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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta cicatricial de ratos a
enxerto de fibroblastos gengivais provenientes de cultura primaria
suplementada com PRP e semeados em matriz de celulose bacteriana
(MCB) e matriz dérmica acelular humana (MDA - Surederm®).
Inicialmente foi realizada uma cirurgia de remocdo de um pequeno
explante de tecido conjuntivo/epitelial da mucosa oral de rato. Logo em
seguida, foi realizada a técnica de obtencdo do Plasma Rico em
Plaquetas (PRP). Entdo, se realizou a cultura primaria de fibroblastos
em meio suplementado com PRP, substituindo o Soro Fetal Bovino.
Depois de estabelecida a cultura celular, as células foram semeadas nas
matrizes ¢ somente entdo se iniciaram os procedimentos cirirgicos.
Foram realizados defeitos cirurgicos na mucosa jugal dos ratos com um
bisturi circular. Os ratos foram divididos em 06 grupos: I-controle
negativo (apenas criagdo do defeito); Il-controle positivo (enxerto
gengival livre obtido do palato); III-MCB; IV-fibroblastos em MCB; V-
MDA; VI-fibroblastos em MDA. Quinze dias apds as cirurgias de
enxertia, foram realizadas avalia¢Ges clinicas, verificando a regularidade
do epitélio e a presenca de ulcera, rubor e edema. Foi realizada a biopsia
da area operada. Foram obtidos cortes histologicos para coloragdo em
Hematoxilina e Eosina e para realizagdo da técnica imunohistoquimica
com os anticorpos anti-a-SMA (marcador de miofibroblastos), ¢ PAN-
Cytokeratin (marcador de células epiteliais). A avaliagdo histologica
considerou se ocorreu a reepitelizagdo completa da area operada e
classificou o novo epitélio em fino ou regular, com cristas epiteliais e/ou
queratina. Também se ralizou a contagem de vasos sanguineos, células
inflamatodrias e miofibroblastos. O numero de células foi obtido dentro
de uma mesma area e classificado em leve, regular ou intenso, ¢ uma
analise estatistica pelo teste exato de Fisher foi realizada. Os resultados
clinicos demonstraram que os grupos testados ndo apresentaram ulcera e
apresentaram epitélio regular, sem rubor ¢ sem edema. Os resultados
histolégicos demonstraram que estes grupos apresentaram um epitélio
regular com cristas epiteliais e queratina, com miofibroblastos presentes



no tecido conjuntivo. A técnica de engenharia tecidual realizada obteve
resultados clinicos e histologicos semelhantes a técnica de enxerto
gengival livre. A cultura primaria de fibroblastos suplementada com
PRP além de favorecer o processo de cicatriza¢do, viabiliza a técnica
para utilizagdo em humanos. As duas matrizes testadas podem ser
usadas como arcabougo celular, sendo a MDA a matriz mais indicada
em enxertos gengivais livres.

Palavras-chave:
Cultura primaria de fibroblastos; enxerto gengival livre; matriz celulose
bacteriana; matriz dérmica acelular.



Comparison between free gingival graft and primary culture
fibroblasts supplemented with platelet-rich plasma: study in rats

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate in vivo the healing response
of rats grafted with gingival fibroblasts from primary culture, seeded in
bacterial cellulose matrix (MCB) and human acellular dermal matrix
(MDA - Surederm ®). Initially, surgery was performed to remove a
small conective / epithelial tissue explant from the oral mucosa of the
rat. Soon after, the technique of obtaining the Rich Plasma in Platelet
(PRP) was carried out. Then, the primary culture of fibroblasts was
performed in medium supplemented with PRP, replacing Fetal Bovine
Serum. After the cell culture was established, the cells were seeded in
the matrices and only then the surgical procedures began. Surgical
defects were performed in the oral mucosa of the rats with a circular
scalpel. The rats were divided into 6 groups: I-negative control (defect
creation only); II-positive control (free gingival graft obtained from the
palate); III-MCB; IV-fibroblasts in MCB; V-MDA,; VI-fibroblasts in
MDA. Fifteen days after the grafting surgeries, clinical evaluations were
performed, evaluating the regularity of the epithelium and the presence
of ulcer, flushing and edema. The biopsy of the surgical area was
performed. Histological sections were obtained and stained with
Hematoxylin and Eosin; and immunohistochemically with anti-a-SMA
antibody (myofibroblast marker), and PAN-Cytokeratin (epithelial cell
marker). The histological evaluation considered whether a complete
reepithelialization of the operated area occurred and then classified the
new epithelium as thin or regular, with epithelial ridges and/or keratin.
Counting of blood vessels, inflammatory cells and myofibroblasts was
also performed. The number of cells was obtained within the same
histological area and classified as mild, regular or intense, and a
statistical analysis applying Fisher exact test was performed. Clinical
results showed that the tested groups had no ulcer and had regular
epithelium, no flushing and no edema. Histological results demonstrated
that these groups had a regular epithelium with epitelial ridges and
keratin and with myofibroblasts present in the connective tissue. The
performed tissue engineering technique obtained clinical and
histological results similar to the free gingival graft technique. The
primary culture of fibroblasts supplemented with PRP besides favoring
the cicatrization process, allows the technique for use in humans. The



two matrices tested can be used as a cellular scaffold, MDA being the
most indicated matrix in free gingival grafts.

Keywords:
Primary Culture of fibroblasts; free gingival graft; bacterial cellulose
matrix; acellular dermal matrix.
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INTRODUCAO

O sucesso em longo prazo e estabilidade na funcdo e estética
em interfaces de dentes e implantes esta diretamente correlacionado com
a presenca de tecido mole saudavel ao redor dos mesmos. A auséncia de
tecido queratinizado pode facilitar agregacdo de placa bacterina ao redor
de dentes e implantes, além de levar a recessdo da margem gengival em
regides estéticas. O periodonto mais espesso ¢ menos propenso a essas
reagodes, estendo-se também para os implantes dentarios, onde afirma-se
que a presenca de gengiva estd fortemente correlacionada com satde
ideal dos tecidos moles e duros (KENNEDY et al, 1985;
WENNSTROM et al., 1983).

Hoje em dia, os implantes funcionalmente carregados em um
estado adequado de saude e estética tornaram-se um pré-requisito para o
sucesso a longo prazo de restauragdo do implante, sendo cada vez mais
preocupante a necessidade do tecido queratinizado ao redor do implante
para manter estabilidade e satde do tecido (BLOCK et al., 1990).

Com o objetivo de melhorar tanto o volume de tecido
queratinizado quanto o contorno dos tecidos moles em torno de dentes e
implantes, varios procedimentos foram desenvolvidos. Enxertos
autdogenos utilizando enxerto gengival livre e enxerto de tecido
conjuntivo tém sido amplamente usados com bons resultados clinicos
(CANEVA et al, 2013).

Com o passar dos anos, aumentou-se a procura pela descoberta
de um meio adequado de substituigdo tecidual que ndo necessitasse de
uma segunda area doadora. Esta tentativa deve-se ao fato de que alguns
inconvenientes podem estar relacionados a necessidade de uma segunda
cirurgia. Conforme citado por Coura, G. (2004) a area doadora pode
apresentar desde uma propria limitagdo tecidual, até o desenvolvimento
de cicatrizes e areas de hemorragia que podem levar a morbidade e
desconforto pos-operatoério, isso podendo ser bastante prejudicial ao
paciente.

Como alternativa a esses procedimentos que demandam um
sitio doador, gerando morbidade e desconforto ao paciente, tem-se
algumas opgdes de materiais alogénicos, como a matriz dérmica
acelular, inicialmente usada para cobrir queimaduras ¢ depois
introduzida para aumentar mucosa queratinizada. No entanto, a celulose
bacteriana, que também vem sendo utilizada na medicina para uma série
de indicagdes, na odontologia € aplicada para recuperacdo de tecido
periodontal (GALGUT, 1990), tornando-se uma alternativa potencial
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para necessidade de ganhos de tecido mole ao redor de dentes e
implantes.

Langer et al., 1993 alavancaram o tema de engenharia tecidual
com o objetivo de regenerar tecidos perdidos, porém, s6 posteriormente
os estudos foram levados a area da Odontologia na tentativa de
restabelecer esses tecidos. Diversas pesquisas vém sendo realizadas no
intuito de verificar qual o melhor biomaterial a ser utilizado para
armazenar células e fatores de crescimento, podendo possibilitar a
regeneragdo almejada.

Para a utilizacdo destes materiais de origem aldogena, e
objetivando o restabelecimento de tecido mole periodontal (gengiva e
ligamento periodontal), faz- se necessaria a aquisi¢do de células
adequadas para tal (COURA et al., 2005). Os fibroblastos gengivais sdo
fundamentais na produ¢do e manuten¢do do ligamento periodontal
(TEN CATE, 1989), portanto, sdo as células mais adequadas para
estudos e testes in vitro visando um arcabouco ideal para a reconstrugio
dos tecidos moles periodontais.

Bem como demonstrado por Pini Prato et al. (2003),
fibroblastos cultivados sobre uma matriz de 4acido hialurénico
resultaram em grande sucesso quando a membrana foi transportada ao
sitio receptor do paciente. Pode-se observar clinicamente o
restabelecimento de mucosa ceratinizada e posteriormente houve
confirmag@o histoldgica e sucesso dos testes.

Conforme citado por Neto (2010, p.25) os arcaboucos devem
apresentar algumas caracteristicas especificas para que seu
funcionamento se dé de maneira adequada: resisténcia mecanica para a
adesdo celular, biocompatibilidade e reabsor¢do pelo organismo sem
causar qualquer tipo de alteragdo, porosidade para o estabelecimento da
cultura celular, possibilitar adesdo ¢ multiplicagdo celular e, finalmente,
serem capazes de carrear fatores de crescimento.

Simplificadamente e corroborando com a proposi¢ao de Ueda et
al. (2000), uma triade deve ser estabelecida para a produgdo de um
tecido in vitro, que assim se define: (1) cultivo celular adequado, (2)
fatores de crescimento para guiar a proliferagdo ¢ vascularizagdo ¢ (3)
um arcabouco celular biocompativel (MUSCHLER; NAKAMOTO;
GRIFFITH, 2004)

A partir dessa analise, o objetivo deste trabalho foi avaliar in
vivo a resposta cicatricial de ratos a enxerto de matriz de celulose
bacteriana (MCB) e de matriz dérmica acelular (MDA) associada a
cultura primaria de fibroblastos suplementada com Plasma Rico em
Plaquetas (PRP).
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REVISAO LITERATURA
REPARO E REGENERACAO

O processo de fechamento de uma lesdo pode se dar por duas
vias: a regeneragdo ou o reparo. A regeneragdo consiste em uma
resposta na qual o tecido neoformado recapitula totalmente a arquitetura
tecidual ap6s a ocorréncia de uma lesdo, com a manutengdo das
propriedades mecanicas e funcionais. Esse processo ainda & pouco
compreendido, porém ocorre em alguns organismos eucariontes, como
salamandras, insetos, poriferos e equinodermos (GURTNER et al.,
2008; REINKE; SORG, 2012). Nos mamiferos ha relatos escassos de
processos de regeneragdo, porém, no ano de 2012, foi demonstrada pela
primeira vez a capacidade de autotomia de pele em mamiferos (murinos
Acomys) e a posterior regeneracdo total deste tecido (SEIFERT et al.,
2012).

Em humanos, um dos poucos processos regenerativos
conhecidos ocorre nas falanges dos dedos apds amputagdo, sendo esse
processo mais frequente em criangas (SHIEH; CHENG, 2015).
Curiosamente, o processo de regeneracdo de pele € descrito nos
humanos apenas em fetos de até 24 semanas. Apds esse periodo ocorre
somente o processo de reparo tecidual (LARSON; LONGAKER;
LORENZ, 2010; LO et al., 2012; YATES; HEBDA; WELLS, 2012).

O processo de reparo consiste em fechar as lesdes por meio da
formagdo de cicatrizes. Cicatrizes consistem em um aglomerado de
matriz extracelular (MEC) desorganizada e, apesar de fecharem a lesao,
ndo reconstituem caracteristicas essenciais dos tecidos. No caso da pele,
por exemplo, cicatrizes frequentemente apresentam auséncia de
elasticidade, foliculos pilosos, glandulas, terminagdes nervosas e
pigmentagdo (REINKE; SORG, 2012). Especula-se que a formacdo de
um tecido cicatricial, em detrimento de um processo de regeneragdo,
tenha surgido evolutivamente conferindo uma vantagem ao prevenir
infecgdes por microrganismos nas feridas e evitar maiores deformagoes
mecanicas ao tecido lesado (GURTNER et al., 2008).

FASES DO REPARO TECIDUAL

O reparo de lesdes cutineas consiste em uma série gradual de
eventos altamente complexos, que envolvem interagdes entre moléculas
de MEC, mediadores soluveis, células residentes do tecido e do sistema
imune, entre outros (SCHULTZ et al., 2011). O processo de reparo ¢é
dividido didaticamente em trés fases que se sobrepdem no tempo e no
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espaco: inflamagdo, proliferacdo e remodelamento, as quais serdo
descritas a seguir.

Fase Inflamatoria

A inflamacdo inicia imediatamente apos a lesdo. Nesta fase,
componentes da cascata de coagulagdo, vias inflamatérias e o sistema
imune, previnem infecgdes, perda de sangue e fluidos, além de
removerem células mortas. As plaquetas, atraidas para a lesdo, inibem a
perda de fluidos, se agregam formando um coagulo e liberam compostos
que atraem células do sistema imune (neutrofilos, macrofagos e
mastocitos). A degranulacdo das plaquetas estimula a formag¢do de um
trombo de fibrina, o qual impede a hemorragia e acumula fatores
secretados pelas plaquetas e células do sistema imune. Além disso, serve
como um arcabouco para a migracao de células inflamatdrias e epiteliais
(GURTNER et al., 2008; REINKE; SORG, 2012)

Fase Proliferativa

A fase proliferativa tem inicio dois dias apos a lesdo,
persistindo por até dez dias, e consiste na formagdo de um novo tecido.
Nessa fase ocorre a reepitelizacdo da ferida, a formagdo do tecido de
granulagdo e a angiogénese. Primeiramente, os queratinocitos das
bordas das feridas migram sobre o tampao de fibrina e, juntamente com
as células-tronco dos foliculos e glandulas sebaceas proximas, auxiliam
no processo de reepitelizagdo (GURTNER et al., 2008).

Nesta fase ainda, ocorre a formagdo do tecido de granulagdo,
com alta densidade de fibroblastos, granuldcitos, macrofagos, capilares
e feixes de colageno desorganizado, substituindo o tampao de fibrina.
Os fibroblastos desse tecido produzem coldgeno e outras substancias da
MEC (fibronectina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e dacido
hialurénico). A MEC serve como um arcaboucgo para adesdo celular,
além de regular crescimento, movimento e diferenciagdo celular na area
lesada (SCHULTZ et al., 2011).

A angiogénese ocorre através da producdo de fatores de
crescimento, como VEGF (fator de crescimento endotelial vascular),
PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), bFGF (fator de
crescimento de fibroblastos basico) que estimulam a degradacdo da
MEC, permitindo a proliferagdo e migragdo de células endoteliais para a
vascularizac¢do da ferida.
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Em etapas mais tardias da fase proliferativa, os
fibroblastos presentes nas bordas da lesdo se diferenciam em
miofibroblastos (células contrateis que tendem a fechar a ferida), que
sdo responsaveis pelo processo de retracdo. Os fibroblastos ainda
interagem com miofibroblastos e produzem MEC, em sua maioria
formada por coldgeno, que constitui a maior parte da cicatriz madura.
Também ha possibilidade de marcar as proteinas da MEC, como a
fibronectina e a tenascina (OPALENIK; DAVIDSON, 2005).

Fase de remodelamento

O terceiro estagio — remodelamento - tem inicio 2 ou 3 semanas
apos a lesdo e pode durar mais de um ano. Nesta fase, a maioria das
células endoteliais, macrofagos e miofibroblastos presentes na ferida
entram em apoptose, deixando uma massa de MEC com poucas células
e muito colageno do tipo III. Finalmente, ao longo de seis a doze meses
essa MEC ¢ remodelada com o auxilio de metaloproteinases de matriz
(MMP) secretadas por fibroblastos, macrofagos e células endoteliais, e o
colageno III € substituido por colageno I. Atualmente, mais de 20 tipos
diferentes de MMPs humanas foram identificadas, as quais sdo
classificadas em 5 grandes grupos de acordo com a especificidade do
substrato e a sua homologia interna: colagenases, gelatinases,
estromelisinas, tipo-membrana e outras, incluindo a matrilisina.

IMPORTANCIA DA MUCOSA CERATINIZADA

Ap0s a extracdo de um determinado elemento dental, ocorre a
reabsor¢do de tecido Osseo e gengiva queratinizada circundante,
podendo ocorrer deficiéncia na mucosa durante a colocagdo de um
implante subsequente, havendo assim a necessidade de criagdo de um
tecido conjuntivo denso em torno do implante (SCHROEDER et al,
1981; BRANEMARK et al, 1969).

Warrer e colaboradores (1995) realizaram um estudo com
macacos onde se verificou que a deficiéncia em mucosa queratinizada
ao redor de implantes demonstrou mais recessdo dos tecidos moles e
uma maior perda de inser¢do. Segundo Mombelli (2000) a boa higiene
bucal ¢ um fator importante na manutengdo da saide peri-implantar e
reducdo do risco de doenga peri-implantar. Askin e colaboradores
(2015) mostraram que o grupo com estreita mucosa queratinizada teve
melhora significativa no indice de placa apds o procedimento de
enxertia gengival.
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De acordo com Salvi e Lang (2004), os parametros clinicos
comumente usados para monitorar o estado do tecido mole peri-
implantar sdo inflamagdo dos tecidos moles peri-implantares, recessao
do tecido marginal, profundidade de sondagem e nivel de inser¢do. Os
sinais clinicos de sangramento a sondagem, recessdo da mucosa,
aumento da profundidade de sondagem e perda de nivel de inser¢do
estdo sempre presentes em peri-implantantites (WHEITZ-MAYFIELD,
2008).

Segundo Bouri Jr e colaboradores (2008) os locais de mucosa
queratinizada estreita ao redor de implantes (<2mm) tiveram uma
chance significativamente maior de hemorragia do que locais com
ampla mucosa queratinizada (>2mm). Porém estudos de Kim e
colaboradores (2009) apontaram que houve diferenga insignificante de
sinais de inflamagdo entre os grupos de mucosas queratinizadas estreitas
e largas, onde a quantidade da mucosa queratinizada tem pouca
influéncia sobre a inflamagao na presenca de uma boa higiene oral.

Estudos realizados por Kim e colaboradores (2009) apontaram
que a quantidade de recessdo gengival aumentou significantemente nos
locais de implante com estreita mucosa queratinizada. Além da mucosa
queratinizada, o bidtipo dos tecidos moles, o nivel da crista Ossea, a
profundidade da plataforma do implante e a posi¢do vestibular do
implante influenciam no nivel de recessdo gengival (ZIGDON;
MACHTEI, 2008). Uma mucosa queratinizada, onde proporciona um
colar de tecido conjuntivo denso, pode estabelecer uma vedacdo mais
eficiente do tecido mole em torno dos implantes (MOON et al, 1999).
Implantes com faixa mais ampla da mucosa queratinizada apresentaram
uma maior média de profundidade de sondagem do que aqueles com
faixa estreita de mucosa, onde consideraram que a sondagem mais rasa
nas mucosas mais estreitas pode estar relacionada com a recessdo dos
tecidos moles, logo menos formagdo de bolsa pode ser mais comum em
areas de menor quantidade de mucosa queratinizada (ADIBRAD;
SHAHABUEI, SAHABI, 2009).

Em relagéo a influéncia da mucosa queratinizada sobre o estado
do tecido osseo, Adibrad e colaboradores (2009) ndo observaram
diferenca significativa na perda de crista Ossea entre os grupos de
mucosas queratinizadas estreitas ou largas. No entanto, Bouri Jr e
colaboradores (2008) avaliaram maior perda Ossea média para os
implantes com estreita faixa de mucosa queratinizada. O nivel 6sseo em
torno dos implantes ¢ afetado por multiplos fatores, incluindo
tabagismo, desenho do implante, qualidade e quantidade do tecido
celular circundante, procedimentos cirirgicos, carga oclusal, bem como
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outros fatores, sendo dificil tomar conclusdes do efeito da mucosa
peri-implantar no nivel 6sseo peri-implantar (CHUNG et al, 2007).

ENXERTO GENGIVAL LIVRE

A utilizagdo de um enxerto de tecido mole livre é indicada por
exigéncias estéticas com o proposito de estabelecer uma harmonia em
relagdo a saude, altura, volume, cor ¢ os contornos da gengiva com a
denti¢do circundante, além de casos onde exista a dificuldade de
remocdo de placa bacteriana de forma eficiente ao redor de dentes e
implantes cercados por mucosa fina, resultando em recessdo. Controlar a
inflamagdo do tecido € necessario para manter os niveis de fixagdo,
apesar da largura dos tecidos queratinizados circundantes (DORFMAN;
KENNEDY; BIRD, 1982).

Quando o objetivo consiste em somente aumentar a quantidade
de tecido queratinizado, a técnica mais adequada permanece em enxerto
gengival livre, quando também ¢é desejada cobertura de raiz exposta,
enxerto de tecido conjuntivo fornece resultados mais previsiveis
(JAHNKE et al, 1993). O enxerto gengival livre autdégeno pode ser
dividido de acordo com a espessura do tecido doador em 3 categorias:
Fina (0,5-0,8mm), média (0,9-1,4mm) e grossa (1,5 a >2mm). O enxerto
fino oferece melhor combinacdo de cores, cura mais rapidamente, tem
area doadora rasa, porém deve ser evitada sobre superficie radicular
exposta (SULLIVAN; ATKINS, 1968). O enxerto de espessura média &
indicado para todos os tipos de enxertia, menos para cobertura de raiz, a
area doadora ¢ mais profunda, o que pode causar mais complicacdes
apds a cirurgia. O enxerto gengival livre grosso pode ser usado para
cobrir superficies de raizes expostas, sdo mais resistentes a futuras
recessdes, porém tém aparéncia estética menos favoravel por causa da
cor e espessura incompativeis com a gengiva adjacente.

