3-Tubulina. Estes dados reforcam que as hCSSCs
mantém alta plasticidade biolégica e aptiddo para se diferenciar em linhagens
neuro-retinianas. Durante o estagio inicial de isolamento, as populagdes celulares
obtidas do estroma apresentam um ambiente originalmente heterogéneo (LATHROP
et al.,, 2026). Com o avanco dos subcultivos e a exposicao continua a fatores
externos de crescimento, ocorre uma transicdo fenotipica que intensifica a
plasticidade biolégica e ativa vias de sinalizagdo associadas a multipoténcia
(VOLATIER; CURSIEFEN; NOTARA, 2024). Esses achados indicam que a P4
representa o0 momento ideal de maior competéncia bioldgica das hCSSCs para sua
aplicacdo em contextos regenerativos especificos (VOLATIER; CURSIEFEN;
NOTARA, 2024; LATHROP et al., 2026).

Outro critério essencial para a classificagcdo das células estromais mesenquimais
humanas (MSCs), estabelecido por Dominici et al. (2006), é sua capacidade de se
diferenciar in vitro em linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica. No
presente estudo, as hCSSCs atenderam plenamente a esse critério ao
apresentarem diferenciacdo bem-sucedida nas trés linhagens do mesoderma. Os
achados corroboram os resultados de Veréb et al. (2016), os quais demonstraram
que células isoladas do estroma corneano mantém propriedades de multipoténcia

comparaveis as células-tronco derivadas da medula éssea.
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A diferenciagao adipogénica foi evidenciada pela formacgao de vacuolos lipidicos
intracitoplasmaticos, evidenciados pela coloracdao com Oil Red O. Este resultado
estd em consonancia com o trabalho de Matthyssen et al. (2017), que validou o
potencial adipogénico de hCSSCs cultivadas em condigbes controladas.
Similarmente, Xie et al. (2021) observaram que, embora haja diferengas na
eficiéncia de diferenciacao entre diferentes doadores, a capacidade de linhagens de
MSCs se converterem em fendtipos adipociticos se mantém como uma

caracteristica funcional relevante para a sua classificagao.

Quanto a diferenciacdo osteogénica, a deteccdo de depdsitos de calcio
mineralizado por meio do Alizarin Red S reforca a identidade mesenquimal das
células isoladas. Apesar de a cornea nao ser um tecido naturalmente mineralizado,
a capacidade das hCSSCs de responder a estimulos osteogénicos in vitro reflete

sua plasticidade biolégica e estado progenitor (VEREB et al., 2016).

Em continuidade a caracterizagao da multipoténcia, a diferenciacdo condrogénica
das hCSSCs, demonstrada pela sintese de proteoglicanos e visualizada pela
coloracédo com Alcian Blue, completa o perfil de multipoténcia exigido. Para a
avaliacao precisa desse resultado, o seccionamento dos agregados celulares em
criostato foi fundamental, pois preservou a integridade da matriz extracelular e
permitiu a analise histologica interna da estrutura. Essa organizagao tridimensional
(3D) mimetiza o microambiente cartilaginoso nativo, otimizando a deposi¢cado de
macromoléculas estruturais de forma significativamente superior ao modelo
tradicional em monocamada (SHAINER et al., 2010).

E importante ressaltar que, conforme discutido por Xie et al. (2021), as MSCs
podem apresentar uma "heterogeneidade funcional", onde diferentes linhagens
celulares exibem variagcdes na intensidade da coloracdo histoquimica e na
expressao génica durante a diferenciagdo. No entanto, a manutengdo deste
potencial trilinhagem em células obtidas de cdérneas descartadas valida a robustez
biolégica desta fonte e sua aplicabilidade em estratégias de medicina regenerativa e
bioengenharia de tecidos (VOLATIER; CURSIEFEN; NOTARA, 2024).
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A anadlise por imunofluorescéncia revelou que, no estagio inicial (DO), as
hCSSCs apresentaram marcagdo bem delimitada para o painel de marcadores
avaliados, exibindo um perfil compativel com um fendtipo progenitor neural. A forte
reatividade da Nestina, organizada em uma rede filamentar citoplasmatica
homogénea ao redor dos nucleos evidenciados pelo Hoechst, reflete a integridade
de uma maquinaria citoesquelética imatura e plastica. Biologicamente, a Nestina
atua como um filamento intermediario dinamico do citoesqueleto de células jovens;
sua funcdo primaria € fornecer suporte estrutural e flexibilidade mecanica ao
citoplasma durante os processos de proliferacdo e remodelacdo morfolégica
pré-diferenciagédo (LENDAHL; ZIMMERMAN; MCKAY, 1990; MICHALCZYK; ZIMAN,
2005).