Entre as possiveis indicagdes para o uso de enxerto gengival
livre estd aumento de dimensdes gengivais, eliminacdo de freio,
aumento da profundidade vestibular, melhoria de fatores anatémicos
locais associados com a posi¢do dos dentes, raizes proeminentes com
deiscéncia e estabilizagdo de recessdo gengival progressiva (LANGER;
CALAGNA, 1978). Apesar de sua capacidade de cobertura de raiz, o
enxerto gengival livre ndo € adequado para areas com exigéncia estética,
pois o tecido enxertado mantém as caracteristicas do seu local doador,
podendo afetar a estética da regido (KARRING; OSTERGAARD; LOE,
1971).
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Bengazi (2013) realizou um estudo em cachorros onde analisou
as alteracdes dimensionais em implantes orais seguinte de colocagdo de
enxerto gengival livre em mucosa unicamente alveolar. Concluiu que o
aumento da espessura da mucosa alveolar por meio de enxerto gengival
livre em regides sem mucosa queratinizada foi semelhante aos
resultados dos implantes cercados com mucosa mastigatoria, reduzindo
a reabsorg¢ao esperada na crista 6ssea marginal e recessdes gengivais.

Segundo Camargo (2000) existem duas situacdes clinicas em
que o enxerto gengival livre tem vantagens sobre o enxerto conjuntivo
subepitelial para cobertura de raiz, onde ambas tém a necessidade de um
aumento na dimensdo gengival apicocoronal. A primeira situagdo
corresponde a zonas que apresentam diminuicdo da profundidade
vestibular, onde utilizando enxerto gengival livre tem-se resultados mais
favoraveis, assegurando o desenvolvimento de uma faixa adequada de
gengiva em anexo. A segunda situacdo ¢ quando se deseja cinco
milimetros de tecido queratinizado para evitar a recessao nas areas onde
uma restauragdo com margens subgengivais estd prevista. Problemas
incluindo a cobertura das superficies das raizes expostas anteriormente
pode ser alcangado pelo enxerto gengival livre, pois permite um grande
aumento apicocoronal da mucosa queratinizada.

ENGENHARIA TECIDUAL

A busca por uma regeneracao tecidual de forma artificial foi
sempre visada, objetivando, principalmente, uma menor morbidade do
paciente quando submetido a uma cirurgia de enxertia. Inicialmente
conceituado por Langer ¢ Vacanti no ano de 1993, o termo “engenharia
tecidual” vem cada vez mais sendo utilizado na area da satde e tem
como premissa a criacdo de materiais de origem artificial que
contenham células, matrizes (“scaffolds”) e fatores de crescimento, para
a utilizagdo como substituto tecidual (LANGER E VACANTI, 1993).
Estes elementos geralmente sdo representados com um tridngulo, visto
que a auséncia de uma das pontas impede o estabelecimento e sucesso
do biomaterial (LYNCH et al., 1991).
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Figura 1 - Tridngulo da Engenharia de tecidos

Segundo Ueda et al. (2000), os elementos necessarios para a
aplicacdo dos principios da engenharia de tecidos estdo baseados na
triade: (1) cultivo de células apropriadas (fibroblastos, osteoblastos,
células-tronco, entre outras); (2) matrizes (arcaboucos ou “scaffolds")
confeccionadas em colageno, osso ou polimeros sintéticos e; (3) adi¢do
de mediadores solaveis, como fatores de crescimento e adesinas. As
matrizes podem ter varias origens, como os polihidroxialcanoatos, o
acido polilatico, acido poliglicolico, policaprolactona (PEGO et al.,
2003), hidrogéis a base de colageno, polissacarideos, ou ambos, tais
como o alginato ¢ a quitosana (LEE et al., 2000; PIEPER et al., 1999).
As matrizes devem apresentar integridade estrutural para que novos
tecidos se desenvolvam (LEE et al., 2000; STAMMEN et al., 2001).

A engenharia tecidual caracteriza-se pelo desenvolvimento e
manipulagdo de moléculas, células, tecidos ou oOrgdos para o
restabelecimento da fungo de partes do corpo injuriadas ou defeituosas.
Atualmente, concomitante aos avancgos associados na medicina de
transplantes, genética, engenharia biomédica e na engenharia de 6rgéos,
a engenharia tecidual oferece a possibilidade de regeneragdo verdadeira,
essencial para as estruturas humanas danificadas (ASSAEL, 2003).
Dessa forma, as estratégias da engenharia tecidual, através do cultivo
celular humano para aplicagdo clinica, estdo sendo desenvolvidas em
diferentes especialidades médicas para reposi¢ao de cartilagens, 0ssos,
componentes cardiovasculares ¢ pele (MALEKZADEH et al., 1998). A
engenharia tecidual vem se mostrando mais presente e necessaria no que
diz respeito a reparo, substituicdo e regeneracdo de tecidos, aplicando
principios basicos de quimica, fisica e biologia as necessidades da
medicina ¢ odontologia (MUSCHLER; NAKAMOTO; GRIFFITH,
2004). A busca por técnicas minimamente invasivas - como ¢ o caso da
periodontia e implantodontia - fez com que a engenharia tecidual
evoluisse de tal maneira, que apesar de suas limitagcdes ainda existentes,
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tecnologias de ponta vém sendo aplicadas na busca da inovacdo e
descoberta de novos biomateriais (IWATA, 2013).

Ueda et al. (2000) reafirmam a necessidade da triade de
elementos - células, arcaboucos ou matrizes ¢ mediadores (como os
fatores de crescimento), como pré-requisitos para o sucesso de um
biomaterial, este que, na maioria das vezes é derivado de polimeros
biodegradaveis de origem sintética ou natural (RAI et al., 2007). Estas
matrizes, também denominadas em inglés “scaffolds” devem se
apresentar integras para que os tecidos se desenvolvam (LEE et al.,
2000).

Usualmente a engenharia de tecidos busca realizar testes in
vitro com a utilizagdo de células capazes de se diferenciar em outros
tipos celulares, como acontece com os osteoblastos e células do
ligamento periodontal, os fibroblastos (LIN et al., 2008). Como
alternativa as cirurgias de remocao de tecido autdgeno para enxertia de
tecido mole, testes com fibroblastos vém sendo realizados pois sdo
células capazes de serem cultivadas sobre matrizes biocompativeis e
essa associagdo ¢ passivel da utilizagdo como substituto tecidual (PINI
PRATO et al., 2000).

Apesar das dificuldades de estudos in vitro devido a
necessidade de se obter um meio asséptico de trabalho e de
pesquisadores treinados para a realizacdo dos testes, ha uma facilidade
de padronizac¢do da cultura celular pois fatores como temperatura, pH,
pressdo osmdtica, tensdo de CO2 e O2 conseguem ser controlados
precisamente. Além disso, o custo para realizagdo deste tipo de estudo é
baixo, o que permite o acesso facilitado a pesquisa (FRESHNEY, 1990).

A engenharia tecidual aponta para o reparo de tecidos e 6rgdos
danificados, porém, ndo causa respostas imunolodgicas ou infecgdes, ndo
necessita do uso de cadaveres e, principalmente, ndo mutila outras
regides do paciente. O cultivo de células ¢ normalmente realizado em
placas ou garrafas contendo meios de cultura que fornecem nutrientes
para a viabilidade celular, in vitro. A dificuldade de transporte das
células para um sitio receptor de um ser humano baseia-se no aspecto
bidimensional que caracteriza a cultura, devido as células propagadas
formarem uma monocamada nas placas ou garrafas de culturas. Os
carreadores, que fornecem um aspecto tridimensional para cultura e
proliferagdo celular, tém sido utilizados para apoio e invasdo dos
fibroblastos (ZACCHI et al., 1998).

O cultivo de fibroblastos em matrizes biocompativeis pode ser
uma op¢do nas terapias periodontais e periimplantares, que necessitam
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de aumento de tecido gengival. Grande parte dos procedimentos
cirtirgicos periodontais e perimplantares reconstrutivos necessita de
areas doadoras intrabucais de tecido mole, com a remog¢do de tecido
doador do palato, areas edéntulas, tiber ou ambas. Tais procedimentos
resultam em um pos-operatorio doloroso e aumento do tempo cirargico
(PINI PRATO et al., 2000).

A reposicao do aparato periodontal através do cultivo celular
mostra-se promissora. Pini Prato et al. (2000) relataram o caso de uma
paciente que necessitou de procedimento cirtirgico periodontal para
reposi¢do de mucosa queratinizada previamente a reabilitacdo protética.
Essa deficiéncia foi tratada por meio de técnicas de engenharia tecidual,
que compreenderam o cultivo primario de fibroblastos, a partir da

remocao cirargica de uma bidpsia gengival de aproximadamente 2mm2.
Esses fibroblastos foram cultivados em uma matriz, uma membrana de
acido hialurdnico, que foi transportada para o sitio receptor da paciente.
Os autores conseguiram éxito na obtencdo de mucosa queratinizada,
confirmado através de andlise macroscopica e histologica. Portanto, a
possibilidade de obtencdo de tecido através da cultura de células, in
vitro, com utilizagdo de carreadores pode diminuir o trauma e o tempo
cirargico. Pini Prato et al. (2003) relataram o sucesso da técnica em 6
pacientes tratados através da engenharia de tecidos.

Lauer e Schimming (2001) apresentaram em seu trabalho a
utilizacdo de enxertos de mucosa oral através da engenharia de tecidos,
utilizando-se células provenientes do palato duro. O estudo apresentou
os resultados clinicos dos procedimentos cirirgicos de enxertia de
mucosa oral em vestibulo apds resseccdo tumoral em 6 pacientes.
Concluiram, a partir de evidéncias clinicas e imuno-histoldgicas, que o
enxerto autdgeno de mucosa oral, obtido por meio de engenharia de
tecidos, pode ser utilizado para a cobertura de feridas na cavidade oral.

Cicatrizagdo tecidual completa e diferenciacao epitelial normal
puderam ser observadas na area enxertada em um periodo pds-cirurgico
de 6 meses. Bordner ¢ Grossman (2003) relataram o sucesso do uso de
enxertos de mucosa em 11 pacientes, por meio de culturas autélogas de
células da mucosa oral. Apds 3 (trés) semanas da colocagdo dos
enxertos de mucosa cultivada, os sitios apresentaram-se ceratinizados e
sem sinais de infec¢do. Foi encontrada uma mucosa saudavel depois de
3 (trés) meses. Os autores concluiram que os enxertos de mucosa
cultivada sdo uteis em grandes defeitos da mucosa oral, principalmente
apos as patologias.
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A aplicagdo de enxertos de mucosa oral gerada, in vitro, em
defeitos da cavidade oral (LANGDON et al., 1991), em cirurgias
periimplantares (UEDA et al., 1998), em procedimentos protéticos
(BODNER; GROSSMAN,2001) e em vestibuloplastias (RAGHOEBAR
et al., 1995) tem sido utilizada com sucesso.

CULTURA CELULAR

A cultura de tecidos foi desenvolvida no inicio do século
passado (HARRISON, 1907; CARREL, 1912) como um método para
estudo do comportamento das células animais, eliminando as
possibilidades de variacdes sistémicas que podem acontecer em um
estado fisiologico normal ou em condigdes de estresse, oriundas de um
experimento. A técnica foi elaborada inicialmente através da
fragmentagdo de tecidos, crescimento e migragdo celular ao redor dos
fragmentos por meio de mitoses celulares.

O termo cultura de tecidos foi usado de uma maneira
abrangente; no entanto, a cultura de tecidos inclui a cultura de 6rgdos e
de células. A cultura de 6rgdos implica em uma cultura tridimensional
de tecidos desagregados que permanece com algumas ou todas as
caracteristicas histoldgicas daquele tecido, in vivo. A cultura celular
refere-se as culturas derivadas pela dispersao de células retiradas de um
tecido original, de uma cultura primaria ou de uma linhagem celular,
pela desagregagdo enzimatica, mecanica ou quimica. O termo cultura
histotipica refere-se as células associadas em uma estrutura
tridimensional, ou seja, o crescimento de uma monocamada celular, a
agregacdo em suspensdo ou a infiltragdo em uma matriz tridimensional,
como o gel de coldgeno. O termo organotipico implica nesses mesmos
procedimentos, porém, utiliza células recombinantes de diferentes
linhagens.

Desde o inicio do século XX o estabelecimento de culturas
celulares e teciduais foram introduzidas como meios de analise do
comportamento de células verificando suas interac¢des, diferenciagdes e
mecanismos de acdo (FERREIRA, 2003). Para o cultivo celular, muitos
estudos optam por realizar um cultivo primario de células que é aquele
estabelecido a partir do crescimento de células provenientes do
fragmento de tecido estudado ¢ é amplamente utilizada em testes in vitro
pois suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas se mantém,
caracterizando o tecido em questdo por um periodo de tempo, antes de
ocorrer a apoptose. Para o estabelecimento da cultura primaria e das
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linhagens subsequentes sdo necessarias condi¢des ideais de cultivo
com suplementa¢des (FRESHNEY, 2000).

O estabelecimento da subcultura normalmente ira implicar em
subdivisdo celular por meio do processo de tripsinizagdo de modo que
elas possam se soltar da base do frasco de cultura e assim serem
transportadas para outro frasco para o crescimento celular. As
subculturas conseguintes sdo necessarias quando o crescimento celular
ultrapassa a quantidade de substrato presente (FERREIRA, 2003).

Para que as caracteristicas sejam replicadas e as células se
mantenham vivas e viaveis para pesquisas in vitro, linhagens celulares
continuas sdo estabelecidas e as passagens celulares podem ser
realizadas até oitenta vezes com chance destas células manterem seus
aspectos iniciais. Contudo, estudos com fibroblastos demonstram que
apos a 5" passagem estas culturas se estabilizam e assim permanecem
até a 35" passagem e de acordo com o estudo realizado por Kent et al.
(1996) a viabilidade dos fibroblastos permaneceu acima de 90% até a 7°
passagem, enquanto nas passagens posteriores ja era percebido o
declinio da taxa, que na 10" passagem ja representava 87%.

Harrisson (1907) escolheu os xenopus como fonte de tecidos,
provavelmente por apresentarem sangue frio, assim, a incuba¢do ndo
seria um requisito necessario. Adicionalmente, a regeneracdo tecidual ¢
mais comum em pequenos vertebrados e isso poderia ser vantajoso em
estudos, in vitro. Embora essa técnica pudesse reluzir uma nova
perspectiva de interesse nos estudos de cultura de tecidos, in vitro,
poucos pesquisadores seguiram esse exemplo na selegdo de espécies. A
ciéncia médica interessava-se por animais de sangue-quente, pois o
desenvolvimento de processos fisioldgicos e patologicos estaria mais
proximo do ser humano. A acessibilidade de diferentes tecidos, que se
comportavam bem em culturas, fez com que o embrido de galinha fosse
o material de escolha, porém, o desenvolvimento de animais
experimentais, em especial os roedores geneticamente puros, levou essa
espécie a vanguarda da cultura de tecidos. Enquanto os embrides de
galinhas poderiam prover uma diversidade de tipos celulares em culturas
primdrias, os tecidos de roedores possuiam a vantagem de fornecer
linhagens celulares continuas (EARLE, 1943).

O desenvolvimento da tecnologia transgénica de ratos (PEAT et
al., 1992), concomitante a uma experiéncia genética bem estabelecida,
difundiu o uso de roedores geneticamente puros. A demonstracdo de que
tumores humanos poderiam também dar origem a linhagens celulares
continuas, como as linhagens do tipo celular HeLa (GEY; COFFMAN;
KUBICEK, 1952), aumentou o interesse em cultura de tecidos humanos.
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O desenvolvimento da cultura de tecidos humanos ocorreu devido a
necessidade de dois ramos extremamente importantes na pesquisa
médica: a produgdo de vacinas antivirais ¢ o entendimento de
neoplasias.

O estudo, in vitro, com cultura de células é utilizado devido a
facilidade de padronizacdo da amostra, pois o pH, a temperatura, a
pressdo osmotica, a tensdo de CO, e O, podem ser controlados de
maneira precisa. A caracterizagdo e homogeneidade da amostra com
culturas celulares idénticas, além da economia no custo de reagentes que
sdo utilizados em menor quantidade, sdo vantagens desse tipo de estudo.
As desvantagens sdo a necessidade de um ambiente de trabalho
asséptico e de treinamento do pesquisador (FRESHNEY, 1990).

A tecnologia de cultura de tecidos foi adotada em muitas
situagdes rotineiras, por exemplo: a analise cromossomica de células
derivadas do tUtero pode revelar desordens genéticas na crianga que
ainda estd por nascer, infecgdes virais podem ser avaliadas
quantitativamente e qualitativamente em cultura de células apropriadas
do hospedeiro, efeitos toxicos de farmacos e poluentes ambientais
podem ser avaliados, etc. Desse modo, a cultura celular é uma
tecnologia indispensdvel nos ramos das ciéncias biologicas, pois,
fornece as bases para o estudo da proliferagdo celular, diferenciacdo e
formagdo de produtos em condi¢des cuidadosamente controladas.

Outras aplicagdes da cultura de tecidos incluem a cultura de
células da epiderme (GREEN; KEHINDE; THOMAS, 1979) e células
endoteliais formadoras de capilares (FOLKMAN; HAUDENSCHILD,
1980), além do uso de enxertos autdgenos e cirurgias reconstrutivas
utilizando as células do proprio paciente (BURT et al., 1989). Indica-se,
em alguns casos de queimaduras, realizar uma bidpsia da derme do
paciente, propagar essas células em uma cultura primaria e enxertar
essas células cultivadas em matrizes tridimensionais nas areas mais
afetadas pelas queimaduras (BOYCE; HANSBROUGH, 1988).

Na 4area odontologica, um grande numero de estudos
experimentais sobre efeitos adversos extraidos dos materiais dentarios
foi publicado nas décadas de 50, 60 e 70. Nesse periodo, duas principais
correntes na literatura podem ser distinguidas, uma conduzia estudos
animais, em que os materiais eram aplicados da forma como seriam
utilizados em pacientes e as reagdes teciduais eram observadas através
de técnicas histologicas.

As técnicas experimentais envolvendo modelos animais,
principalmente primatas ndo-humanos, foram melhoradas pela
padronizacdo das técnicas histologicas e procedimentos de avaliagdo
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(LANGELAND et al., 1966; BAUME; HOLZ; FIORE DONNO,
1972). A segunda corrente concentrou-se em técnicas de cultura celular.
Esses métodos tornaram-se disponiveis para a pesquisa odontolégica
durante a década de 1950, no Japdao, e um dos pioneiros neste campo foi
H. Kawahara (KAWAHARA; SHIOTA; YAMAKAWA, 1955). Tang et
al. (1999) e Huang et al. (2002) avaliaram a citotoxicidade de cimentos
adesivos ortodonticos em culturas, in vitro, de fibroblastos humanos
obtidos da cavidade bucal.

Nota-se que desde o desenvolvimento dessa modalidade de
estudo, essa disciplina destaca-se como um instrumento imprescindivel
e integrante em diversas 4reas, como a genética molecular, a
biotecnologia, a imunologia, a cirurgia, a bioengenharia e a fabricagdo
de produtos farmacéuticos (LEON, 1993; MASTERS, 2000).

FIBROBLASTOS

Os fibroblastos sdo células encontradas em grande
predominédncia no tecido conjuntivo, responsaveis pela produgido e
manutencdo da matriz extracelular (TEN CATE, 1989) e quando sdo
submetidas a um procedimento de cultura celular, sdo estas que
permanecem durante grande periodo de tempo com atividade viavel,
sendo assim consideradas as células proliferativas sobreviventes
(COURA., 2004). Os fibroblastos que alcangam as regides em processos
inflamatorios ativos auxiliam na formacgdo do tecido de granulacdo que ¢
de suma importancia para a contracdo final da ferida no processo de
renovagdo epitelial. Considerados um dos mais importantes
componentes para o reparo de feridas, os fibroblastos se proliferam e
produzem colageno e outros componentes essenciais para a
reconstitui¢do tecidual (LIU et al., 2002).

Em terapias peri-implantares e periodontais, o uso de matrizes
associadas a fibroblastos passa a ser uma alternativa de grande potencial
quando se objetiva diminuir a chance de morbidade, ou seja, reduzir os
riscos de danos teciduais com uma segunda e invasiva cirurgia para
remocao de tecidos do palato, tuber ou areas edentadas para enxertia de
tecido mole (PINT PRATO et al., 2000).

Estudos in vitro vém sendo realizados com o objetivo de verificar a
sobrevivéncia dos fibroblastos gengivais humanos. Kent et al. (1996)
realizaram testes in vitro com uma cultura de fibroblastos gengivais e
puderam verificar que até a sétima passagem as células permaneciam
viaveis numa porcentagem acima de 90 e o declinio de sua viabilidade
comecava a ocorrer a partir da oitava passagem. Isto permite com que
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sejam estabelecidos protocolos quanto ao uso destas células, obtendo
resultados satisfatorios em pesquisas in vitro € in vivo.

Ha de se salientar uma grande vantagem da utilizacdo de
fibroblastos, pois sdo de facil obtencdo ¢ manuseio em ambiente de
cultura celular e apresentam grande capacidade proliferativa (NETO,
2010). Quando da utilizagdo de fatores de crescimento associados aos
fibroblastos, como por exemplo o PDGF, este é capaz de promover o
aumento da proliferagdo destas células no ligamento periodontal,
permitindo uma recuperagdo mais satisfatoria ao paciente que apresenta
algum tipo de les@o periodontal (FILHO, 2002).

ESTUDOS REALIZADOS IN VITRO COM FIBROBLASTOS

Os fibroblastos sdo células encontradas com alta predominancia
no tecido conjuntivo. Na obten¢do de uma cultura celular, a partir de
explantes de tecido conjuntivo, por desagregacdo enzimatica ou
mecanica, ¢ mantida em meios de cultura suplementados com soro, os
fibroblastos proliferam rapidamente e tornam-se o tipo celular
predominante. Apds algumas passagens, geralmente, apenas os
fibroblastos sdo as células proliferativas sobreviventes. Uma das razdes
¢ que a maioria dos meios de cultura disponiveis otimiza e favorece as
linhagens celulares fibroblasticas (SATO et al., 1994).

Kent et al. (1996) avaliaram os efeitos, in vitro, do niimero de
passagens de uma cultura de fibroblastos humanos gengivais sobre a
morfologia celular, viabilidade celular e expressdo de citocinas. A
analise compreendeu células da primeira até a décima passagem. A
viabilidade celular permaneceu acima de 90% até a 7° passagem. Os
valores obtidos na 8, 9* e 10" passagens foram 86%, 93% e 87%,
respectivamente. Foi observado um aumento do volume celular
(tamanho celular) ¢ um decréscimo na quantidade celular com o
aumento da idade da cultura. O estudo demonstrou a expressdo de IL-
1B, IL-6 e IL-8 na cultura de fibroblastos humanos gengivais e a
auséncia de expressao IL-1o e TNF-a.

Essa mudanca de volume (tamanho) celular também foi relatada
por Pendergrass; Angello, Norwood (1989), que avaliaram
aproximadamente 70 passagens das culturas de fibroblastos; os autores
observaram volumes originais celulares de aproximadamente 2000pum’,
enquanto 5000um’ foram os volumes de células em senescéncia. Além
disso, verificaram perda da capacidade proliferativa em decorréncia da
idade da cultura. Isso ndo foi verificado por Kent et al. (1996), no
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entanto, esses ultimos autores trabalharam somente até a décima
passagem.

Almeida-Lopes (1999) desenvolveu uma linhagem de
fibroblastos de gengiva humana, propondo dois modelos de estudo in
vitro um com meio de cultivo ¢ SFB a 5% e o outro com 10% de SFB.
Analisou a proliferagdo celular através da contagem do numero de
células existentes antes e depois de receberem irradiagdo com diodos
lasers, operando em diferentes comprimentos de onda. Verificou-se que
quando as células receberam irradiagdo com mesma irradidncia e
fluéncia, o comprimento de onda que induziu maior proliferacao celular
foi aquele situado na regido do visivel. No caso onde se manteve mesma
fluéncia, mas diferente irradidncia, o melhor resultado foi obtido com
radiagdo no infravermelho. Em ambos os casos, os grupos irradiados
apresentaram proliferagdo significativamente maior nos grupos
irradiados quando comparados ao controle.

Woollons et al. (1997) avaliaram os danos aos DNA celulares
de fibroblastos humanos causados por cdmaras de bronzeamento (UVA
e UVB) e pela exposi¢do solar, pois a indu¢do de mutacdes ao DNA ¢
um pré-requisito para o desenvolvimento de canceres de pele.
Utilizando-se enzimas especificas de reparo de DNA (endonuclease T4
e endonuclease III) ¢ o Ensaio do Cometa, avaliou-se a a¢ao de duas
diferentes camaras de bronzeamento disponiveis comercialmente. Ficou
estabelecido que esses aparelhos produzem diferentes tipos de dano ao
DNA, associados a fotocarcinogénese de células humanas, e as
evidéncias epidemioldgicas existentes confirmam o risco potencial do
uso desses aparelhos de bronzeamento artificial.

Sant ‘Anna et al. (2002) estabeleceram e caracterizaram uma
linhagem continua de células derivadas de ligamento periodontal (LP)
humano. Essas células foram obtidas através da técnica do explante de
tecido removido por raspagem do terco médio das raizes de terceiros
molares extraidos de 3 (trés) pacientes saudaveis. Posteriormente, as
células foram caracterizadas através de microscopia Optica, padrio de
crescimento, testes imunohistoquimicos, histoquimicos e enzimaticos.
Morfologicamente, apresentaram aspecto fusiforme ou estrelado,
compativel com células fibroblasticas. Houve marcagdo positiva para
vimentina, osteonectina, fibronectina, sialoproteina dssea Il e tenascina
e negativa para anticorpos anti-citoqueratina (AE1/AE3), actina de
musculo liso e coladgeno III. A presenca de noddulos mineralizados
sintetizados, in vitro, pelas células foi confirmada pelo teste de Von
Kossa. Esses resultados, em conjunto, indicaram que as células
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cultivadas, denominadas FL2, eram derivadas de LP e, portanto,
poderiam ser utilizadas em estudos in vitro.

Rossa Junior; Martinez; Silvério (2002) avaliaram, in vitro, o
efeito da nicotina sobre a viabilidade e a morfologia celular utilizando-
se uma linhagem continua de fibroblastos. Para tal, foram formados dois
grupos experimentais segundo a dose (0 - controle, 10pg, 100ug, 0,5mg,
Img de nicotina) e o tempo de condicionamento (1h e 24h). Cada um
dos 12 orificios de uma placa para cultura celular recebeu 2ml de meio
de Eagle e Iml de suspensio de meio de cultura contendo
aproximadamente 1x10°células/ml. Foi, entdo, acrescentada a solucao
de nicotina nas diferentes concentragdes. Apos o acondicionamento com
o farmaco, nos dois periodos testados, as células foram coradas com
Azul de Trypan a 0,4% e observadas em microscopio de observacao
direta. Quanto & morfologia, os resultados obtidos demonstraram, no
grupo acondicionado por 1h, que os controles apresentaram diferencas
estatisticamente significantes apenas em relagdo a maior dose de
nicotina; no entanto, foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre o controle e todas as concentragdes, apds 24h de
condicionamento. Quanto a viabilidade celular, um maior ntiimero de
células ndo viaveis foi observado nas diferentes concentragdes de
nicotina em compara¢do aos controles, tanto apos lh quanto 24h de
condicionamento (p < 0,05). Em ambos os periodos, houve uma
tendéncia significativa de aumento do nimero de células ndo viaveis
com o aumento da dose de nicotina (p = 0,0053; p = 0,00001 apos 1h e
24h, respectivamente). Portanto, concluiu-se que a nicotina pode alterar
in vitro a viabilidade e a morfologia de fibroblastos de forma
proporcional a dose e ao tempo de exposigao.

Andrighetti-Frohner (2003) avaliou a citotoxicidade e a
genotoxicidade da violaceina, metabolito da bactéria Chromobacterium
violaceum, sobre culturas de células VERO (fibroblastos de rins do
macaco verde da Africa), células FRhK-4 (células fetais de rins de
macacos rhesus), células Hep-2 (células de carcinoma de orofaringe
humana) e células MA104 (fibroblastos obtidos a partir de rins
embrionarios do macaco rhesus). A viabilidade celular de seus controles
negativos (onde a violaceina ndo foi empregada) permaneceu acima de
90% para todas as linhagens celulares. Os danos aos DNA celulares,
determinados através do Ensaio do Cometa, encontrados com o uso do
peroxido de hidrogénio a 200um, foram de 153,33 + 12,81, 145,17 +
3,03, 142,83 £ 5,06 ¢ 131,33 + 4,63 para as células VERO, FRhK-4,
MA104 e Hep-2, respectivamente. Os danos encontrados em seus
controles negativos foram de 12,67 + 1,30, 20,50 = 0,58, 33,33 £ 3,76 ¢
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+23,67 + 6,84 para as mesmas linhagens celulares. O estudo
verificou que a violaceina teve efeito citotoxico e genotoxico,
concentracdo- dependente, nas diferentes linhagens celulares.

Na década de 60, acreditava-se que o crescimento de
fibroblastos 3T3 era diretamente controlado por fatores séricos. Nesta
época a endocrinologia considerava os fibroblastos como células que
nao serviam de alvo para os hormonios classicos porque foram falhas as
tentativas de detectar a a¢do hormonal no controle da proliferagdo de
mamiferos (HOLLEY e KIERNAN, 1968). Alguns anos mais tarde ¢
que foi proposto que os fatores séricos que controlavam o crescimento
das células 3T3 seriam na realidade o fator de crescimento, de natureza
endocrina (ARMELIN, 1973).

MEIOS DE CULTURA CELULAR

Um meio de cultura é conceituado como um material (liquido
ou gel) que tem por finalidade favorecer o crescimento de
microrganismos, células, etc. Para que o crescimento celular seja
adequado e o éxito seja obtido, é necessaria a correta escolha do meio a
ser utilizado, seja ele artificial ou natural e que a linhagem celular
adequada seja associada ao meio escolhido.

Os experimentos de cultura celular comecaram com a utilizagao
de meios estritamente obtidos de fontes naturais que apresentavam
condigdes variaveis e instaveis quando utilizados mais de uma vez.
Devido a isso, os meios artificiais comegaram a ser desenvolvidos ¢ foi
na década de 50 que houve a formulagdo do primeiro meio artificial, que
tinha em sua composicdo diversos elementos essenciais como
carboidratos e vitaminas (EAGLE, 1955).

Contudo, percebeu-se que o meio era insuficiente e acreditou-se
da necessidade de utilizacdo de soro para o fornecimento de mais
nutrientes, uma vez que ¢ fonte rica de aminoacidos, proteinas,
carboidratos e gorduras. Foi descoberto que o soro viabilizava o
fornecimento de fatores de crescimento e mais que isso, que o soro fetal
era capaz de realizar a replicacdo celular e crescimento de células mais
sensiveis, tornando-se assim, um meio muito conhecido (HORNSBY P.,
et al., 1983).

Os experimentos com cultura de tecidos tiveram inicio no
principio do século. Nesta época o meio de cultura era extraido de fontes
naturais, como linfa e codgulos de plasma. Obviamente, a composi¢ao
extremamente variavel desses meios impedia a realizacdo de dois
experimentos nas mesmas condigdes. Esta limitagcdo, aliada a
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importancia intrinseca de se identificar todos os componentes do meio
de cultura necessarios a sobrevivéncia e ao crescimento para cada tipo
de célula, despertou o interesse precoce de se estabelecer o meio
quimicamente definido. Somente na década de 50 ¢ que se conseguiu
formular o primeiro meio quimicamente definido, constituido por sais,
vitaminas, aminoacidos, carboidratos e fatores séricos (EAGLE, 1955).

Esse meio era incapaz de garantir por si s6 o crescimento
celular, sendo necesséria, a presenca de fatores séricos. Nesta época,
acreditava-se que o soro era necessario para fornecer algum tipo de
nutriente. Posteriormente, descobriu-se que a fun¢do do soro no meio de
cultura era fornecer fatores de crescimento e nio nutrientes. Esses
ultimos sdo fornecidos pela parte quimicamente definida do meio de
cultura (ARMELIN, 1975).

Inicialmente, a busca do estabelecimento de quais os
componentes do soro necessarios a sobrevivéncia e crescimento de cada
tipo de célula era feita através de tentativas de analise bioquimica dos
componentes ativos isolados diretamente do soro. Esse tipo de estudo
foi muito dificil e ndo produziu resultados praticos importantes. A
dificuldade foi devida principalmente a complexidade e as baixas
concentra¢des de cada hormdnio presente no soro associado ao fato de
que muitos destes fatores se ligam aos carregadores perdendo sua
atividade quando dissociados e também ao sinergismo apresentado pelos
diferentes fatores.

A substituicio de um enfoque analitico por um enfoque
sintético permitiu a realizacdo de progresso significativo nesta area.
Assim, mostrou-se ser possivel a manutengdo de células em meio de
cultura sem soro, por diversas geragdes. Neste experimento a presenga
do soro foi necessario antes e depois da tripsinizagdo da cultura para o
repique. Posteriormente, ao se adicionar ao meio de cultura uma mistura
de horménios e certa quantidade de fibronectina tornou-se possivel
garantir a sobrevivéncia de diversos tipos de células em total auséncia
de soro (ORLY e SATO, 1979).

Um meio comumente utilizado em pesquisas na area da
Odontologia ¢ o Soro Fetal Bovino (SFB), isto porque apresenta baixo
custo ¢ ¢ capaz de carrear fatores de crescimento necessarios para o
desenvolvimento e proliferagdo celular. O soro de origem bovina ¢é
utilizado, além dos motivos ja citados anteriormente, pois permite que
em estudos in vitro possa ser realizada a inibi¢do por contato e ¢ capaz
de aumentar a viscosidade do meio fazendo a protegdo celular em
possiveis danos mecanicos (MEENAKSHI, A., 2013). Quando ndo
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utilizado isoladamente, o SFB pode complementar meios que
necessitem do mesmo.

O meio conhecido como Dulbecco ou DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) também esta entre um dos mais utilizados.
Com a presenca de grande quantidade de aminoacidos e vitaminas, foi
utilizado primariamente no cultivo de células embrionarias de ratos.
Considerado como um meio basal, ou seja, ndo possui proteinas ou
fatores de crescimento, é comumente associado ao SFB, estando assim
enriquecido por fatores de crescimento (MEENAKSHI, A., 2013).

Na cultura de fibroblastos, ¢ comum a utilizagdo do meio
DMEM seja ele acompanhado por uma suplementagio ou ndo. E o que
demonstra o estudo de Mazlyzam et al. (2008) onde os autores afirmam
que o soro fetal bovino também é um dos suplementos mais utilizados
na literatura para o estabelecimento de culturas in vitro, devido ao fato
de o mesmo possuir fatores de crescimento diversos, citocinas,
proteinas, hormonios e vitaminas que permitem a proliferacdo de
fibroblastos de forma facilitada.

Apesar de sua eficiéncia na cultura de fibroblastos, ha de se
atentar para o fato de que ha o risco, mesmo que minimo, de uma
possivel transmissdo de prions e outros virus, devendo-se assim, optar
por um outro meio de suplementagdo para que haja a possibilidade de
utilizag@o no ser humano (MAZLYZAM et al., 2008).

Devido a problematica do uso do SFB, opta-se muitas vezes
pela utilizacdo do plasma rico em plaquetas (PRP), este que além de
permitir o aumento da concentragdo de fatores de crescimento no
sangue, ¢ altamente utilizado em pacientes com problemas 6sseos ou
periodontais, auxiliando no processo de recuperacao, liberando grande
quantidade de fatores essenciais ¢ sendo biocompativel e de baixo custo
ao paciente (TRAVASSOLI-HOJJATI et al., 2016).

PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

Constituido basicamente por plasma, leucdcitos e plaquetas, o
plasma rico em plaquetas (PRP) é formado pela associagdo de fatores de
coagulagdo com soro sanguineo. Dentre os componentes presentes, as
plaquetas sdo destaque por serem responsaveis pela liberagdo dos fatores
de crescimento, cruciais para a iniciagdo do processo de reparo (MARX,
1999). Além da presenca de componentes plasmaticos (plasma,
leucocitos e plaquetas), a presenga de proteinas como um dos
componentes do PRP ¢ crucial para que o mecanismo de cicatrizagdo de
tecidos conjuntivos se dé€ de forma correta (ARNOCZKY et al., 2011).
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O PRP ¢ a porgdo plasmatica caracterizada como material rico em
fatores de crescimento como o PDGF e TGF- que sdo importantes
componentes para o reparo tecidual (FERREIRA, 2003).

O plasma rico em plaquetas (PRP) define-se como uma porgdo
do plasma sanguineo com uma concentra¢do plaquetaria superior aos
niveis de referéncia, obtida através de protocolos de centrifugagéo
(MARX, 2004). Estdo presentes no PRP, fatores de crescimento como
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformante B1 e P2(TGF-B1, TGF-B2), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento endotelial
(EGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e
prostaglandina E2 (PGE2) (KASTEN et al., 2008). Assim, o PRP
caracteriza uma fonte autdloga de fatores de crescimento e apresenta
diversas vantagens sobre as fontes geralmente utilizadas (soro de
animais ou fatores de crescimento recombinantes), essencialmente por
causa de sua pronta disponibilidade e seu potencial clinico seguro e
eficaz.

Os fatores de crescimento relacionados ao PRP sdo pré-
sintetizados e estocados nos granulos o das plaquetas. A secregdo destes
fatores se inicia com o processo de formagdo do coagulo e consequente
ativacdo plaquetdria. Os granulos se fundem com a membrana das
plaquetas e os fatores sdo entdo secretados. Cerca de 95% dos fatores de
crescimento pré-sintetizados sdo secretados dentro de 1 hora. Apds a
liberagdo inicial, as plaquetas sintetizam e secretam fatores de
crescimento adicionais pelo menos, em média, sete dias restantes do seu
ciclo de vida. Estudos tém demonstrado que as CTMs, osteoblastos,
fibroblastos, células endoteliais e células epidermais expressam
receptores de membrana para os fatores de crescimento presentes no
PRP. A ativagdo destes receptoresresulta na expressdo de sequéncias
génicas que controlam a proliferagdo celular, sintese de colageno e
formagdo de matriz extracelular, estimulando o processo natural de
cicatrizagdo (MARX, 2004).

O PRP demonstra ser efetivo na proliferagdo celular,
quimiotaxia, diferenciacdo celular e sintese de matriz extracelular,
principalmente colageno. Consequentemente, facilita o reparo tecidual,
estimula a angiogénese, melhora a integragdo de enxertos, sejam eles
Osseos, cutaneos, cartilaginosos ou adiposos, bem como estimula a
cicatrizagdo de feridas (OKADA et al., 1998).

Recentemente, o uso do PRP tem ganhado consideravel
popularidade no propdsito de liberacdo de fatores de crescimento locais
a fim de promover a regeneragdo 6ssea (FENG et al., 2010). O PRP vem
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sendo amplamente utilizado na area ortopédica, no tratamento de
lesdes em diversas disfungdes dsseas, ¢ também na area odontoldgica,
em implantes dentarios e cirurgias maxilofaciais. A sua utilizacdo é
segura e parece ter um efeito terapéutico benéfico, particularmente nas
fases iniciais de formagdo oOssea. Estudos t€m demonstrado que
melhores resultados in vivo sdo obtidos quando o PRP ¢ utilizado
juntamente com CTMs em biomateriais osteogénicos ou enxertos
0sseos.

Obtido do sangue autdgeno, o plasma rico em plaquetas vem
sendo muito utilizado dentro da Odontologia conforme ja demonstrado
em estudos anteriores, principalmente por possuir propriedades de
regeneragdo tecidual (MACEDO, A., 2004). A engenharia de tecidos
vem observando grandes resultados no que diz respeito a reparagdo e
regeneracao tecidual em pacientes que necessitam de menor tempo para
cicatrizagdo e por meio da contribuicdo do PRP estes resultados vém se
consolidando através de pesquisas in vitro e in vivo (FERREIRA, 2012).

O primeiro fator de crescimento descoberto foi o NGF (fator de
crescimento neural), descoberto em 1954, porém apenas posteriormente
isolado e caracterizado (GREENE e SHOOTER, 1980). Em 1962,
COHEN, trabalhando no isolamento de NGF, descobriu e isolou o EGF
(fator de crescimento epidermal). Através dos estudos da endocrinologia
classica foram descobertos ainda as somatomedinas e o fator de
crescimento de insulina. Um novo impulso foi dado ao estudo dos
fatores de crescimento quando se descobriu que as células 3T3 podiam
ser estimuladas por um fator de crescimento de fibroblastos presente em
extratos de hipofise bovina (ARMELIN, 1973). Este trabalho, além de
mostrar que os fibroblastos poderiam servir de células alvo para fatores
hormonais, forneceu ainda um bom protocolo para testes de atividade
dos fatores de crescimento. Posteriormente foi descoberto, a partir das
plaquetas sanguineas humanas, o fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF), um fator peptidico para fibroblastos (ROSS et al,
1978).

Do plasma rico em plaquetas consegue-se obter diversos fatores
de crescimento, dentre eles o PDGF que ¢é o fator primario de
crescimento no processo de regeneragdo e tem a capacidade de atrair
células como os fibroblastos (NANNEY LB., 1990). Devido a isso,
sabe-se que o PDGF tem papel fundamental no processo de reparo
tecidual e cicatrizagdo de lesoes (ROSS et al., 1978).

Estudos recentes demonstram a capacidade de aceleragdo do
reparo dos tecidos por meio do uso do PRP que através de seus fatores
de crescimento - como PDGF, TGF-fs, IGF-I e Il ¢ BMPs - presentes
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nas plaquetas, permitem que o processo se dé efetivamente (FILHO JS,
2002). Arnoczky et al. (2011) explicam a grande utilizacdo do PRP na
area odontologica corroborando com as proposigdes de diversos autores,
ressaltando seu potencial reparador e regenerador, grande eficacia ¢ a
capacidade de trazer seguranga ao paciente e ao cirurgido-dentista.
Lekovic (2002) realizou estudo associando o PRP com produtos de
origem xendgena e obteve resultados satisfatorios em 21 pacientes que
apresentavam defeitos periodontais.

Conforme mencionado por Marx (2004), o PRP auxilia na
cicatrizagdo da mucosa e tecidos moles e devido a isso € muito utilizado
em associacdo a membranas como material de enxertia. Devido ao fato
de ser um material autogeno, o PRP pode ser utilizado com seguranca e
tem grande aceitagdo pelos pacientes (MARX, 2004). O PRP ¢ obtido a
partir de sangue autdgeno por meio de um processo que utiliza o
principio da separacdo celular por centrifugacdo diferencial, no qual se
retira sangue do doador e separam-se as substancias desejadas (RAVEL,
1997).