De acordo com Wislet-Gendebien et al. (2003), a expressao de Nestina € um
pré-requisito essencial para a regulagdo de células estromais que iniciam o destino
neural, sendo fundamental para a formacao de agregados celulares semelhantes a
neuroesferas. Esse comportamento foi observado em nosso estudo através da
formagdo de esferoides espontaneos. Segundo Chun (2000), a capacidade de
células estromais primarias de se agregarem em esferoides independentes de
fixacdo € um indicativo de alta viabilidade e maturidade funcional, uma vez que
essas estruturas tridimensionais (3D) expressam niveis mais elevados de genes

especificos do que culturas em monocamada.

Os dados coletados no Dia 3 (D3) indicam o inicio da transigdo fenotipica das
hCSSCs, saindo do estado basal de multipoténcia e avangando para o comego da
especificagao celular. O cultivo sobre Matrigel favoreceu a fixagao das neuroesferas,
com a estrutura ainda visivel como um nucleo central denso, evidenciando que os
processos de diferenciacdo e migracdo acontecem de maneira progressiva e
coordenada a partir dessa col6nia-mae. Além disso, a redugdo na expressao de
Nestina e SOX2 sugere que o microambiente quimico e fisico foi eficaz em suprimir
o programa de autorrenovagdo celular nas células que iniciam o processo de

disperséo.

Por outro lado, a persisténcia da marcacao positiva para o PAX6 confirma que,

apesar da atenuacao do perfil celular indiferenciado, as células mantém o
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direcionamento programado para a linhagem neuroectodérmica ocular. Conforme
afirmam Gémez-Lopez et al. (2011), a coexpressao de SOX2 e PAX6 ¢é vital para
manter o potencial de desenvolvimento de células-tronco neurais e gliogénicas

nesse lote de progenitoras.

Ao final do periodo experimental (D25), foi observada uma completa
transformagao morfolégica na cultura. A arquitetura inicial, caracterizada pela forma
esférica, foi totalmente substituida por uma monocamada aderente, interligada por
extensos prolongamentos celulares. Esse processo de espalhamento foi
acompanhado pelo desaparecimento completo das proteinas Nestina e SOX2. Por
outro lado, a manutencdo da expressdao de PAX6 nesse estagio avancado
revelou-se um aspecto biolégico essencial, demonstrando que as células
preservaram esse fator regulador da linhagem ocular durante todo o cultivo

tridimensional e bidimensional.

Segundo More et al. (2024), o PAX6 desempenha um papel critico como fator de
transcricdo na determinacao do destino celular de células-tronco neuroectodérmicas
e oculares, sendo responsavel por regular o equilibrio entre proliferagéo,
manutengdo e diferenciagdo em linhagens neurais e retinianas. Entretanto, o
declinio subsequente na intensidade desse marcador nuclear em parte da
populacao celular sugere o avanco no processo de diferenciacdo terminal,
reduzindo a necessidade de manutencdo de um fendtipo progenitor rigidamente
regulado. Essa dindmica reflete os padrbes classicos de desenvolvimento retinal in

vivo, conforme descrito por Panova et al. (2008).

Do ponto de vista molecular, esse cenario de maturagao foi evidenciado por
uma elevada expressao de B3-Tubulina; cujos feixes microtubulares proeminentes
desenharam redes filam entosas complexas no citoplasma. Segundo Panova et al.
(2008), a B3-Tubulina é um marcador de células neuronais precoces essencial na
axonogénese e polarizagdo durante o desenvolvimento do olho humano,
participando ativamente da formagao da retina até a 23 semana pré-natal; de modo
que sua abundancia no D25 indica o0 amadurecimento estrutural de prolongamentos

de morfologia predominantemente neuronal (neuritos).
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Em paralelo, notou-se uma diminuicdo da intensidade do sinal de GFAP.
Conforme apontado por Pekny e Lane (2007) e Bringmann et al. (2006), a GFAP é o
elemento central dos filamentos intermediarios que formam o citoesqueleto em
células gliais maduras, como astrocitos e células de Muller na retina,
desempenhando um papel crucial na integridade mecanica e no equilibrio
metabdlico que sustentam os neurbnios. Neste estudo, a queda continua desse
marcador no D25 sugere que o conjunto celular se afastou de uma trajetéria de
intensa gliogénese ou de uma diferenciagdo puramente astrocitaria. Essa
diminuicdo implica que o ambiente indutor estimulou a progressdo e o
amadurecimento do citoesqueleto rumo a linhagem neuronal, limitando a expressao

da GFAP apenas aos niveis essenciais para o suporte estrutural na cultura mista.

Por outro lado, a B3-Tubulina ndo é encontrada somente em neurdnios
isolados. Draberova et al. (2008) demonstraram que ela pode ser coexpressa com
GFAP e Nestina em astrocitos fetais humanos, o que exige cautela na analise dos
resultados. No contexto deste estudo, a observacdo da cinética de fluorescéncia
revelou uma coexpressao inicial de B3-Tubulina e GFAP no D3, seguida por uma
reducdo progressiva de GFAP e um aumento notavel de B3-Tubulina no D25. Esse
padrao temporal indica uma mudanga fenotipica clara, ligada a adaptabilidade
neural das hCSSCs, evidenciando que os estimulos quimicos e a matriz extracelular
foram eficazes em direcionar as células além de um fenétipo exclusivamente glial.