Dentre as técnicas existentes para obtengdo do PRP, a
venipuntura e¢ a cardiopuncdo sdo comentadas frequentemente na
literatura e para a presente pesquisa optou-se pela realiza¢do da pun¢do
intra-cardiaca baseando-se no protocolo fornecido pelo Biotério USP -
Manual de Normas Técnicas (TABORDA et al., 2004). Normalmente a
técnica da cardiopungdo ¢é escolhida quando ha a necessidade de
obtengdo de volume sanguineo consideravel e ¢ considerada uma “coleta
final” visto que apdés o procedimento o animal normalmente ¢
sacrificado. Realiza-se a anestesia geral, coloca-se o animal em uma
superficie plana para que seja realizada a pung¢do e a agulha deve entdo
ser inserida em um angulo de 10 a 30° acima do abdomen (TABORDA
et al., 2004).

A sequéncia do processo ¢ basicamente a seguinte: puncdo
venosa, retirada do sangue e separagdo celular. A pungdo venosa e a
retirada de sangue podem ser realizadas através de 3 técnicas descritas
na literatura. A primeira, que sera abordado neste trabalho, ¢ a obtencao
de uma bolsa de sangue total, que corresponde a retirada em média de
440 a 460 ml (MARX, 1999; WHITMAN et al., 1997); a segunda
remove o tecido sanguineo armazenando-o em tibulos de 10 ml
(ANITUA, 1999); e a terceira corresponde a técnica de aférese onde um
separador celular de gradiente de densidade ¢é utilizado obtendo-se
somente as células escolhidas sem coletar o sangue (LYNCH, 1999). A
separacdo dos elementos do sangue retirado ¢ feita por meio da
centrifugacdo, partindo do mais denso para o menos denso, sendo
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estabelecidos diferentes protocolos devido as diferengas do volume
coletado. Todas as técnicas buscam como produto final o PRP
(ANITUA, 1999; MARX, 1999; WHITMAN et al., 1997).

FATORES DE CRESCIMENTO

Os fatores de crescimento sdo classificados como polipeptideos
com capacidade de acdo local ou sistémica possibilitando a proliferag¢do
de células por meio da regulagdo, proliferagdo, migragado e diferenciagio
celular. Desta forma, a regeneracdo de tecidos moles por meio de
materiais de origem artificial necessita da presenca de fatores de
crescimento que possibilitem a proliferacdo e diferenciagdo celular em
tecido epitelial e conjuntivo (BARTOLD et al., 2000).

Diversos fatores de crescimento vém sendo estudados como ¢é o
caso das BMPs (Proteinas morfogenéticas osseas), FGF (Fator de
crescimento de fibroblastos) e o PDGF (Fator de crescimento derivado
de plaquetas) um dos primeiros a ser identificado. Os fatores de
crescimento, além de serem capazes de promover a angiogénese, 0 que
facilita ainda mais o processo cicatricial, tém agdo indireta na sintese de
colageno, que permite a maior resisténcia das feridas em processo de
cicatrizagdo (KNIGHTON et al., 1990). Varios estudos in vivo
realizados por Okada & Muramaki (1998), Bikfalvi et al. (1997) e
Werner & Groose (2003) demonstraram a importancia e necessidade da
presenca de fatores de crescimento durante estes processos
regenerativos.

Os fatores de crescimento sdo mediadores bioldgicos naturais
que exercem varios efeitos sobre os processos de reparo e de
regeneragdo. Estes polipeptideos sdo a chave para regular os diversos
eventos celulares tais como: sintese de DNA, quimiotaxia,
citodiferenciagdo e sintese de matriz (ANITUA, 1999; LYNCH, 1999;
GIANNOBILE, 1999). Pode-se encontrar fatores de crescimento, no
0ss0, no cemento e em varios tecidos de cicatrizagdo. Como exemplo,
pode-se citar: PDGF, TGF-Bs, IGF-I e II, ¢ BMPs (RIPAMONTI e
REDDI, 1994). Estas moléculas naturais s@o iniciadores universais de
quase todos os processos cicatriciais (MARX et al., 1998). Estudos
especificos do PRP identificaram uma lista completa de fatores de
crescimento, destes, pelo menos trés importantes fatores de crescimento
sdo derivados dos granulos a-plaquetarios, a saber: fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de transformacao
beta (TGF-Bs,) e o fator de crescimento similar a insulina (IGFs),
(LYNCH e BUSER, 1991; MARX et al., 1998).
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ARCABOUCOS

Tendo em vista a relagdo intima entre as CTs e seu
microambiente tridimensional, arcabougos (scaffolds) feitos de materiais
poliméricos ou compositos biodegradaveis e bioabsorviveis vém sendo
desenvolvidos. Estes estdo sendo utilizados tanto para estudos do
comportamento ¢ mecanismos celulares in vitro, quanto para engenharia
de tecidos e aplicagdes clinicas (WEI, 2000). Fundamentalmente,
biomateriais para cultivo celular e engenharia de tecidos devem
fornecer: um ambiente que favoreca a interagdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular; uma matriz permeavel que permita difusdo de
nutrientes, gases e metabolitos; e ainda, suporte mecanico, para a
reposic¢ao e regeneragdo do tecido (SERPOOSHAN et al., 2010).

Um arcabouco celular € um material com capacidade de carrear
células e fatores de crescimento (NETO, 2010). Classificado como um
biomaterial, este deve interagir com sistemas bioldgicos que objetivam o
tratamento, aumento ou substituicdo de qualquer tecido ou o6rgdo do
corpo e para sua correta escolha, requisitos como a biocompatibilidade
com tecidos, biodegradabilidade e velocidade de degradagdo devem ser
considerados (TABATA, 2009).

Dentre os biomateriais disponiveis existem o0s materiais
alogenos e xenogenos. Aloenxertos sdo aqueles obtidos de materiais de
outro individuo da mesma espécie, enquanto os xenoenxertos sdo
compostos provenientes de espécies diferentes. A literatura apresenta
uma vasta quantidade de arcabougos como hidroxiapatita (HAp), fosfato
de calcio, acido polilatico (PLA), &cido poli-glicolico (PGA), fosfato
tricalcico, colageno tipo I, entre outros. Contudo atualmente ndo ha um
consenso sobre qual biomaterial € considerado o melhor arcabougo para
a engenharia tecidual (NETO, 2010).

Recentemente, a busca de novas classes de biomateriais com
propriedades especificas para uso em engenharia de tecidos tem atraido
grande interesse. Para esta finalidade, uma variedade de materiais vem
sendo avaliados, estes incluem polimeros naturais como o colageno,
polimeros sintéticos como o polidcido latico, e ainda materiais
inorgénicos como a hidroxiapatita (HAp). Hidrogéis ou polimeros com
elevado teor de agua (>99%) formam outra classe importante de
biomateriais que tem sido extensivamente estudado devido a sua
natureza tridimensional, biocompatibilidade e versatilidade no
processamento (ZHANG; KOHN, 2012).

As matrizes derivadas do colageno 2D e 3D sdo opgdes bastante
estudadas na literatura e vém sendo vistas como alternativas para
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utilizagdo como  materiais  xendgenos, devido a sua
biocompatibilidade, envolvimento em  processos fisiologicos,
propriedades semelhantes ao tecido humano e importancia fundamental
na constituicdo da matriz do tecido conjuntivo (HARKNESS, 1961).
Bell et al. (1981) demonstraram em seu estudo com fibroblastos
cultivados em matriz coldgena de arranjo tridimensional, que houve
formacdo de estrutura semelhante ao tecido dérmico.

Ja Hillman et al. (2002) verificaram que sobre matrizes
colagenas sintéticas bioabsorviveis, a migracdo de células foi reduzida,
enquanto matrizes frouxamente organizadas houve migragdo total.
Apesar de a literatura atual estudar matrizes de colageno com
frequéncia, ndo ha consenso sobre o melhor material e dentre a
disponibilidade dos mesmos, a matriz dérmica acelular (MDA) é uma
opcdo de substituto de origem aldégena que vem sendo amplamente
utilizada como arcabouco celular para a engenharia de tecidos. Sua
biocompatibilidade e capacidade de promocdo de adesdo, migracdo e
proliferacdo fibroblastica, conforme demonstrado em estudo realizado
por Rodrigues (2008), faz com que a mesma seja visada em
procedimentos de enxertia, principalmente no recobrimento de raizes
expostas em quadros de deiscéncia (HENDRSON 2000; PINI PRATO
et al.,, 2012). A MDA (SureDerm ®) consiste em um material ja
disponivel no mercado, obtido através do tecido natural humano que
sofre um processo de congelamento apds a remocdo das células da
derme e epiderme, mantendo a estrutura tridimensional da derme; além
disso a membrana permite a realizacdo de revascularizagdo ¢ breve
crescimento e influxo de fibroblastos.

Outra opgao de arcabougo ¢ a matriz de celulose bacteriana
(MCB), assim denominada devido & presenga de fibras nanométricas.
Como caracteristicas predominantes, possui Otima capacidade de
absorgdo e retencdo de dgua e boa elasticidade (MACEDO, 2008). A
MCB consiste em um polimero que possui diversas caracteristicas
favoraveis como “flexibilidade, alta forca de elasticidade e capacidade
de reter agua, uma permeabilidade consideravel para gases e liquidos e
uma otima compatibilidade com tecidos vivos” (CZAJA et al., 2006).

Algumas matrizes ja foram testadas e comprovadas
cientificamente da sua possibilidade de utilizacdo como substituto de
tecido mole, como foi demonstrado por Harris (1998) que realizou
estudo comparativo entre o uso de enxertos autdgenos e matrizes
dérmicas acelulares e pode concluir, satisfatoriamente, que ndo existe
diferenca estatistica entre os dois materiais, trazendo assim, ambas as
técnicas como possiveis de serem utilizadas na clinica odontolégica.
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Henderson (2001) também obtiveram resultados positivos, assegurando
novamente o uso de enxertos aldgenos.

Outro estudo ainda mais recente avaliou a matriz de PLGA
(poli acido lactico-co-glicolico) associada a particulas de hidroxiapatita
e, novamente, os resultados foram satisfatorios, caracterizando tal
membrana como “mais consistente para servir de arcabouco na
engenharia de tecidos” (NETO, 2010).

MATRIZ DERMICA ACELULAR (MDA)

A preparacdo deste enxerto dérmico € realizada pela remogéo
do componente celular e preservacdo da integridade ultra-estrutural,
onde se danificada induziria uma resposta inflamatoria. A matriz
dérmica acelular € processada a partir da pele do doador humano obtido
a partir de bancos de tecidos aprovados, onde o tecido € preparado pela
remoc¢do dos componentes celulares e epiderme da pele, o restante entdo
¢ crioprotegido e rapidamente liofilizadas em um processo patenteado
para preservar a integridade bioquimica estrutural (WAINWRIGHT,
1995; 1996).

A matriz dérmica acelular foi originalmente utilizada para o uso
em cirurgia plastica para o tratamento de queimaduras
(WAINWRIGHT, 1995). Na medicina seu uso vem se expandindo para
incluir reconstru¢do de membrana timpanica, reconstru¢do nasal
(BENECKE, 2001; KRIDEL; FODA; LUNDE, 1998), tratamento de
atrofia dérmica (FISCHER; FRODEL, 1999), reparacdo de fistulas
(GIRARD; SIDEMAN; SPAIN, 2002) e aplicagdes em cirurgia estética
facial (CASTOR; TO; PAPAY, 1999).

Nos ultimos anos varios estudos tém avaliado o efeito da matriz
dérmica acelular para a cirurgia periodontal com resultados promissores.
A maioria dos estudos incluiu um pequeno tamanho da amostra onde
ndo tinha valor estatistico o suficiente para tirar conclusdes sobre a sua
eficacia (HARRIS, 2000; 2001; 2002; 2004; TAL, 1999; 2002; WEI,
2000; 2002).

Shulman (1996) foi o primeiro autor a documentar o uso da
matriz dérmica acelular em odontologia. A partir de entdo, a matriz
dérmica acelular vendo sendo utilizada em varias aplicagdes, como
aumento de tecido mole, aumento de gengiva queratinizada, como
membrana de barreira, como material de enxertia para cobrir tatuagem
de amalgama e procedimentos de cobertura de raiz exposta (FOWLER;
BREAULT, 2001; WEI et al, 2000; NOVAES JUNIOR et al, 2002).
Aloenxertos como matriz dérmica acelular t&ém sido utilizados ao redor
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de dentes e implantes para substituir os enxertos autdégenos de
tecido conjuntivo, principalmente para locais de recep¢do maiores ou
quando a obteng@o de tecido autdogeno ndo ¢é vidvel e levaria a um
desconforto pos-operatério exacerbado (FU; SU; WANG, 2012).

Apesar de aloenxertos e autotransplante  possuiram
previsibilidade semelhante para técnicas de recobrimento radicular,
autotransplante de tecido conjuntivo resulta uma cobertura superior ao
defeito, com maior ganho de tecido queratinizado e profundidades de
sondagens residuais inferiores (HARRIS, 2002; 2004).

Os aloenxertos também se apresentam como uma alternativa
para substituir um enxerto gengival livre. Wei e colaboradores (2000;
2002) realizaram um estudo comparando a matriz dérmica acelular e
enxerto gengival livre comparando-as em relagdo ao aumento da faixa
de gengiva inserida. Os resultados sugeriram que o tecido do local
formado com matriz dérmica acelular era semelhante a um tecido
cicatricial.

A matriz dérmica acelular (MDA) vem cada vez mais sendo
utilizada quando hé necessidade de realizagdo de enxertia com substituto
de origem alogena, isto porque descarta a necessidade de uma segunda
cirurgia para obteng¢do de tecido autégeno (REINO DM, 2011).
Inicialmente esta matriz era aplicada como enxerto nado-vital para
pacientes em quadros de queimaduras severas, preservando o tecido do
paciente e reduzindo a sua morbidade (WAINWRIGHT DJ, 1995).

A MDA ¢ uma matriz acelular de tecido conjuntivo humano e
biocompativel conforme varios estudos ja demonstraram, tornando-a
assim, um dos materiais alogenos mais estudados em periodontia
atualmente (REINO et al., 2011). Ela é formulada a partir de uma
preparagdo de pele humana e desta ¢ realizada a remogao das células e
outros componentes celulares sem prejudicar a organizacdo da matriz
extracelular ¢ a membrana basal, podendo assim manter as fibras
elasticas e colagenas (WAINWRIGHT DJ, 1995).

Conforme citado por Rodrigues (2008), a MDA favorece a
formagdo de uma estrutura biocompativel onde os fibroblastos terfo
maior facilidade de adesdo, proliferacio e¢ migragdo. Para o bom
funcionamento da mesma, ¢ necessaria a realizacdo de um retalho
favoravel ao material, que por ser de origem aldégena, requer um aporte
sanguineo consideravel para que o processo de revasculariza¢do se dé
com sucesso. Langer (1985) confirmou o sucesso da utilizagdo de
retalhos estendidos na maioria dos casos quando comparados a
aplicacdo técnica classica.
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Esta matriz ¢ indicada como recobrimento tecidual nas mais
diversas areas da medicina e odontologia. Dentre as indicag¢des clinicas
orais, Lino e Rosa (2006) citaram o aumento de gengiva queratinizada,
coberturas radiculares e aumento ¢ corre¢do de defeitos de tecido mole
em rebordo alveolar como possibilidades do uso da MDA.

Pesquisas revelam o6timos resultados quando do uso da MDA,
principalmente no que diz respeito ao recobrimento de raizes expostas,
apresentando resultados estéticos altamente satisfatorios (HENDRSON,
2000; PINI PRATO et al., 2012). Vantagens sdo claramente visiveis
quando da utilizagdo da MDA, como ja confirmado em diversos
estudos, a mesma leva a ocorréncia da diminui¢do da morbidade pos-
operatoria, redugdo do tempo cirurgico e facil obtencdo do material, o
que permite seu uso em ampla escala (REINO DM, 2011).

Henderson (2001) apresentou resultados bastante satisfatorios
quanto ao uso da MDA, frisando a possibilidade da utilizacdo do
material em areas estéticas, visto que a cor e textura se mantém
semelhantes ao tecido. Comparando a utilizagdo da MDA com enxerto
de tecido conjuntivo subepitelial, ndo houve diferenca significativa entre
os mesmos (Harris 2000; Novaes et al., 2001).

Quando da escolha da utilizagdo da MDA, ha de se decidir qual
dos produtos disponiveis no mercado sera utilizado, uma vez que
existem diversos fabricantes. Uma das opgdes ¢ a SureDerm®, um
material que pode ser transportado em temperatura ambiente (25°C) com
auxilio de refrigeracdo e imersa em antibioticos.

A SureDerm® foi primeiramente implementada para o uso em
cirurgias plasticas em quadros de queimaduras graves, bem como a
maioria das matrizes dérmicas acelulares; posteriormente foi introduzida
a periodontia como alternativa em cirurgias periodontais demonstrando
sucesso (CHO, 2012).

MATRIZ DE CELULOSE BACTERIANA (MCB)

A celulose forma a base estrutural da parede celular de plantas,
e também ¢ produzida por outros organismos como algas, fungos e
bactérias. Uma forma de obtencdo da celulose ¢ a partir de algumas
cepas bacterianas ndo patogénicas, tais como as bactérias aerdbicas
Gram-negativas do género Gluconacetobacter. Quando cultivadas em
cultura estatica, em meio liquido, essas bactérias sintetizam uma rede
cristalina tridimensional de pura celulose que forma um hidrogel de
celulose bacteriana (HCB) na interface entre o ar e o meio liquido
(OLIVEIRA, 2012).
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A matriz de celulose bacteriana (MCB) é um polissacarideo
composto por cadeias lineares ndo ramificadas de moléculas de glicose,
unidas por liga¢do do tipo B(1—4) glicosidicas. As moléculas longas e
rigidas de celulose se combinam para formar nanofibras, cada uma
consistindo de varias cadeias de celulose. Estruturalmente, a MCB
consiste em uma rede destas nanofibras, interligadas por pontes de
hidrogénio (RAMBO et al., 2008).

A MCB apresenta propriedades tUnicas que a tornam
potencialmente adequado para utilizagdo como um biomaterial. Estas
propriedades incluem alta capacidade de retencdo de dagua, que
compreende cerca de 99% do volume total do hidrogel, a formacdo de
uma rede de nanofibras, que permite o crescimento e proliferacdo
celular, além de elevada resisténcia a tragdo, possibilidade de ser
moldada e baixo custo de producao (RAMBO et al., 2008).

A biocompatibilidade, caracteristica importante quando se fala
em engenharia de tecidos, foi comprovada por Helenius e colaboradores
(2006) em um estudo in vivo. Neste estudo, foi demonstrado que a MCB
possui a capacidade de se integrar ao tecido hospedeiro sem provocar
reacdo inflamatoria. Entretanto, a MCB possui lenta degradacdo no
organismo humano, devido a auséncia de celulases, enzimas necessarias
para hidrélise das ligagdes entre as moléculas glicose. Sugere-se que
uma hidrolise ndo enzimatica espontinea ocorra e justifique a lenta
degradacdo da MCB no corpo humano (PETERSEN; GATENHOLM,
2011).

Devido a estas caracteristicas a MCB tem sido utilizada em
numerosas aplicagcdes biomédicas, incluindo produg¢do de micro vasos
artificiais, engenharia tecidual de cartilagem (SVENSSON et al., 2005)
e em processos de cicatrizagdo de feridas e queimaduras (CZAJA et al.,
2006).

Outra caracteristica da MCB que a torna um promissor
biomaterial ¢ a possibilidade de modificagdo da sua estrutura e
composi¢do. Tratamentos quimicos, irradiagdo e incorporagdo de
moléculas biologicamente ativas ou metais estdo sendo investigados e
oferecem utilidades promissoras em aplicagdes biomédicas
(PETERSEN; GATENHOLM, 2011). Um exemplo ¢ a incorporagdo de
HAp a MCB, para aplicagdo em regeneragao ossea.

Este polimero extracelular ¢ produzido por bactérias de
diferentes géneros, incluindo Acetobacter (renomeado como
Gluconacetobacter), Acanthamoeba, Achromobacter, Zoogloea, sendo a
espécie mais amplamente estudada a Gluconacetobacter hansenii, que
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consiste em uma bactéria Gram negativa, estritamente aerdbica
(PETERSEN; GATENHOLM, 2011).

As bactérias Gluconacetobacter hansenii possuem capacidade
de utilizar diferentes fontes de carbono para a biossintese de celulose.
Quando cultivadas em meio de cultura adequado, de forma estatica,
essas bactérias produzem uma membrana de celulose bacteriana (MCB),
também denominada de matriz, na superficie do meio de cultivo que
estd em contato com o oxigénio. O formato e o tamanho das membranas
sdo originados de acordo com o recipiente no qual as mesmas estdo
sendo produzidas, ja sua espessura varia com a quantidade de meio de
cultura e o tempo de produg@o. Apds tempo determinado as MCBs séo
submetidas a processos de lavagem e esterilizacdo, e processadas para as
aplicagdes desejadas (RECOUVREUX, 2008).

A celulose bacteriana ¢ um tipo de polissacarideo extracelular
presente no biofilme produzido por vérias bactérias. Este polimero ¢
altamente cristalino e o grau de cristalinidade varia de acordo com a
origem ¢ modo de tratamento quimico. Celulose bacteriana ¢ composta
por moléculas de glicose e seu processo de biossintese envolve varias
etapas reguladas e caracterizadas por enzimas e proteinas complexas
(BROWN; WILLISON; RICHARDSON, 1976; ROSS; MAYER;
BANZIMAN, 1991).

A celulose bacteriana ¢ utilizada em uma vasta gama de
aplicagdes e em muitos estudos realizados na Universidade Federal de
Santa Catarina. E potencialmente adequada como carreadores em
engenharia de tecidos, devido as suas propriedades tUnicas, como
retengdo de agua elevada, rede fibrosa fina, permite crescimento e
proliferagdo celular e resistente a tracdo e baixo custo de produ¢do. Em
medicina, s@o utilizadas como revestimentos de stents, por substituicdo
de dura-mater, em casos de tumores ou traumas ou como prote¢do para
pele em casos de queimaduras (SVENSSON et al, 2005; WATANABE;
TABUCHI, 1998; FONTANA et al, 1990).

Em odontologia, a celulose bacteriana vem sendo utilizada para
recuperagdo de tecido periodontal. Gengiflex® é uma membrana de
celulose na qual foi desenvolvida para recuperar tecidos periodontais
pela separagdo de células epiteliais e tecido conjuntivo gengival em
tratamentos de superficies radiculares expostas (NOVAES, 1990, 1992,
1993).

Galgut (1990) realizou um estudo clinico onde avaliou a
cicatrizagdo do tecido periodontal em 4reas de defeito, utilizando
celulose oxidada biodegraddvel com a técnica de regeneracdo guiada
dos tecidos. O autor observou boa cicatrizagdo em todos os individuos,
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com auséncia de defeitos deletérios onde foi colocada a malha.
Nao observou diferengas significativas, acreditando que as diferengas
eram atribuidas as diferentes formas de cicatrizag¢do entre os individuos.
Neste estudo ndo ocorreu investigacdo histologica, necessitando de
novos estudos onde possivelmente ira determinar a resposta tecidual.

A MCB vem sendo amplamente utilizada para o tratamento de
lesdes em tecido mole e queimaduras (SULAEVA et al., 2015) e
historicamente ¢é caracterizada como um material de sucesso por ser
rapido e eficiente (CZAJA et al., 2006). Proveniente de bactérias dos
géneros  Acetobacter,  Rhizobium,  Agrobacterium, Aerobacter,
Achromobacter, Azotobacter, Salmonella, Escherichia e Sarcina, possui
“flexibilidade, alto modulo de forga de elasticidade e capacidade de reter
agua, uma permeabilidade consideravel para gases e liquidos e uma
otima compatibilidade com tecidos vivos” (CZAJA et al., 2006). Além
dessas caracteristicas vantajosas para a recuperacao tecidual, Shah et al.
(2013) citado por Sulaeva et al. (2015) também afirmam os beneficios
de possuir uma alta porosidade que permite que outros medicamentos e
materiais biologicos diferenciados possam ser introduzidos na
membrana. A estabilidade mecanica, transparéncia, biocompatibilidade
e a ndo toxicidade do material protegem de certa forma, o
estabelecimento de um processo infeccioso.

A biocompatibilidade com os tecidos bioldgicos, citada
previamente, ¢ caracteristica fundamental para os materiais xendgenos.
A MCB, conforme publicado em estudos in vivo, apresentou Otima
biocompatibilidade principalmente devido & alta taxa de adesdo aos
tecidos, proliferacdo de células do tecido conjuntivo, auséncia de reagéo
de corpo estranho e baixa taxa de reagdo inflamatdéria (SULAEVA et al.,
2015).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a MCB ¢ capaz de
realizar com sucesso a disseminagdo e proliferagdo de variadas células.
Conforme citado por Morgado et al. (2015) “interagdes aprimoradas
com células vivas podem permitir uma maior migragdo de células
epiteliais e fibroblastos e entfo, conseguir uma maior rapidez na
substituicao tecidual”.

Dentre tantos materiais existentes no mercado, a MCB possui
propriedades importantissimas que fazem da mesma uma 6tima escolha
de material, como foi demonstrado em estudo in vitro por Sulaeva et al.
(2015), podendo confirmar o beneficio de sua utiliza¢do pela presenga
de caracteristicas como estabilidade estrutural e boa resisténcia a
ruptura. Além das propriedades bioldgicas como alta capacidade de
proliferagdo de células humanas, como os fibroblastos, e ser
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biocompativel com os tecidos humanos, ha também uma grande
vantagem de ser considerada mais econdémica devido a sua alta
durabilidade (SULAEVA et al., 2015).

OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o processo de reparo
tecidual a enxertia de fibroblastos obtidos por cultura primaria
suplementada com plasma rico em plaquetas (PRP) em mucosa oral de
ratos.

Objetivos especificos:

- Desenvolver uma técnica cirurgica de enxertia gengival com
um minimo de morbidade e com previsibilidade;

- Estabelecer um protocolo para pesquisas de cirurgias de
enxertia de tecido mole em ratos;

- Testar dois materiais (Matriz dérmica acelular e Membrana de
celulose bacteriana) que podem ser arcabougos para células do
tecido gengival,

- Avaliar se a presenga de fibroblastos influencia no processo de
reparo;

METODOLOGIA
SELECAO DA AMOSTRA

Inicialmente o projeto foi aprovado na Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Todos os procedimentos realizados nesta pesquisa estdo de
acordo com o regimento deste comité.

Foram selecionados 70 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Wistar), adultos jovens (20-24 semanas), machos, pesando em média
180g. Esses ratos tiveram de apresentar um estado de saude geral
considerado bom e foram submetidos aos tratamentos profilaticos
necessarios como vacinagdo e dieta conforme as recomendagdes
veterindrias determinadas pelo Biotério da UFSC e pelo veterinario
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responsavel pelos tratamentos pré, trans e pods-cirurgicos. Os
animais foram armazenados e cuidados no Laboratério de Neurologia da
Dor e Inflamagdo (LANDI).

PROFILAXIA ANTIBIOTICA E PROCEDIMENTOS ANESTESICOS

Antes dos procedimentos cirirgicos foi administrado
intramuscularmente uma dose de antibidtico de 40000 U por quilo de
peso do animal (Pentabidtico® - Fort Dodge Saide Animal Ltda.,
Campinas, SP).

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma
combinacdo de 90 mg/kg de cloridrato de cetamina 10% (Cetamin,
Syntec, Cotia — Sdo Paulo) e 10 mg/kg cloridrato de xilazina 2%
(Xilazin, Syntec, Cotia — Sao Paulo). A regido escolhida para o estudo
foi mucosa oral jugal dos animais.

PROCEDIMENTOS PRELIMINARES

Inicialmente foram selecionados 20 ratos para os procedimentos
de coleta de sangue, para o preparo do PRP utilizado no meio de cultura,
e a bidpsia do tecido gengival. A coleta de sangue total foi efetuada
empregando-se a técnica de venipuntura com o minimo de traumatismo
para ndo desencadear os fatores plaquetarios; facilitando adesividade,
aglutinagdo e aglomeracdo plaquetaria. Apos a coleta, o sangue foi
centrifugado seguindo o protocolo estabelecido na literatura.

OBTENCAO DO PRP

Dos ratos selecionados para os procedimentos preliminares,
todo o sangue coletado foi utilizado para prepara¢do do Plasma Rico em
Plaquetas (PRP). No meio de cultura dos fibroblastos ndo foi utilizado o
Soro Fetal Bofino (SFB). Em contrapartida, foi utilizado Plasma Rico
em Plaquetas (PRP) que apresentou bons resultados no crescimento e
manutengdo estavel da linhagem de células testadas na dissertagdo
“Avaliacdo do plasma rico em plaquetas na proliferacdo celular —
Estudo in vitro” (COURA, 2004).

Para metodizar a obtengdo do PRP, foi utilizado o protocolo
estabelecido pelo Nucleo de Hemoterapia da Faculdade de Farmacia
Bioquimica - UNESP — Campus de Araraquara. A coleta de sangue total
foi efetuada empregando-se a técnica de venipuntura com o minimo de
traumatismo para nao desencadear os fatores plaquetarios; facilitando
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adesividade, aglutinacdo e a aglomeracdo plaquetdria. Uma unidade de
sangue foi acondicionada a uma tripla bolsa coletora padronizada e
devidamente identificada contendo anticoagulante CPDA-1, obtendo-se
um volume total de 200 ml, devendo ser processada em um periodo de
até 6 horas ap0s a coleta.

A tripla bolsa de sangue foi posicionada na centrifuga, para
promover a separagdo dos componentes sanguineos por ordem de
densidade, a uma velocidade de 2.200 RPM por 5 minutos a 22°C. As
bolsas retornaram para a centrifuga, onde foram submetidas a nova
centrifugacdo, na velocidade de 4.100 rpm, por 10 minutos a 22°C.
Retira-se a bolsa do interior da maquina e extraiu-se o sobrenadante
diretamente para a Gltima bolsa coletora. Separou-se a bolsa e obteve-se
o PRP ¢ o plasma pobre em plaquetas.

A bolsa contendo PRP foi pesada para certificar se a relagdo
peso volume estd proporcional entre 60 gr para 70 ml. Esta bolsa foi
colocada em um agitador para homogeneizagdo das plaquetas, ficando
por 1 hora em temperatura de 20 a 22°C para ocorrer a desagregacao
espontanea das plaquetas, para finalizagdo do PRP.

Foram coletados 8 ml do PRP em seringa de 20ml, sendo
colocado 1 ml em tubo de microcentrifuga devidamente identificado,
recebendo a sigla I, onde doravante serd denominada de PRP puro.
Seguindo o tramite clinico normal, na seringa o qual restavam os 7 ml
de PRP, foi incorporado 1 ml de ClCa a 10% passando a ter uma
proporcao de 7 para 1. Apds o tempo de 1 minuto, para que ocorresse a
reacdo de quebra plaquetaria, foi coletado outro 1 ml desta mistura e
colocado em tubo de microcentrifuga devidamente identificado,
recebendo a sigla II, onde doravante serd denominada de PRP ativado.

BIOPSIA DO TECIDO GENGIVAL

Para a coleta do tecido autdgeno o animal foi posicionado sobre
a mesa cirargica em decubito ventral ¢ com a cabega imobilizada em
dois pontos fixos com o auxilio de uma mesa para estereotaxia. Apos a
realizagdo da desinfec¢do com clorexidina 0,12%, sob anestesia geral foi
realizada a biopsia (explante) de aproximadamente 5 mm® (2,5 x 2,0
mm) de mucosa queratinizada (epitélio e tecido conjuntivo) da regido
palatal, através de cabo de bisturi n° 3 e lamina cirtirgica no 15C.
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Figura 2: A) Animal posicionado sobre a mesa cirurgica. B)
Aspecto do animal apés a biopsia do material do palato.

X

O material obtido foi enviado para o laboratdrio para realizacio
do isolamento dos fibroblastos pela técnica do explante e
estabelecimento da cultura primaria dos fibroblastos. Todos os
procedimentos de cultura primaria de fibroblastos realizados nesta
pesquisa sdo baseados na dissertagdo “Protocolo preliminar da cultura
de fibroblastos da gengiva humana. Avaliacdo da viabilidade celular e
dos possiveis danos causados ao DNA” (COURA, 2004).

CULTURA PRIMARIA

Todos os procedimentos para a obtencao do cultivo primario de
fibroblastos gengivais humanos foram realizados sob capela de fluxo
laminar (VECO, Campinas, Brasil), em temperatura ambiente, entre 25
e 28°C, em um laboratoério de seguranga do tipo P2, preparado para a
manipulagdo de microorganismos pertencentes ao grupo de risco 2
(risco individual moderado e risco coletivo limitado; microorganismos
que podem provocar doengas no homem, com pouca probabilidade de
alto risco para os profissionais do laboratério), assegurando maior
protecdo aos pesquisadores. Todas as substincias liquidas foram
quantificadas com o auxilio de micropipetas automaticas.

As amostras de tecido da mucosa oral dos ratos foram lavadas
por 2 vezes com solu¢do salina de fosfato tamponada (PBS) e,
posteriormente, o tecido epitelial foi removido com o auxilio de cabo de
bisturi n° 3 e lamina cirurgica n° 15, em placas de Petri de 60 mm de
diametro, que contém 5 ml do meio de cultura.

A escolha do cultivo de fibroblastos gengivais eliminando os
ceratinocitos reside no fato demonstrado por Loe et al. (1971 e 1974) de
que a ceratinizacdo do epitélio bucal é controlada por estimulos
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morfogenéticos do tecido conjuntivo subepitelial. Apds a
desepitelizacdo, a amostra foi fragmentada em 5 partes (explantes) de
aproximadamente 1mm”.

Em cada uma das 5 (cinco) garrafas de cultura de 25 cm’
previamente pré-incubadas a 37°C, 5% de CO, com 2 ml do meio de
cultura devidamente suplementado, por 20 minutos, para equilibrio da
fase gasosa, 1 (hum) explante foi adicionado concomitante a colocagdo
de mais 2 ml de meio de cultura. As garrafas de cultura permaneceram
invertidas por 2h na estufa a 37°C, 5% de CO, (NUAIRE US
AUTOFLOW CO2 Water Jacketed Incubator, EUA) para aderéncia dos
explantes ao substrato. Apds, as garrafas de cultura foram colocadas na
sua posi¢do original e o crescimento celular foi checado, diariamente,
através de um microscopio de fase invertida (40x a 200x, Olympus,
Japdo).

Figura 3 - Imagem de microscopico de
fase invertida da explante de
fibroblastos proliferando sobre a
placa

O meio de cultura escolhido para o cultivo dos fibroblastos
gengivais foi o meio DMEM suplementado por PRP. O meio de soro
fetal bovino (SFB) - como preconizado por Coura (2004) e mais
atualmente por Meenakshi et al. (2013) - foi optado por ndo ser utilizado
nesta pesquisa para que houvesse maior fidedignidade aos resultados
esperados em humanos, sendo assim substituido pelo Plasma Rico em
Plaquetas.

Quando verificada confluéncia de aproximadamente 70%, as
células foram entdo tripsinizadas a fim de obter a individualizag¢do das
mesmas € essa cultura primaria originou uma nova subcultura na
proporcdo de 1:1. Nesta primeira “passagem” — que caracteriza o
numero de vezes que uma cultura foi subcultivada — os explantes foram
removidos. A transferéncia de uma passagem ou subcultura de uma
garrafa para outra geralmente causa uma subdivisdo de uma populagao
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celular proliferativa capaz de perpetuagdo através do
estabelecimento de uma linhagem celular.

A cada 4 (quatro) dias o meio era trocado, realizando a
substituicdo de apenas metade do contetido das placas de cultura. A
alteracdo de coloracdo do meio de cultura, que indica a atividade
metabolica celular e alteragdo do pH, foi controlada diariamente.

O meio de cultura foi removido para dar continuidade a
linhagem celular e as células foram lavadas duas vezes com PBS (0,2
mL/cm?) e retiradas de seu substrato pela agdo da tripsina (500 pl)
durante o periodo de 5 min a 37°C — processo nomeado tripsiniza¢do. A
inativagdo da tripsina foi realizada adicionando meio de cultura DMEM
suplementado. Apds todo o procedimento, as placas foram recolocadas
na estufa de CO, onde permaneceram incubadas e monitoradas
diariamente até que a nova subconfluéncia fosse atingida. Na 6"
passagem as amostras celulares foram removidas das 5 (cinco) placas de
cultura.

SEMEADURA DOS FIBROBLASTOS

Ap0s o estabelecimento da cultura primaria dos fibroblastos, as
células foram semeadas sobre membranas em placas de cultura de 96
pocos, para realizagdo dos testes de viabilidade celular (MTS). Foi
utilizado como arcabougo para os fibroblastos cultivados tanto a
membrana de Celulose Bacterina (MCB) como a matriz dérmica
acelular (MDA - Surederm®), ambas testadas seguindo o protocolo
utilizado na dissertacdo “Analise do comportamento de fibroblastos
gengivais cultivados sobre diferentes tipos de membranas reabsorviveis”
(NETO, 2010).

Para a produgdo da MCB que foi realizada no InteLAB -
UFSC, preparou-se um pré-indculo em um tubo conico com 10% do
volume total de inoculo de meio manitol (25 gL de manitol, 5 g'L™" de
extrato de levedura e 3 g-L” de peptona bacterioldgica) e 5 colonias da
bactéria Gluconacetobacter hansenii por mL de pré-indculo. O pré-
indculo foi agitado em voértex durante 1 minuto e, apds isso, leu-se a
absorbancia do meio em placa de 96 pogos com aliquota de 200 puL no
comprimento de onda de 660nm até que a absorbancia se estabelecesse
em aproximadamente 0,150. As membranas foram produzidas em placas
de 96 pocos onde foi colocado 200 pL de in6culo por pogo. O
crescimento bacteriano aconteceu em condicdo estatica a 26°C. Apds 7
dias de cultivo, as membranas foram retiradas e purificadas em solucgdo



62

0,1 mol-L-1 de NaOH a 500C durante 24 horas. Apds esse periodo, as
membranas foram lavadas com agua destilada até que o pH da agua de
enxague equivalesse ao da agua usado na lavagem. Por fim, esterilizou-
se o material em autoclave (121°C e 1,1 atm).

Figura 4 - Membrana de Celulose
Bacteriana MCB (InteLAB - UFSC)

Ja a matriz dérmica acelular (MDA), comercialmente vendida
pela empresa Hans Biomed com o nome de Surederm® foi adquirida no
mercado estrangeiro.

VIABILIDADE CELULAR

Foi escolhido o teste com corante MTS para avaliar a cultura
celular. Este procedimento consiste na utilizagdo do corante MTS em
associacdo com o agente acoplador de elétrons Metassulfato de Fenazina
(PMS) que juntos facilitam a leitura, visualizagdo e contabilizagdo das
células de fibroblastos, podendo assim os caracterizar como viaveis ou
ndo.

MTS

A viabilidade das células sobre as membranas de MCB ¢ MDA
(Surederm®) foram avaliadas pelo método colorimétrico com MTS.
Foram semeadas 1x10° células (contadas na cAmara de Neubauer) por
pogo sobre as membranas. Apds o tempo de cultura de 48 horas, as
membranas e o controle placa, contendo as células foram lavadas com
Tampdo Fosfato Salino (PBS) trés vezes e as membranas transferidas
para uma nova placa de 96 pocos. Sobre cada membrana foram
adicionados 100 pL de meio DMEM e 20 pL do reagente MTS. As
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membranas foram incubadas por 2 horas em atmosfera de 5% de
CO,, a37 °C.

Apoés a incubagdo, a solucdo foi homogeneizada e 100 pL de
solugdo foram transferidos para uma nova placa de 96 pogos. A
absorbancia foi determinada a 490 nm em espectrofotdémetro (Molecular
Devices, EUA). O grupo do controle positivo foi constituido de células
cultivadas sobre a placa de cultura de tecidos (TPP, Switzerland).
Através da camara de Neubauer foi realizada a contagem de células que
foram introduzidas entre a lamina e a cdmara e se preencheram por
capilaridade.

O estabelecimento da cultura primaria de fibroblastos se deu de
forma eficaz e satisfatéria onde as células conseguiram sobreviver ao
processo de desagregacdo e aderiram a placa, formando entdo uma
monocamada primdria de fibroblastos.

Mediante andlise do teste com o corante MTS foi possivel
qualificar a atividade metabolica dos fibroblastos ap6s 48 horas de
cultivo, verificando-se que as membranas apresentam viabilidade
semelhante. Foi possivel notar através da analise por meio de
microscopia, a presenca de proliferacdo de fibroblastos que se
encontraram espalhados na placa. Desta forma as membranas MDA e
MBC foram classificadas como biocompativeis para utilizagdo como
potenciais arcabougos celulares.

Foi realizada analise estatistica de variancia ndo paramétrica
(ANOVA), porém nao houve diferenca significativa entre os grupos
(p>0,05).

0,091

] ¥ Surederm

M BNC

0 +— ————— —
Surederm BNC

Grdfico 1 - Atividade metabolica dos fibroblastos de gengiva de rato
(*) Nao apresentam diferen¢a significativa (p > 0,05) entre si, utilizando-se
varidncia one-way (ANOVA) seguida do teste de Tukey.
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PROCEDIMENTOS CIRURGICOS DE ENXERTO

Antes de todo procedimento cirGrgico os animais foram
submetidos aos cuidados de desinfeccdo e assepsia. Entdo, foi
confeccionado um defeito circular na mucosa jugal bilateral dos animais

(Figura 5).

Figura 5 - Defeito criado em mucosa
Jjugal direita

Todos os defeitos criados seguiram um padrio de tamanho
especifico, padronizado por meio de um bisturi circular de didmetro
igual a 08 mm.

No grupo controle negativo, os defeitos foram apenas criados,
sem nenhum recobrimento. No controle positivo, foi realizado enxerto
gengival livre proveniente do palato. Nos demais grupos as membranas
foram suturadas a mucosa, cobrindo a ferida cirrgica.

- Figura 6 - llustracdo do enxerto
| gengival livre proveniente do
palato.

Os ratos foram divididos em 06 grupos, organizados
aleatoriamente, conforme tabela a seguir.
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Tabela 1 - Descri¢do dos grupos com o numero de sitios operados

Grupos Enxerto N
Gl |CN Controle Negativo - Sem recobrimento 12
G2 | cp g(zlrll;rt(())l)e Positivo - Enxerto Gengival Livre 14
G3 | MCB Matriz de Celulose Bacteriana 16
G4 | MCB +F | MCB + Fibroblastos 10
G5 | MDA Matriz Dérmica Acelular 8
G6 | MDA +F | MDA + Fibroblastos 6

CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Logo apés toda e qualquer cirurgia os animais foram
acompanhados até cessar o efeito do anestésico, também foi realizado o
agasalhamento dos animais, no intuito de manter a temperatura
corpdrea. Os animais foram acompanhados durante os 15 dias apos as
cirurgias quanto a integridade das suturas, o aspecto clinico da area
operada e os aspectos de saude geral dos animais.

AVALIACAO CLINICA

Ap6s 15 dias da cirurgia de enxertia, os animais foram sedados
para avaliagdo clinica da area operada, juntamente com a fotografia da
regido. A avaliacdo clinica da area operada considerou a regularidade do
epitélio e a presenga ou auséncia de ulcera, edema e rubor. Todas as
informagdes foram tabuladas e as caracteristicas predominantes em cada
grupo foram analisadas.
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OBTENCAO DAS PECAS E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apoés a avaliagdo clinica foi realizada uma bidpsia da regido
enxertada para processamento histologico. A bidpsia foi realizada com
uma grande margem de seguranga, permanecendo a area operada no
centro da amostra, proxima a comissura labial.