Em conjunto, os dados obtidos fortalecem o uso das hCSSCs como uma
plataforma biotecnologica altamente vantajosa e promissora para estudos pré-
clinicos relacionados a neurotoxicidade e avaliagdo de eficacia terapéutica. Ao
demonstrar que tecidos oculares humanos descartados podem ser direcionados a
um perfil neuronal este trabalho propde uma alternativa as severas limitagbes éticas
e translacionais dos modelos animais tradicionais. A relevancia desses resultados
reside, portanto, na consolidagao de um modelo in vitro de alta fidelidade bioldgica a
fisiologia humana, permitindo a obtengdo de células neuronais potencialmente
aplicaveis em modelos experimentais mais representativos, sustentaveis e

translacionalmente relevantes para a engenharia tecidual e a medicina regenerativa.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as células-tronco estromais da coérnea
humana (hCSSCs) podem ser isoladas com elevado rendimento a partir de tecidos
descartados para transplante, consolidando-se como uma fonte celular ética,
acessivel e sustentavel para a medicina regenerativa. As células obtidas
apresentaram perfil imunofenotipico compativel com os critérios estabelecidos para
células-tronco mesenquimais, evidenciando a eficiéncia e a reprodutibilidade do
protocolo de isolamento e expansao celular empregado.

Além da caracterizacdo fenotipica, os resultados comprovaram a expressiva
plasticidade biolégica das hCSSCs por meio da sua diferenciagcdo bem-sucedida
nas linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica. Sobretudo, o protocolo de
inducao neural demonstrou a aquisigao progressiva de caracteristicas morfologicas
tipicas da linhagem neuronal madura, ratificando a capacidade dessas células de
recapitular eventos do neurodesenvolvimento in vitro.

Em conjunto, as evidéncias experimentais reunidas consolidam o uso das
hCSSCs como uma plataforma biotecnolégica promissora para a triagem de
substancias neurotdxicas, ensaios de eficacia terapéutica e modelagem de
neuropatias. A relevancia desta pesquisa reside, portanto, em fornecer o alicerce
celular indispensavel para o desenvolvimento de modelos experimentais humanos
tridimensionais e preditivos, mostrando potencial como uma alternativa
translacionalmente relevante e com fidelidade biolégica para aplicagcbes em

engenharia tecidual ocular.
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correta e completa. Se o artigo foi submetido em nome de um consoércio, todos os
membros e suas afiliacbes devem ser listados na secdo de Agradecimentos.
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devem conter dados suficientes para serem compreendidos pelo leitor. O resumo
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em um unico paragrafo, sem divisdes por tépicos ou margens. O resumo deve
apresentar de forma breve e clara o objetivo, a abordagem experimental, os novos
resultados como dados quantitativos, se possivel, e as conclusées. Deve mencionar
as técnicas utilizadas sem entrar em detalhes metodologicos e destacar os
resultados mais importantes. As abreviagdes devem ser mantidas ao minimo e
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referéncias no resumo. Caso o uso de uma referéncia seja inevitavel, a citagcao
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Palavras-chave:
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sempre que possivel, substitui-la por revisées recentes sobre o tema.

MATERIAL E METODOS:

Estes devem ser descritos com detalhes suficientes para que o trabalho possa ser
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reproduzido. Procedimentos e técnicas bem estabelecidos requerem apenas a
citacdo da fonte original, exceto quando forem substancialmente modificados.
Relatorios de estudos experimentais em humanos e animais devem certificar
(incluindo o numero de protocolos) que a pesquisa recebeu aprovagao prévia do

Comité de Etica em Pesquisa institucional competente.

RESULTADOS

Os resultados devem ser apresentados de forma clara, concisa e em ordem légica.
Esta secao deve fornecer os resultados de todos os experimentos necessarios para
sustentar as conclusbes do artigo. Sempre que possivel, utilize figuras ou tabelas
para apresentar os dados em vez de texto. Grandes conjuntos de dados, incluindo
dados brutos, devem ser submetidos como arquivos suplementares; estes sao

publicados online e vinculados ao artigo.

DISCUSSAO

A discussao deve interpretar os resultados e avaliar sua relevancia em relagado ao
conhecimento existente. Devem ser evitadas especulagdes ndo fundamentadas em
dados concretos.

A discussao deve explicitar as principais conclusdes e interpretacées do trabalho,

incluindo uma explicacao da importancia dessas conclusoes.
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APENDICE A - Declaragio de Uso de Ferramentas de Inteligéncia Artificial

“Durante a preparagao deste trabalho, a autora utilizou a ferramenta Gemini versao
3.5 Flash para organizar a clareza e a fluidez do texto, permitindo uma melhor
articulagdo dos argumentos durante a etapa de Introdugao e Discussao. Apds 0 uso
desta ferramenta, a autora revisou e editou o conteudo em conformidade com o

método cientifico e assume total responsabilidade pelo contetdo da publicacao”
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