Figura 7 - Amostra apos a
biopsia

Os fragmentos teciduais contendo os corpos de prova foram
fixados em formol a 10% tamponado por um periodo de 24 a 48 horas.
Apds a fixagdo foi feita a analise visual macroscopica das pecas. Nesse
momento as pecas foram aparadas em seus excessos, 0s corpos de prova
removidos ¢ foi realizado um corte no sentido longitudinal da peca para
estabelecimento do perfil de inclusdo do material.

Figura 8 - Macroscopia:
Corte da pega histologica
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A seguir, as pecas foram submetidas ao processamento histologico
para inclusdo em parafina, seguindo todos os procedimentos
recomendados pelo protocolo de fixacdo, desidratagdo e inclusdo. Para a
avaliagcdo da morfologia tecidual, cortes histoldégicos de 3 micrémetros
foram submetidos a coloragdo por hematoxilina e eosina.

IMUNOHISTOQUIMICA

Depois de finalizado o processo histologico, as amostras foram
submetidas a técnica de imunoistoquimica pelo método da streptavidina-
biotina-peroxidase. Para cada um dos anticorpos seguiram-se as
orientagdes do fabricante e padronizacdo, assim como incluidos
controles positivos e negativos para cada reagdo. O controle negativo de
todas as reagdes foi realizado pela omissdo do anticorpo primdrio. Das
amostras fixadas em formol e emblocadas em parafina foram obtidos
cortes de 3 um de espessura, estendidos em ldminas de vidro preparadas
com solugdo de ATPS (3-aminopropiltriethoxisileno). Os cortes foram
inicialmente fixados na lamina mantendo as Iaminas em estufa a 65°C,
durante 3 horas. Entao realizou-se a desparafinizagdo e reidratagdo dos
cortes, seguida de duas imersdes de 20 minutos em solugdo de peroxido
de hidrogénio a 6% em metanol para o bloqueio da peroxidase
endogena.

A reativagdo antigénica foi realizada mantendo as ldminas em
solucdo de tampao citrato 0,01M, pH 6,0, em banho-maria a temperatura
constante de 96°C, durante 40 minutos. A incubagdo com os anticorpos
primarios foi realizada em camara imida mantida sob refrigeracdo (4 a
8°C), durante 18 horas. Os anticorpos utilizados foram o Alfa Smooth
Muscle Actin (Dako), marcador de miofibroblastos, auxiliando a
identificagdo e avaliagdo destas células e de vasos sanguineos presentes
no tecido conjuntivo, € o PAN-Cytokeratin AEI/AE3 (Santa Cruz),
marcador de células epiteliais, auxiliando a avaliagdo do epitélio da area
em reparo, evidenciando a queratina.

Para amplificagdo da reagdo foi utilizado o kit EasyLink One
(EasyPath), que consta de soro secundério policlonal e do soro terciario
streptavidina-biotina com peroxidase conjugada. A revelagdo da reagdo
foi realizada através de solugdo cromogena, contendo diaminobenzidina
(DAB) em tampao Tris-HCl 0,05M, pH 7,4. Apds a revelagdo, foi
realizada a contra-coloragdo das laminas com hematoxilina de Harris,
seguido de desidratacdo em cadeias de concentracdo crescentes de
etanol (etanol 85% a etanol absoluto), diafanizagdo em xilol e
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montagem com Entellan (Merck, Alemanha). Apds montadas, as
laminas foram mantidas em estufa (40°C) por no minimo 24 horas antes
de serem examinadas ao microscopio.

AVALIACAO HISTOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA

Finalizado o processamento histologico e a reagdo
imunohistoquimica, as ldminas foram escaneadas com um digitalizador
de laminas AXIO SCAN 2.1 (Zeiss, Alemanha). Tendo todas as laminas
padronizadas e com o mesmo tamanho, com o auxilio de um programa
para analise de imagem AxionVision (Zeiss, Alemanha), as laminas
foram analisadas por um observador previamente calibrado.

Primeiramente se identificou a area operada e avaliou se
ocorreu a reepitelizagdo completa ou se havia area de tlcera. Em
seguida, o epitélio foi classificado em fino (1 a 3 camadas de células) ou
regular (4 ou mais camadas de células epiteliais). Também se avaliou a
presenga ou auséncia de cristas epiteliais e queratina (PAN-Cytokeratin).

Também se ralizou a contagem de vasos sanguineos, células
inflamatorias e miofibroblastos (a-SMA). O numero de células foi obtido
dentro de uma mesma area (aumento de 20x) e classificado em leve
(menos de 20 células), regular (20 a 60 células) e intenso (60 ou mais
células).

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste exato
de Fisher. O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05. Um teste
Kappa foi realizado, para calibragdo do examinador.

RESULTADOS

Os resultados foram obtidos através das analises das imagens da
area operada (Figura 9), da analise das ladminas histologicas e
imunohistoquimicas (Figura 10). O resultado do teste Kappa foi 0,845.
Os resultados estatisticos foram obtidos intragrupo, quando presentes
afirmam a caracteristica predominante de cada grupo. Para todas as
variaveis testadas, apenas a quantidade de vasos sanguineos e infiltrado
inflamatério ndo apresentaram valores significativos nos grupos
(»<0,05).
Analisando os parametros clinicos (Tabela 2), em relagdo a regularidade
da 4rea operada, apenas o grupo I apresentou epitélio irregular, os
grupos 11, IV e VI apresentaram epitélio regular. Apesar de haver uma
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tendéncia, ndo se pode afirmar estatisticamente que os grupos IIl e
V apresentaram epitélio regular. A presenga de tlcera so foi constatada
no grupo L. Os grupos 11, IV, V e VI ndo apresentaram ulcera. Apesar de
haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar estatisticamente que o grupo
III ndo apresentou tlcera. O rubor ndo foi encontrado nos grupos I, V e
VI. Apesar de haver uma tendéncia, n3o se pode afirmar
estatisticamente que os grupos I, III e IV ndo apresentaram rubor. O
edema foi presente no grupo I. O grupo VI ndo apresentou edema.
Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar estatisticamente
que os grupos III e IV apresentaram edema e que os grupos Il e V ndo
apresentaram edema.
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Figura 9 - Fotos da drea operada apés 15 dias da cirurgia.
Linha 1: Imagem direta da mucosa. Linha 2: Imagem da biopsia.
(4)Grupo Negativo, (B) Grupo Positivo, (C) Grupo MCB; (D) Grupo
MCB+Células; (E) Grupo MDA; (F) Grupo MDA+ Células

Figura 10 - Laminas histologicas e imunohistoquimica.
Linha 1: Histologia com HE. Linha 2: Imunohistoquimica com Cytokeratin. Linha
3: Imuno com a-SMA.
(4) Grupo Negativo, (B) Grupo Positivo; (C) Grupo MCB; (D) Grupo
MCB+Células; (E) Grupo MDA, (F) Grupo MDA+Células
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Tabela 2 - Resultados da avaliagdo clinica dos grupos.

Caracteristica da Area Operada Rubor Edema
Irregular| Regular| Com Sem Ausente [Pr Ausente [Pr
tulcera tlcera
Grupos | I-Negativo 11, 1y 10, 2 Ta 5a 3. 9%
91,7% 1 8,3% | 83,3% | 16,7% |58,3% |41,7%]25,0% |75,0%
II-Positivo 3, 11y 24 12, 13, 1y 10, 4,
21,4% 178,6% | 14,3% | 85,7% [92,9% | 7.1% |71,4% |28,6%
1II-MCB A 9, 3, 13, 9, A 7a 9,
43.8% [56,3% | 18,8% | 81,3% |56,3% |43,8% |43,8% ]56,3%
IV-MCB+ 3, T 2, 8 5, 5a 4, 6.
Fibroblastos
30,0% 1 70,0% ] 20,0% | 80,0% [50,0% |50,0% |40,0% |60,0%
V-MDA 3, 5, 0, 8 8. 0y 54 3a
37,5%162,5% | 0,0% | 100,0% [100,0%] 0,0% ]62,5% |37,5%
VI-MDA + 04 6 04 6y, 6, O 64 O
Fibroblastos
0,0% 1100,0%| 0,0% | 100,0% [100,0%] 0,0% J100,0%| 0,0%
Fisher’s P Value 0,001 0,000 0,010 0,025
Test

Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenga significativa (p<0,05)



72

Analisando as laminas histologicas (Tabela 3), os grupos II, V e
VI apresentaram epitélio regular. Apesar de haver uma tendéncia, ndo se
pode afirmar estatisticamente que o grupo I ndo apresentou epitélio e
que os grupos III e IV apresentaram epitélio regular. As cristas epiteliais
ndo foram encontradas no grupo I. Os grupos V e VI apresentaram
cristas epiteliais. O grupo Il apresentou resultados divididos (50% com
cristas epiteliais). Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar
estatisticamente que os grupos III e IV ndo apresentaram cristas
epiteliais. O infiltrado inflamatdrio esteve presente em todos os grupos,
mas a quantidade de infiltrado inflamatério ndo obteve valores
significativos (p<0,05).

Tabela 3 — Resultados da avaliagdo histologica dos grupos.

Epitélio Cristas Epiteliais | Infiltrado Inflamatério

Ausente Presente Ausente Presente | Leve | Regular [Intenso

Grupos I-Negativo 8 4, 10, 2p 2 3 7

66,7% 33,3% 83,3% 16,7% 116,7%] 25,0% | 58,3%

II-Positivo 4, 10, A A 3 5 5
28.6% | 71.4% 50% 50% |21.4%]| 35,7% |35.7%
II-MCB 64 10, 9, A 0 7 9

37,5% 62,5% 56,3% 43,8% ] 0,0% | 43,8% |56,3%

IV-MCB+ 4, 6y 8. 2, 1 4 5
Fibroblastos
40,0% 60,0% 80,0% 20,0% ]10,0%| 40,0% | 50,0%

V-MDA 0, 8 1, 7o 0 6 2

0,0% 25,0% 12,5% 87,5% 10,0% | 75,0% |25,0%

VI-MDA + 0, 6p 0, 6p 1 4 1
Fibroblastos
0,0% 0,0% 0,0% 100% [16,7%] 66,7% | 16,7%
Fisher’s P Value 0,000 0,000 0,061
Test

Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenga significativa (P<0,05).
Contagem Vasos e Infiltrado: Leve (menos de 20 células), Regular (20 a 60
células), Severo (mais de 60 células).
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Analisando as laminas imunohistoquimicas (Tabela 4), a queratina
ndo foi encontrada no grupo 1. Os grupos IV, V e VI apresentaram
queratina. Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar
estatisticamente que o grupo II e III apresentaram queratina. Os
miofibroblastos estiveram presentes em todos os grupos. A quantidade
de miofibroblastos foi considerada leve a regular no grupo VI e severa
no grupo I, III e IV. Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar
estatisticamente que o grupo Il apresentou uma quantidade severa de
miofibroblastos. Os vasos sanguineos estiveram presentes em todos os
grupos, mas a quantidade de vasos sanguineos ndo obteve valores
significativos (p<0,05).

Tabela 4 - Resultados da avaliagdo imunohistoquimica dos grupos.

Queratina Miofibroblastos Vasos Sanguineos
Ausente [ Presente Leve |Regular | Intenso | Leve |Regular|Intenso
Grupos I-Negativo 11, 1y 0, 1, 11, 2 3 7
91,7% 8,3% 0,0% 8,3% 91,7% | 16,7% | 25,0% | 58,3%
11-Positivo 4, 10, 2, 4, 8, 2 5 7
28,6% 71,4% 14,3% | 28,6% | 57,1% | 14,3% | 35,7% | 50,0%
1HI-MCB 6, 10, 0, 0, 16, 0 7 9
37,5% 62,5% 0,0% 0,0% 100% 0,0% | 43,8% | 56,3%
IV-MCB+ 4, [ 0, 2.5 8y 3 3 4
Fibroblastos
40,0% 60,0% 0,0% 20% 80,0% | 30,0% | 30,0% | 40,0%
V-MDA 1, Ty 1, 4, 3, 0 4 4
12,5% 87,5% 12,5% 50% 37,5% 0,0% | 50,0% | 50,0%
VI-MDA + 0, 6y, 2, 4, 0y 0 4 2
Fibroblastos
0,0% 100% 33,3% | 66,7% 0,0% 0% 66,7% | 33,3%
Test P Value 0,000 0,000 0,298

Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenga significativa (P<0,05).
Contagem Miofibroblastos: Leve (menos de 20 células), Regular (20 a 60
células), Severo (mais de 60 células).



74

O grupo I apresentou clinicamente epitélio irregular, ulcera e
edema. Histologicamente ndo apresentou cristas epiteliais nem queratina
e apresentou grande quantidade de miofibroblastos. O grupo II
apresentou clinicamente epitélio regular e auséncia de tlcera e rubor.
Histologicamente apresentou epitélio regular e com tendéncia de
apresentar queratina.

O grupo III apresentou clinicamente tendéncia a epitélio
regular, auséncia de tlcera e de rubor e presenga de edema.
Histologicamente apresentou miofibroblastos em grande quantidade. O
grupo IV apresentou clinicamente epitélio regular e auséncia de tulcera.
Histologicamente apresentou epitélio regular com queratina e presenga
regular a severa de miofibroblastos.

O grupo V apresentou clinicamente auséncia de ulcera e de
rubor. Histologicamente apresentou epitélio regular, com cristas
epiteliais e queratina. O grupo VI apresentou clinicamente epitélio
regular, auséncia de tUlcera, de rubor e de edema. Histologicamente
apresentou epitélio regular, com cristas epiteliais e queratina,
miofibroblastos com quantidade leve a regular.

DISCUSSAO

Podemos observar que o grupo positivo apresentou melhor
aspecto clinico que o grupo negativo, pois apresentou tecido com
superficie regular e com auséncia de ulcera, rubor e edema. Também
apresentou melhores aspectos histologicos, com um epitélio regular,
presenca de queratina, vasos sanguineos, infiltrado inflamatdrio e
miofibroblastos. A presenca de tecido queratinizado em regido
cicatrizada ¢ uma caracteristica de grande relevancia, corroborando com
resultados de estudos onde se realizou instalacdo de implantes dentarios,
na presenga e auséncia de mucosa queratinizada (DEVEREAUX et al.,
2018), onde se afirma que em locais de auséncia de mucosa
queratinizada, ocorre maior reabsor¢do de crista alveolar e recessdo
marginal da mucosa, em comparagio a regides de mucosa mastigatoria,
com presenga de tecido queratinizado. Este tecido nos oferece
particularidades como protecdo, ganhos em sustentacdo, manutengdo de
higiene, reducdo de risco de doengas peri-implantares, estética, entre
outros fatores (BENGAZI et al., 2015 ¢ BUYUKOZDEMIR ASKIN et
al., 2015).
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Observamos que apenas O grupo negativo apresentou ulcera,
enquanto os outros grupos apresentaram continuidade do epitélio.
Algumas amostras dos demais grupos apresentaram ulcera, entretanto,
esta foi uma caracteristica predominante do grupo negativo. Mas essa
caracteristica ja era esperada, pois no grupo negativo ndo houve nenhum
recobrimento, sendo normal a maior demora para cicatrizagdo da regido.
Sendo assim, o ideal é sempre recobrir as lesdes orais. Durante anos os
auto-enxertos vém sendo utilizados com grande sucesso, no entanto,
certas limitagdes forgam pesquisadores a procurarem enxertos
alternativos onde supririam necessidades de conforto, compatibilidade e
aceitabilidade pelo paciente. Na técnica de enxerto gengival livre, é
necessario um segundo local cirargico para o tecido do doador, onde
este sitio sera cicatrizado por segunda intengdo, podendo resultar em dor
pos-operatdria e morbidade. Os enxertos gengivais livres resultam em
aparéncia estética desfavoravel, em relacdo ao comportamento dos
tecidos inseridos circunvizinhos a area operada, culminando em um
resultado inestético. Além disso os enxertos autégenos ndo podem ser
utilizados para aumentar a largura de gengiva inserida em varios
elementos dentais por causa da oferta limitada do doador (RAMBO et
al., 2008).

O grupo III apresentou presenga de ulceracdo ou perda de
continuidade epitelial, por conta, talvez, da presenga do remanescente
do arcabouco utilizado. Em muitas amostras os observadores levantaram
suspeita de que o material localizado no meio da lesdo possa ser o
arcabouco instalado. Analisou-se que a lesdo se apresentava com
superficie regular, com sinais leves de inflamag@o, como rubor e edema
em volta da lesio. A MCB tem vdrias utilidades e mostra-se uma
relevante ferramenta para diversos fins, como para terapias de
queimaduras, ulceras e manipulagdo tecidual em casos envolvendo
implantes dentarios. Comparando nossos resultados ao que se tem na
literatura, podemos observar que a cicatrizacao foi previsivel (CALLAN
& SILVERSTEIN, 1998).

O comportamento do grupo V mostrou resultado semelhante ao
grupo controle positivo. Foi analisado que este grupo ndo apresentou
ulcera nem rubor. Apresentou um epitélio regular, com cristas epiteliais
e queratina. Estudos mostram que a MDA proporciona uma espessura
uniforme, ¢ facilmente cortado, material bem-adaptavel, e requer um
curto periodo de tempo para reidratar antes de poder ser utilizado
(SHULMAN 1J, 1996). Em contrapartida, a colheita do tecido conjuntivo
do palato € um procedimento demorado e o tamanho do enxerto pode
ser limitado, além de gerar novo sitio cirirgico, onde com a MDA este
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desconforto ndo é presenciado. Estudos que comparam MDA e enxerto
gengival livre demonstram que a MDA ndo ¢ tdo eficaz no aumento da
largura da gengiva inserida, porém, é mais previsivel em sua estética,
misturando-se com o tecido adjacente. A quantidade de gengiva inserida
adquirida com MDA ¢ clinicamente suficiente para prevenir inflamagao
persistente (HARRIS, 1998). A MDA atua como uma estrutura de
suporte para permitir o repovoamento de fibroblastos e vasos sanguineos
no epitélio de tecidos circundantes e ¢, eventualmente, substituida por
tecidos do hospedeiro (WEI et al., 2000).

O grupo IV apresentou, em boa parte das amostras, um tecido
regular, sem ulcera. Na histologia apresentou um epitélio fino, auséncia
de cristas epiteliais e queratina, presenga de células inflamatorias,
neovasos ¢ miofibroblastos. Comparando ao grupo III, pode-se afirmar
que a presenca de fibroblastos favoreceu o processo de cicatrizagdo. Em
comparacdo a literatura, ndo foram observados relatos anteriores
utilizando este material com esta cultura especifica associada,
determinando-se assim uma lacuna sobre este assunto na literatura
cientifica.

O grupo VI apresentou resultados promissores. Além das
otimas qualidades clinicas, superficie regular, auséncia de tulcera, de
edema e de rubor, este grupo apresentou caracteristicas histologicas de
cicatrizagdo avancadas, como um epitélio regular, com uma boa
quantidade de tecido queratinizado, com cristas epiteliais constantes e
bem delimitadas, miofibroblastos e neo vasos. Comparando diretamente
aos demais grupos, € visto que o grupo se apresentou de forma superior
até ao grupo controle positivo, expondo cicatrizagdo superior e sendo o
melhor resultado da pesquisa. Pode-se afirmar que isso ocorreu devido a
presenca dos fibroblastos, que favorecem o processo de cicatrizacao.
Nao existem resultados na literatura compativeis com este resultado.
Mas demonstra um grande potencial, devendo ser estudado e
aprimorado.

Analisando os comportamentos histologicos, podemos concluir
que em 15 dias de cicatrizago, os grupos foram muito similares entre si,
com uma pequena diferenca ao grupo VI, onde exibiu caracteristicas
superiores de cicatrizacdo. Esta situagdo nos da diversidade nas opgdes
de tratamento aos desafios clinicos contemporaneos, contudo sdo
necessarios estudos futuros com diferentes periodos de cicatriza¢do, em
outros sitios anatdbmicos, em outros tipos de organismos, para
conclusdes mais concretas sobre o comportamento clinico e histologico
destes materiais associados ou ndo as culturas celulares.
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Destaca-se a grande utilidade da imunohistoquimica através dos
marcadores Cytokeratin, marca o tecido epitelial, e 0 a-SMA que, além
de marcar miofibroblastos, também marcou os vasos sanguineos. A
importancia de marcar o tecido epitelial foi para confirmagdo da area
operada, além de confirmar a presenga de queratina, de suma
importancia em cirurgias de enxerto. J& as células marcadas pelo a-SMA4
ajudam a identificar a etapa que se encontra a cicatrizagdo. A avaliacdo
destas células em HE ¢ dificultada pela presenca de grande quantidade
de células inflamatorias. Uma das limitagdes em estudar melhor o
comportamento dos miofibroblastos foi que nenhum grupo apresentou
significancia estatistica. Também se destaca o tempo de cicatrizag@o das
lesdes induzidas de 15 dias como uma das possiveis limitacdes deste
estudo, onde outros periodos poderiam ressaltar resultados mais
promissores entre os grupos. Também podemos destacar a utilizagdo de
animais de pequeno porte. Novos estudos devem ser desenvolvidos em
animais de portes maiores, para continuar a linha de estudo,
possibilitando a utilizagdo futura desta técnica em humanos.

CONCLUSOES

Conclui-se que esta técnica de enxertia gengical com
fibroblastos de cultura primaria suplementada com PRP obteve
resultados clinicos e histologicos semelhantes a técnica de enxerto
gengival livre.

Através deste estudo foi possivel estabelecer um protocolo para
pesquisas de cirurgias de enxertia de tecido mole em ratos.

As duas matrizes testadas podem ser usadas como arcabougo
para células do tecido gengival, sendo a MDA a matriz mais indicada
em enxertos gengivais livres em mucosa jugal de ratos.

A utilizagdo de fibroblastos obtidos por cultura primaria
influenciou positivamente o processo de reparo. A suplementacdo do
meio com PRP além de favorecer o processo de cicatrizagdo, viabiliza a
técnica para utilizagdo em humanos.
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Parecer(as):

)

=
{ ‘[ﬁj OA)»‘ AA
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta cicatricial de ratos a
enxerto de fibroblastos gengivais provenientes de cultura primaria
suplementada com PRP semeados em matriz de celulose bacteriana
(MCB) e matriz dérmica acelular humana (MDA - SureDerm”).
Inicialmente foi realizada uma cirurgia de remocdo de um pequeno
explante de tecido conjuntivo/epitelial da mucosa oral de rato. Logo em
seguida, foi realizada a técnica de obtengdo do Plasma Rico em
Plaquetas (PRP). Entdo, se realizou a cultura primaria de fibroblastos
em meio suplementado com PRP, substituindo o Soro Fetal Bovino.
Apb6s estabelecida a cultura celular, as células foram semeadas nas
matrizes e somente entdo iniciaram-se os procedimentos cirurgicos.
Foram realizados defeitos cirurgicos na mucosa jugal oral dos ratos com
um bisturi circular. Os ratos foram divididos em 06 grupos: I-controle
negativo (apenas criagdo do defeito); Il-controle positivo (enxerto
gengival livre obtido do palato); III-MCB; IV-fibroblastos em MCB; V-
MDA; VI-fibroblastos em MDA. Quinze dias apds as cirurgias de
enxertia, foram realizadas avalia¢des clinicas, verificando a regularidade
do epitélio e a presenca de ulcera, rubor e edema. Foi realizada a biopsia
da area operada. Foram obtidos cortes histologicos para coloragdo em
Hematoxilina e Eosina e para realizagdo da técnica imunohistoquimica
com os anticorpos anti-a-SMA (marcador de miofibroblastos), ¢ PAN-
Cytokeratin (marcador de células epiteliais). A avaliagdo histologica
considerou se ocorreu a reepitelizagdo completa da area operada e
classificou o novo epitélio em fino ou regular, com cristas epiteliais e/ou
queratina. Também se realizou a contagem de vasos sanguineos, células
inflamatdrias e miofibroblastos. O numero de células foi obtido dentro
de uma mesma area e classificado em leve, regular ou intenso, e uma
analise estatistica pelo teste exato de Fisher foi realizada. Os resultados
clinicos demonstraram que os grupos testados ndo apresentaram ulcera e
apresentaram epitélio regular, sem rubor e sem edema. Os resultados
histologicos demonstraram que estes grupos apresentaram um epitélio
regular com cristas epiteliais e queratina, e miofibroblastos presentes no
tecido conjuntivo. A técnica de engenharia tecidual realizada obteve
resultados clinicos e histologicos semelhantes a técnica de enxerto
gengival livre. A cultura priméria de fibroblastos suplementada com
PRP além de favorecer o processo de cicatriza¢do, viabiliza a técnica
para utilizacdo em humanos. As duas matrizes testadas podem ser
usadas como arcabougo celular, sendo a MDA a matriz mais indicada
em enxertos gengivais livres.
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INTRODUCAO

Uma situag@o corriqueira na clinica odontoldgica € a presenga
de recessdoes e de depressoes vestibulares, e a auséncia de mucosa
queratinizada, que trazem problemas estéticos funcionais e dificultam a
manutengao da higiene por parte do paciente. Nessas situagdes, enxertos
de tecido mole autégeno sdo consideradas o padrio-ouro de tratamento'.

A utilizacdo de tecido autdgeno pode trazer desconforto
adicional ao paciente, ja que ha duas areas cirrgicas, riscos de acidentes
hemorragicos nas areas doadoras, dificuldade de padronizagdo da
espessura do tecido, diferenga de cor/espessura que pode resultar em
alteragdes estéticas nas areas receptoras e, nos casos em que varias areas
necessitam de intervencdo cirtrgica, ha a necessidade de grande
disponibilidade de tecido doador aumentando os riscos relatados *~ .
Sendo assim, procura-se por uma técnica reconstrutiva menos invasiva.
Para tal, a engenharia tecidual visa a criagdo de um arcabouco de
material absorvivel ou ndo, capaz de armazenar células e fatores de
crescimento que possam auxiliar no desenvolvimento de melhores
técnicas dentro da odontologia, mais especificamente na area da
periodontia e implantodontia = *

Quanto a utilizag¢do de enxertos, a engenharia de tecidos institui
uma triade que diz respeito aos fatores necessdrios para o
estabelecimento e viabilidade de um arcabougo, para possivel utilizacdo
como enxerto de origem artificial; esta triade assim se compde: células
cultivadas, matrizes “scaffolds” e mediadores soluveis, a exemplo dos
fatores de crescimento .

Para a utilizacdo destes materiais de origem aldgena e
objetivando o restabelecimento de tecido mole periodontal (gengiva e
ligamento periodontal), faz-se necessaria a aquisicdo de células
adequadas para tal. Os fibroblastos gengivais sdo fundamentais na
produgdo e manutengio do periodonto'°, portanto, sdo as células mais
adequadas para estudos e testes in vitro visando um arcabougo ideal para
a reconstrugdo dos tecidos moles periodontais. No estudo realizado por
Pini Prato, fibroblastos cultivados sobre uma matriz de acido
hialurénico foram transportados ao sitio receptor do paciente. Pode-se
observar clinicamente o restabelecimento de mucosa ceratinizada e
posteriormente houve confirmagao histolégica do sucesso dos testes '

Os fibroblastos sdo as células responsaveis pela formagdo e
manutengdo da matriz extracelular e producdo de fibras coldgenas do
periodonto. Na busca pela regeneragdo de tecido mole periodontal ou
peri-implantar, a manipulagdo e cultivo destas células permite o
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estabelecimento de uma cultura adequada e viavel para a formagao
de um arcabougo celular. No cultivo das células é usual utilizar Soro
Fetal Bovino (SFB). Entretanto, objetivando a utilizacdo desta técnica
em humanos, passou-se a substituir o SFB por Plasma Rico em
Plaquetas (PRP) para suplementacao do meio.

A matriz de Celulose Bacteriana (MBC) e a matriz dérmica
acelular (MDA - SureDerm). tém sido desenvolvidas e utilizadas para
diversas aplicagdes médicas, especialmente como curativo de ferimentos
e substituto temporario de pele no tratamento de lesdes, queimaduras,
ulceras e enxertos, € como auxiliar em abrasdes dérmicas 8-21 Ao
aplicar a matriz em diferentes cicatrizagoes de feridas, elas costumam
atuar como suporte para infiltragdo celular e entram em processo de
remodelagdo progressiva, formando tecido funcional sem resposta
imunologica do organismo

O processo de fechamento de uma lesdo pode se dar por duas
vias: a regeneragdo ou o reparo. A regeneragdo consiste em uma
resposta na qual o tecido neoformado recapitula totalmente a arquitetura
tecidual apos a ocorréncia de uma lesdo. O processo de reparo consiste
em fechar as lesdes por meio da formagdo de cicatrizes. Cicatrizes
consistem em um aglomerado de matriz extracelular (MEC)
desorganizada e, apesar de fecharem a lesdo, ndo reconstituem
caracteristicas originais dos tecidos. O processo de reparo ¢ dividido em
trés fases: inflamagdo, proliferacdo e remodelamento. Na fase de
inflamagdo héd presenca dos componentes da coagulagdo. Na fase de
proliferacdo ocorre a reepitelizacdo da ferida, a formagdo do tecido de
granulagdo e a angiogénese. Também ocorre a diferenciagdo dos
fibroblastos presentes nas bordas da lesdo em miofibroblastos (células
contrateis que tendem a fechar a ferida). Na fase de remodelamento ha
organizacio do tecido, assim como, formagdo de queratina >.

Baseado no exposto e visto que ainda existem poucos estudos
nessa area, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento
cicatricial de ratos submetidos a enxerto de fibroblastos gengivais
provenientes de cultura primaria suplementada com PRP, cultivados
sobre a MCB e a MDA.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 70 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
adultos jovens (20-24 semanas), machos, pesando em média 180g,
apresentando bom estado de satde geral. A pesquisa foi aprovada no
Comité de Etica em Animais (PP00908). Foram selecionados 20 ratos
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para os procedimentos de coleta de sangue (para o preparo do PRP) e a
biopsia do tecido gengival. Nos outros 50 ratos foram realizadas as
cirurgias de enxertia.

Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

A coleta de sangue total foi efetuada empregando-se a técnica
de venipuntura com o minimo de traumatismo para nio desencadear os
fatores plaquetarios; facilitando adesividade, aglutinagdo e a
aglomeracdo plaquetaria. Apés a coleta, o sangue foi centrifugado
seguindo o protocolo estabelecido na literatura )

Cultura Primaria

Para a coleta do tecido autégeno (bidpsia) o animal foi
posicionado sobre a mesa cirirgica em decubito ventral e com a cabeca
imobilizada em dois pontos fixos com o auxilio de uma mesa para
estereotaxia. Apods a realizacdo da desinfec¢do com clorexidina 0,12%,
foi realizarado sob sedacdo quetamina a bidpsia (explante) de
aproximadamente 5mm’ (2,5 x 2,0mm) de mucosa queratinizada
(epitélio e tecido conjuntivo) da regido palatal. O material obtido foi
enviado para o laboratorio para realizagdo da cultura primaria dos
fibroblastos.

Os procedimentos para a obtencdo do cultivo primario de
fibroblastos gengivais humanos foram realizados sob capela de fluxo
laminar (VECO, Campinas, Brasil), em temperatura ambiente, entre 25
e 28°C, em um laboratdrio de seguranga do tipo P2. A amostra de tecido
da mucosa oral do rato (aproximadamente 5Smm?®) foi lavada por 2 vezes
com solucdo salina de fosfato tamponada (PBS) e, posteriormente, o
tecido epitelial foi removido e fragmentada em 5 partes (explantes) de
aproximadamente 1mm™

Os fragmentos foram colocados em 5 (cinco) garrafas de
cultura de 25¢cm’, previamente pré-incubadas a 37°C, 5% de CO, com
2ml do meio de cultura DEM devidamente suplementado por PRP. O
crescimento celular foi checado, diariamente, através de um
microscopio de fase invertida (40x a 200x, Olympus, Japao).

Quando verificada confluéncia de aproximadamente 70%, as
células foram entdo tripsinizadas a fim de obter a individualiza¢do das
mesmas e essa cultura primaria originou uma nova subcultura na
propor¢ao de 1:1. Nesta primeira “passagem” os explantes foram
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removidos. A inativacdo da tripsina foi realizada adicionando meio
de cultura DMEM suplementado.
Apbs todo o procedimento, as placas foram recolocadas na
estufa de CO, onde permaneceram incubadas e monitoradas diariamente
até que a nova subconfluéncia fosse atingida.

Viabilidade Celular

Mediante analise do teste com o corante MTS foi possivel
qualificar a atividade metabolica dos fibroblastos apos 48 horas de
cultivo, verificando que as membranas apresentam viabilidade
semelhante. Foi possivel notar através da andlise por meio de
microscopico de fase invertida, a presenga de proliferacio de
fibroblastos que se encontraram espalhados na placa.

A absorbancia foi determinada a 490nm em espectrofotometro
(Molecular Devices, EUA). O grupo do controle positivo foi constituido
de células cultivadas sobre a placa de cultura de tecidos (TPP,
Switzerland). Através da camara de Neubauer foi realizada a contagem
de células.

Procedimentos de Enxertia

Os ratos foram divididos aleatoriamente em 06 grupos: I-
controle negativo (n=12); II-controle positivo (n=14); III-MCB (n=16);
IV-fibroblastos em MCB (n=10); V-MDA (n=8); VI-fibroblastos em
MDA (n=6). Devido a morte de alguns ratos, os grupos possuem #
diferentes.

Foi confeccionado um defeito circular na mucosa jugal bilateral
dos animais. Todos os defeitos criados seguiram um padrdo de tamanho
especifico, padronizado por meio de um bisturi circular de diametro
igual a 08 mm.

No grupo I os defeitos foram apenas criados, sem nenhum
recobrimento. No grupo II foi realizado enxerto gengival livre
proveniente do palato. Nos grupos III e V os arcaboucos foram
suturados sobre a ferida cirargica. Nos grupos IV e VI os fibroblastos
foram semeados nos arcaboucos e estes foram suturados. Devido a
limitagdo na abertura da boca do animal, todos os enxertos foram
estabilizados com 3 suturas, uma mesial, uma inferior ¢ outra distal.

Avaliacao Clinica
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Apoés 15 dias da cirurgia de enxertia, os animais foram sedados para
avaliacdo clinica da area operada, juntamente com a fotografia da
regido. A avaliagdo clinica da area operada considerou a regularidade do
epitélio e a presenca ou auséncia de ulcera, edema e rubor. Todas as
informagdes foram tabuladas e analisadas as caracteristicas
predominantes em cada grupo.

Processamento Histolégico

Foi realizada uma biopsia da regido enxertada para
processamento histologico. A bidpsia foi realizada com uma grande
margem de seguranga, permanecendo a 4rea operada no centro da
amostra, proxima a comissura labial.

Os fragmentos teciduais contendo os corpos de prova foram
fixados em formol a 10% tamponada por um periodo de 48 horas. Apds
a fixagdo foi feita a macroscopia das pegas. Nesse momento as pecas
foram aparadas em seus excessos, os corpos de prova removidos e
realizado um corte no sentido longitudinal da peca para estabelecimento
do perfil de inclusdo do material.

A seguir, as pecas foram submetidas ao processamento
histolégico para inclusdo em parafina, seguindo todos os procedimentos
recomendados pelo protocolo de fixacdo, desidratagdo e inclusdo. Para a
avaliagdo da morfologia tecidual, cortes histoloégicos de 3 micrémetros
foram submetidos a colorag@o por hematoxilina e eosina.

Imunohistoquimica

Para cada um dos anticorpos seguiu-se as orientagdes do
fabricante e padronizacdo, assim como incluidos controles positivos e
negativos para cada reagdo. O controle negativo de todas as reagoes foi
realizado pela omissdo do anticorpo primario. Das amostras fixadas em
formol e emblocadas em parafina foram obtidos cortes de 3um de
espessura, estendidos em laminas de vidro preparadas com solugdo de
ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene). Os cortes foram inicialmente
fixados na lamina mantendo as laminas em estufa a 65°C, durante 3
horas. Entao realizou-se a desparafinizagdo e reidratagdo dos cortes,
seguida de duas imersdes de 20 minutos em solu¢do de perdxido de
hidrogénio a 6% em metanol para o bloqueio da peroxidase endégena.

A reativagdo antigénica foi realizada mantendo as ldminas em
solucdo de tampao citrato 0,01M, pH 6,0, em banho-maria a temperatura
constante de 96°C, durante 40 minutos. A incubagdo com o0s anticorpos
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primarios foi realizada em camara iimida mantida sob refrigeragdo
(4 a 8°C), durante 18 horas. Os anticorpos utilizados foram o Alfa
Smooth Muscle Actin (Dako), marcador de miofibroblastos, auxiliando a
identificagdo e avaliagdo destas células e de vasos sanguineos presentes
no tecido conjuntivo, ¢ o PAN-Cytokeratin AE1/AE3 (Santa Cruz),
marcador de células epiteliais, auxiliando a avaliacdo do epitélio da area
em reparo, evidenciando a queratina.

Para amplificacdo da reacdo foi utilizado o kit EasyLink One
(EasyPath), que consta de soro secundario policlonal e do soro terciario
streptavidina-biotina com peroxidase conjugada. A revelagdo da reacdo
foi realizada através de solugdo cromégena, contendo diaminobenzidina
(DAB) em tampao Tris-HCl 0,05M, pH 7,4. Apds a revelagdo, foi
realizada a contra-colora¢do das laminas com hematoxilina de Harris,
seguido de desidratacdo em cadeias de concentracdo crescentes de
etanol (etanol 85% a etanol absoluto), diafanizagdo em xilol e
montagem com Entellan (Merck, Alemanha). Apds montadas, as
laminas foram mantidas em estufa (40°C) por no minimo 24 horas antes
de serem examinadas ao microscopio de luz.

Avaliacio Histolégica/Imunohistoquimica

Finalizado o processamento histolégico e a reagdo
imunohistoquimica, as laminas foram escaneadas com um digitalizador
de laminas AXIO SCAN 2.1 (Zeiss, Alemanha). Tendo todas as ldminas
padronizadas e com o mesmo tamanho, com o auxilio de um programa
para analise de imagem AxionVision (Zeiss, Alemanha), as laminas
foram analisadas por um observador previamente calibrado.

Primeiramente se identificou a éarea operada e avaliou se
ocorreu a reepitelizagdo completa ou se havia area de ulcera. Em
seguida, o epitélio foi classificado em fino (1 a 3 camadas de células) ou
regular (4 ou mais camadas de células epiteliais). Também se avaliou a
presenga ou auséncia de cristas epiteliais e queratina (PAN-Cytokeratin).

Também se ralizou a contagem de vasos sanguineos, células
inflamatdrias e miofibroblastos (a-SMA). O numero de células foi obtido
dentro de uma mesma area (aumento de 20x) e classificado em leve
(menos de 20 células), regular (20 a 60 células) e intenso (60 ou mais
células).

Os resultados foram analisados dentro de cada grupo
estatisticamente pelo teste exato de Fisher. O nivel de significancia foi
estabelecido em p<0,05. Um teste Kappa foi realizado, para calibragio
do examinador.
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RESULTADOS

Os resultados foram obtidos através das analises das imagens da
area operada (Figura 1), da analise das laminas histologicas e
imunohistoquimicas (Figura 2). O resultado do teste Kappa foi 0,845.
Os resultados estatisticos foram obtidos intragrupo, quando presentes
afirmam a caracteristica predominante de cada grupo.

Analisando os pardmetros clinicos (Tabela 1), em relagdo a
regularidade da area operada, apenas o grupo I apresentou epitélio
irregular, os grupos II, IV e VI apresentaram epitélio regular. Apesar de
haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar estatisticamente que os grupos
IIl e V apresentaram epitélio regular. A presenca de ulcera s6 foi
constatada no grupo 1. Os grupos II, IV, V e VI ndo apresentaram ulcera.
Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar estatisticamente
que o grupo III ndo apresentou tulcera. O rubor ndo foi encontrado nos
grupos II, V e VI. Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar
estatisticamente que os grupos I, III e IV ndo apresentaram rubor. O
edema foi presente no grupo I. O grupo VI ndo apresentou edema.
Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar estatisticamente
que os grupos III e IV apresentaram edema e que os grupos Il e V ndo
apresentaram edema.

Analisando as laminas histologicas (Tabela 2), os grupos II, V e
VI apresentaram epitélio regular. Apesar de haver uma tendéncia, ndo se
pode afirmar estatisticamente que o grupo I ndo apresentou epitélio e
que os grupos III e IV apresentaram epitélio regular. As cristas epiteliais
ndo foram encontradas no grupo I. Os grupos V e VI apresentaram
cristas epiteliais. O grupo II apresentou resultados divididos (50% com
cristas epiteliais). Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar
estatisticamente que os grupos III e IV ndo apresentaram cristas
epiteliais. O infiltrado inflamatodrio esteve presente em todos os grupos,
mas a quantidade de infiltrado inflamatoério ndo obteve valores
significativos (p<0,05).

Analisando as laminas imunohistoquimicas (Tabela 3), a
queratina ndo foi encontrada no grupo I. Os grupos IV, V e VI
apresentaram queratina. Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode
afirmar estatisticamente que o grupo II e III apresentaram queratina. Os
miofibroblastos estiveram presentes em todos os grupos. A quantidade
de miofibroblastos foi considerada leve a regular no grupo VI e severa
no grupo I, III e IV. Apesar de haver uma tendéncia, ndo se pode afirmar
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estatisticamente que o grupo II apresentou uma quantidade severa
de miofibroblastos. Os vasos sanguineos estiveram presentes em todos
os grupos. Os vasos sanguineos estiveram presentes em todos os grupos,
mas a quantidade de vasos sanguineos ndo obteve valores significativos
(p<0,05).

O grupo I apresentou clinicamente epitélio irregular, ulcera e
edema. Histologicamente ndo apresentou cristas epiteliais nem queratina
e apresentou grande quantidade de miofibroblastos. O grupo II
apresentou clinicamente epitélio regular e auséncia de tlcera e rubor.
Histologicamente apresentou epitélio regular e com tendéncia a
apresentar queratina.

O grupo III apresentou clinicamente tendéncia a epitélio
regular, auséncia de ulcera e de rubor e presenca de edema.
Histologicamente apresentou infiltrado inflamatdrio e vasos sanguineos
com quantidade regular a severa e miofibroblastos com quantidade
severa. O grupo IV apresentou clinicamente epitélio regular e auséncia
de tlcera. Histologicamente apresentou epitélio regular com queratina e
presenga regular a severa de infiltrado inflamatério e de miofibroblastos.

O grupo V apresentou clinicamente auséncia de ulcera e de
rubor. Histologicamente apresentou epitélio regular, com cristas
epiteliais e queratina, vasos sanguineos e infiltrado inflamatério com
quantidade regular a severa. O grupo VI apresentou clinicamente
epitélio regular, auséncia de ulcera, de rubor e de edema.
Histologicamente apresentou epitélio regular, com cristas epiteliais e
queratina, vasos sanguineos com quantidade regular a severa e
miofibroblastos com quantidade leve a regular.

DISCUSSAO

Podemos observar que o grupo controle positivo apresentou
melhor aspecto clinico que o grupo controle negativo, pois apresentou
tecido com superficie regular e com auséncia de ulcera, rubor ¢ edema.
Também apresentou melhores aspectos histologicos, com um epitélio
regular, presenca de queratina, vasos sanguineos, infiltrado inflamatério
e miofibroblastos. A presenga de tecido queratinizado em regido
cicatrizada é uma caracteristica de grande relevancia, corroborando com
resultados de estudos onde se realizou instalacdo de implantes dentarios,
na presenga e auséncia de mucosa queratinizada >*, onde se afirma que
em locais de auséncia de mucosa queratinizada, ocorre maior reabsor¢ao
de crista alveolar e recessdo marginal da mucosa, em comparacido a
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regides de mucosa mastigatoria, com presenca de tecido queratinizado.
Este tecido nos oferece particularidades como protecdo, ganhos em
sustentacdo, manutencao de higiene, redugdo de risco de doengas peri-
implantares, estética, entre outros fatores 25e26

Observamos que apenas o grupo controle negativo apresentou
ulcera, enquanto os outros grupos apresentaram continuidade do
epitélio. Algumas amostras dos demais grupos apresentaram ulcera,
entretanto, esta foi uma caracteristica predominante do grupo negativo.
Mas essa caracteristica ja era esperada, pois no grupo negativo nio
houve nenhum recobrimento, sendo normal a maior demora para
cicatrizagdo da regido. Sendo assim, o ideal é sempre recobrir as lesdes
orais. Durante anos os auto-enxertos vem sendo utilizados com grande
sucesso, no entanto, certas limitagdes forcam pesquisadores a
procurarem enxertos alternativos onde supririam necessidades de
conforto, compatibilidade e aceitabilidade pelo paciente. Na técnica de
enxerto gengival livre, é necessario um segundo local cirirgico para o
tecido do doador, onde este sitio sera cicatrizado por segunda intengao,
podendo resultar em dor pos-operatéria e morbidade. Os enxertos
gengivais livres resultam em aparéncia estética desfavoravel, em relacdo
ao comportamento dos tecidos inseridos circunvizinhos a area operada,
culminando em um resultado inestético. Além disso os enxertos
autdgenos ndo podem ser utilizados para aumentar a largura de gengiva
inserida em varios elementos dentais por causa da oferta limitada do
doador .

O grupo III apresentou presenga de ulceragdo ou perda de
continuidade epitelial, por conta, talvez, da presenga do remanescente
do arcabouco utilizado. Em muitas amostras os observadores levantaram
suspeita de que o material localizado no meio da lesdo possa ser o
arcabouco instalado. Analisou-se que a lesdo se apresentava com
superficie regular, com sinais leves de inflamag@o, como rubor e edema
em volta da lesio. A MCB tem vdrias utilidades e mostra-se uma
relevante ferramenta para diversos fins, como para terapias de
queimaduras, ulceras e manipulagdo tecidual em casos envolvendo
implantes dentarios. Comparando nossos resultados ao que se tem na
literatura, podemos observar que a cicatrizagdo foi previsivel **.

O comportamento do grupo V mostrou resultado semelhante ao
grupo controle positivo. Foi analisado que este grupo ndo apresentou
ulcera nem rubor. Apresentou um epitélio regular, com cristas epiteliais
e queratina. Estudos mostram que a MDA proporciona uma espessura
uniforme, ¢ facilmente cortado, material bem-adaptavel, e requer um

curto periodo de tempo para rehidratar antes de poder ser utilizado .
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Em contrapartida, a colheita do tecido conjuntivo do palato é um
procedimento demorado e o tamanho do enxerto pode ser limitado, além
de gerar novo sitio cirargico, onde com a MDA este desconforto ndo é
presenciado. Estudos que comparam MDA e enxerto gengival livre
demonstram que a MDA ndo ¢ tdo eficaz no aumento da largura da
gengiva inserida, porém, ¢ mais previsivel em sua estética, misturando-
se com o tecido adjacente. A quantidade de gengiva inserida adquirida
com MDA ¢ clinicamente suficiente para prevenir inflamagdo
persistente **. A MDA atua como uma estrutura de suporte para permitir
o repovoamento de fibroblastos e vasos sanguineos no epitélio de
tecidos circundantes e €, eventualmente, substituida por tecidos do
hospedeiro *'.

O grupo IV apresentou, em boa parte das amostras, um tecido
regular, sem ulcera. Na histologia apresentou um epitélio fino, auséncia
de cristas epiteliais e queratina, presenga de células inflamatorias,
neovasos ¢ miofibroblastos. Comparando ao grupo III, pode-se afirmar
que a presenca de fibroblastos favoreceu o processo de cicatrizagdo. Em
comparacdo a literatura, ndo foram observada relatos anteriores
utilizando este material com esta cultura especifica associada,
determinando-se assim uma lacuna sobre este assunto na literatura
cientifica.

O grupo VI apresentou resultados promissores. Além das
otimas qualidades clinicas, superficie regular, auséncia de tulcera, de
edema e de rubor, este grupo apresentou caracteristicas histologicas de
cicatrizagdo avancadas, como um epitélio regular, com uma boa
quantidade de tecido queratinizado, com cristas epiteliais constantes e
bem delimitadas, miofibroblastos e neo vasos. Comparando diretamente
aos demais grupos, € visto que o grupo se apresentou de forma superior
até ao grupo controle positivo, expondo cicatrizagdo superior e sendo o
melhor resultado da pesquisa. Pode-se afirmar que isso ocorreu devido a
presenca dos fibroblastos, que favorecem o processo de cicatrizagao.
Nao existem resultados na literatura compativeis com este resultado.
Mas demonstra um grande potencial, devendo ser estudado e
aprimorado.

Analisando os comportamentos histologicos, podemos concluir
que em 15 dias de cicatrizago, os grupos foram muito similares entre si,
com uma pequena diferenca ao grupo VI, onde exibiu caracteristicas
superiores de cicatrizacdo. Esta situagdo nos da diversidade nas opgdes
de tratamento aos desafios clinicos contemporaneos, contudo sdo
necessarios estudos futuros com diferentes periodos de cicatriza¢do, em
outros sitios anatdbmicos, em outros tipos de organismos, para
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conclusdes mais concretas sobre o comportamento clinico e histologico
destes materiais associados ou ndo as culturas celulares.

Destaca-se a grande utilidade da imunohistoquimica através dos
marcadores Cytokeratin, marca o tecido epitelial, e 0 a-SMA que, além
de marcar miofibroblastos, também marcou os vasos sanguineos. A
importancia de marcar o tecido epitelial foi para confirmagdo da area
operada, além de confirmar a presenga de queratina, de suma
importancia em cirurgias de enxerto. Ja as células marcadas pelo a-SMA
ajudam a identificar a etapa que se encontra a cicatrizagdo. A avaliagdo
destas células em HE ¢ dificultada pela presenca de grande quantidade
de células inflamatorias. Uma das limitagdes em estudar melhor o
comportamento dos miofibroblastos foi que nenhum grupo apresentou
significancia estatistica. Também se destaca o tempo de cicatrizagdo das
lesdes induzidas de 15 dias como uma das possiveis limitacdes deste
estudo, onde outros periodos poderiam ressaltar resultados mais
promissores entre os grupos. Também podemos destacar a utilizagdo de
animais de pequeno porte. Novos estudos devem ser desenvolvidos em
animais de portes maiores, para continuar a linha de estudo,
possibilitando a utilizago futura desta técnica em humanos.

CONCLUSOES

Conclui-se que esta técnica de enxertia gengical com
fibroblastos de cultura primaria suplementada com PRP obteve
resultados clinicos e histologicos semelhantes a técnica de enxerto
gengival livre.

Através deste estudo foi possivel estabelecer um protocolo para
pesquisas de cirurgias de enxertia de tecido mole em ratos.

As duas matrizes testadas podem ser usadas como arcabougo
para células do tecido gengival, sendo a MDA a matriz mais indicada
em enxertos gengivais livres em mucosa jugal de ratos.

A utilizagdo de fibroblastos obtidos por cultura primaria
influenciou positivamente o processo de reparo. A suplementacdo do
meio com PRP, além de favorecer o processo de cicatrizagdo, viabiliza a
técnica para utilizagdo em humanos.
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Figura I - Fotos da drea operada apés 15 dias da cirurgia.
Linha 1: Imagem direta da mucosa. Linha 2: Imagem da biopsia.
(4) Grupo I; (B) Grupo II; (C) Grupo III; (D) Grupo 1V; (E) Grupo V; (F) Grupo VI

Figura 2 - Ldminas histologicas e imunohistoquimica.
Linha 1: Histologia com HE. Linha 2: Imunohistoquimica com Cytokeratin.
Linha 3: Imunohistoquimica com a-SMA.
(4) Grupo I; (B) Grupo II; (C) Grupo III; (D) Grupo 1V, (E) Grupo V; (F) Grupo VI
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Tabela 1 - Resultados da avaliagdo clinica dos grupos.

Caracteristica da Area Operada Rubor Edema
Irregular | Regular Com Sem Ausente Presente Ausente Presente
tlcera tlcera
Grupos I-Negativo 11, 1y 10, 2 7a Sa 3 9%
91,7% 8,3% 83,3% 16,7% 58,3% 41,7% 25,0% 75,0%
11-Positivo 3, 11, 2, 12, 13, Iy 10, 4,
21,4% | 78,6% 14,3% 85,7% 92,9% 7,1% 71,4% 28,6%
1I-MCB 7. 9, 3, 13, 9, Ta 7a %
43.8% | 56,3% 18,8% 81,3% 56,3% 43,8% 43,8% 56,3%
IV-MCB+ 3 Ty 2, 8y 5 5 4, 6,
Fibroblastos
30,0% | 70,0% 20,0% 80,0% 50,0% 50,0% 40,0% 60,0%
V-MDA 3, 5, 0, 8, 8, (U8 5 3
37,5% | 62,5% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 62,5% 37,5%
VI-MDA + 0, 65 0, 6y 6, 0, 6, 0
Fibroblastos
0,0% 100,0% 0,0% 100,0% 100,0% 0,0% 100,0% 0,0%
Fisher’s P Value 0,001 0,000 0,010j 0,025
Test

Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenca significativa (p<0,05)



Tabela 2 — Resultados da avaliagdo histolégica dos grupos.
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Epitélio Cristas Epiteliais Infiltrado Inflamatério
Ausente Presente Ausente Presente Leve Regular | Intenso
Grupos I-Negativo 8, 4, 10, 2p 2 3 7
66,7% 33,3% 83,3% 16,7% 16,7% | 25,0% | 58,3%
1I-Positivo 4, 10y 7a 7a 3 5 5
28,6% 71,4% 50% 50% 21,4% | 35,7% | 35,7%
I11-MCB 6, 10, 9. 7a 0 7 9
37,5% 62,5% 56,3% 43,8% 0,0% | 43,8% | 56,3%
IV-MCB+ 4, 6y 8a 2, 1 4 5
Fibroblastos
40,0% 60,0% 80,0% 20,0% 10,0% | 40,0% | 50,0%
V-MDA 0, 8p la To 0 6 2
0,0% 25,0% 12,5% 87,5% 0,0% | 75,0% | 25,0%
VI-MDA + 0, 6 0, 6p 1 4 1
Fibroblastos
0,0% 0,0% 0,0% 100% 16,7% | 66,7% | 16,7%
Fisher’s
Test P Value 0,000 0,000 0,061

Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenga significativa (P<0,05).
Contagem Vasos e Infiltrado: Leve (menos de 20 células), Regular (20 a 60 células),
Severo (mais de 60 células).
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Tabela 3 - Resultados da avaliagdo imunohistoquimica dos grupos.

Queratina Miofibroblastos Vasos Sanguineos
Ausente | Presente | Leve |Regular|Intenso| Leve |Regular|Intenso|
Grupos | I-Negativo 11, 1y 0, 1, 11, 2 3 7
91,7% 8,3% 0,0% | 8,3% |[91,7% [16,7%] 25,0% | 58,3%
II-Positivo 4, 10, 2a 4, 8. 2 5 7
28,6% 71,4% [14,3%]| 28,6% | 57,1% |14,3%| 35,7% [50,0%
I1I-MCB 6, 10, 04 0, 16y 0 7 9
37,5% 62,5% [0,0% [ 0,0% | 100% | 0,0% | 43,8% [56,3%
IV-MCB+ 4, 61 0a | Zab 8 3 3 4
Fibroblasto
s 40,0% 60,0% [ 0,0% [ 20% | 80,0% |30,0%| 30,0% [40,0%
V-MDA 1, o 1, 4 3 0 4 4
12,5% 87,5% [12,5%| 50% [37,5% | 0,0% [ 50,0% |50,0%
VI-MDA + 0, 61 2, 4, 0y 0 4 2
Fibroblasto
s 0,0% 100%  [33.3%] 66,7% | 0.0% [ 0% [66,7% |33,3%
Fisher’
s
Test P Value 0,000 0,000 0,298

Letras diferentes na mesma linha indicam uma diferenga significativa (P<0,05).
Contagem Miofibroblastos: Leve (menos de 20 células), Regular (20 a 60 células),

Severo (mais de 60 células).
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SUMMARY

The objective of this work was to evaluate in vivo the healing response
of rats grafted with gingival fibroblasts from primary culture, seeded in
bacterial cellulose matrix (MCB) and human acellular dermal matrix
(MDA - SureDerm ®). Initially, surgery was performed to remove a
small conective / epithelial tissue explant from the oral mucosa of the
rat. Soon after, the technique of obtaining the Rich Plasma in Platelets
(PRP) was carried out. Then, the primary culture of fibroblasts was
performed in medium supplemented with PRP, replacing Fetal Bovine
Serum. After the cell culture was established, the cells were seeded in
the matrices and only then the surgical procedures began. Surgical
defects were performed in the oral mucosa of the rats with a circular
scalpel. The rats were divided into 6 groups: I-negative control (defect
creation only); II-positive control (free gingival graft obtained from the
palate); III-MCB; IV-fibroblasts in MCB; V-MDA,; VI-fibroblasts in
MDA. Fifteen days after the grafting surgeries, clinical evaluations were
performed, evaluating the regularity of the epithelium and the presence
of ulcer, flushing and edema. The biopsy of the surgical area was
performed. Histological sections were obtained and stained with
Hematoxylin and Eosin; and immunohistochemically with anti-a-SMA
antibody (myofibroblast marker), and PAN-Cytokeratin (epithelial cell
marker). The histological evaluation considered whether a complete
reepithelialization of the operated area occurred and then classified the
new epithelium as thin or regular, with epithelial ridges and/or keratin.
Counting of blood vessels, inflammatory cells and myofibroblasts was
also performed. The number of cells was obtained within the same
histological area and classified as mild, regular or intense, and a
statistical analysis applying Fisher exact test was performed. Clinical
results showed that the tested groups had no ulcer and had regular
epithelium, no flushing and no edema. Histological results demonstrated
that these groups had a regular epithelium with epitelial ridges and
keratin and with inflammatory infiltrate, blood vessels and
myofibroblasts present in the connective tissue. The performed tissue
engineering technique obtained clinical and histological results similar
to the free gingival graft technique. The primary culture of fibroblasts
supplemented with PRP besides favoring the cicatrization process,
allows the technique for use in humans. The two matrices tested can be
used as a cellular scaffold, MDA being the most indicated matrix in free
gingival grafts.
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INTRODUCTION

A common situation in dental practice is the presence of
gingival recessions and bucal depressions, and the absence of
keratinized mucosa, which bring functional aesthetic problems and
difficults maintainace of dental hygiene. In these situations, autogenous
soft tissue grafts are considered the gold standard of treatment'.

The use of autogenous tissue can bring additional discomfort to
the patient, since there are two surgical areas, risks of hemorrhagic
accidents in the donor areas, difficulty in standardizing the thickness of
the tissue, color / thickness difference that may result in aesthetic
changes in the recipient areas, and in cases in which several areas
require surgical intervention, there is a need for a great availability of
donor tissue, increasing the risks reported *~*.

Thus, a less invasive reconstructive technique is needed. To this
end, tissue engineering aims to create a framework of absorbable or
non-absorbable material capable of storing cells and growth factors that
may help in the development of better techniques within dentistry, more
specifically in the area of periodontics and implantology °*.

Regarding the use of grafts, tissue engineering establishes a
triad that refers to the factors necessary for the establishment and
viability of a scaffold, for possible use as an artificial origin graft; this
triad is composed of: cultured cells, scaffolds, and soluble mediators, for
example growth factors .

For the use of these materials of allogeneic origin and aiming at
the restoration of periodontal soft tissue (gingiva and periodontal
ligament), it is necessary to acquire cells suitable for this. Gingival
fibroblasts are fundamental in the production and maintenance of the
periodontium'®, therefore, they are the most suitable cells for in vitro
studies and tests aiming at an ideal framework for the reconstruction of
periodontal soft tissues. In the study performed by Pini Prato, fibroblasts
cultured on a matrix of hyaluronic acid were transported to the patient's
receptor site. It was possible to observe clinically the reestablishment of
keratinized mucosa and later there was histological confirmation of the
success of the tests .

Fibroblasts are the cells responsible for the formation and
maintenance of extracellular matrix and production of collagen fibers of
the periodontium. In the search for regeneration of periodontal or peri-
implant soft tissue, the manipulation and cultivation of these cells allows
the establishment of a suitable and viable culture for the formation of a
cellular framework. In Cell culture, it is usual to use Bovine Fetal Serum
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(FBS). However, with the aim of using this technique in humans, SFB
was replaced by Plaque Rich Plasma (PRP) for medium
supplementation.

The Bacterial Cellulose matrix (MBC) and the acellular dermal
matrix (MDA - SureDerm) have been developed and used for various
medical applications, especially as wound dressing and temporary skin
substitute in the treatment of lesions, burns, ulcers and grafts, and as a
aid in dermal abrasions '®*'. When applying the matrix to different
wound healing, they usually act as support for cellular infiltration and
enter into a process of progressive remodelin%, forming functional tissue
with no immune response from the organism 2

The process of closing an injury can occur in two ways:
regeneration or repair. Regeneration consists of a response in which the
newly formed tissue fully recapitulates the tissue architecture after the
occurrence of an injury. The repair process consists in closing the
lesions through the formation of scars. Scars consist of a disorganized
extracellular matrix cluster (EMC) and despite closing the lesion, do not
reconstitute original tissue characteristics. The repair process is divided
into three phases: inflammation, proliferation and remodeling. In the
inflammation phase, the coagulation components are present. In the
proliferation phase, wound reepithelialization, granulation tissue
formation and angiogenesis occur. There is also differentiation of the
fibroblasts present at the edges of the lesion in myofibroblasts
(contractile cells that tend to close the wound). In the remodeling phase
there is tissue organization, as well as keratin formation >*.

Based on the above and since there are still few studies in this
area, the objective of this work was to evaluate the cicatricial behavior
of rats submitted to gingival fibroblasts grafts cultured supplemented
with Platelet rich plasma (PRP) on MCB and MDA. In this way,
contributing to the cell culture becomes a usual practice of dentists.

MATERIALS AND METHODS

Seventy male rats (Rattus norvegicus albinus, Wistar), young
adults (20-24 weeks), males weighing on average 180g, were in good
general health. The research was approved by the Animal Ethics
Committee (PP00908). Twenty rats were selected for blood collection
procedures (for the preparation of PRP) and biopsy of the gingival
tissue. In the other 50 rats grafting surgeries were performed.
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Platelet Rich Plasma (PRP)

The collection of whole blood was done using the technique of
venipultura with the minimum of traumatism not to trigger the platelet
factors; facilitating adhesiveness, agglutination and platelet
agglomeration. After collection, the blood was centrifuged following the
protocol established in the literature **.

Primary Culture

In order to collect the autogenous tissue (biopsy), the animal
was placed on the surgical table in ventral decubitus position and the
head immobilized at two fixed points with the aid of a stereotaxic table.
After disinfection with chlorhexidine 0.12%, the biopsy (explant) of
approximately 5 mm2 (2.5 x 2.0 mm) of keratinized mucosa (epithelium
and connective tissue) of the palatal region was performed under
sedation. The obtained material was sent to the laboratory to perform the
primary culture of the fibroblasts.

The procedures to obtain the primary culture of human gingival
fibroblasts were performed under laminar flow hood (VECO, Campinas,
Brazil), at room temperature, between 25 and 28 °C, in a P2 type safety
laboratory. The rat oral mucosal tissue sample (approximately 5Smm°)
was washed twice with phosphate buffered saline (PBS) and
subsequently the epithelial tissue was removed and fragmented into 5
parts (explants) of approximately 1mm”.

The fragments were placed in 5 (25) culture bottles of 25 cm?,
pre-incubated at 37°C, 5% CO, with 2 ml of the DEM medium
supplemented by PRP. Cell growth was checked daily through an
inverted-phase microscope (40x to 200x, Olympus, Japan).

The specimens containing the specimens were fixed in 10% buffered
formalin for a period of 48 hours. After the fixation, macroscopy of the
pieces was done.

At that moment the pieces were trimmed in their excesses, the
specimens removed and a cut in the longitudinal direction of the piece to
establish the inclusion profile of the material.

Next, the pieces were subjected to histological processing for
inclusion in paraffin, following all the procedures recommended by the
fixation, dehydration and inclusion protocol. For the evaluation of tissue
morphology, histological sections of 3 micrometers were stained with
hematoxylin and eosin.
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Immunohistochemistry

For each of the antibodies followed the manufacturer's
guidelines and standardization, as well as positive and negative controls
were included for each reaction. Negative control of all reactions was
accomplished by omission of the primary antibody. From the formalin-
fixed and paraffin-embedded samples, 3 um thick slices were obtained,
extended on glass slides prepared with ATPS solution (3-
aminopropyltriethoxysilene).

The cuts were initially fixed to the slide maintaining the oven
blades at 65 ° C for 3 hours. Then the dewaxing and rehydration of the
cuts were carried out, followed by two immersions of 20 minutes in 6%
hydrogen peroxide solution in methanol to block the endogenous
peroxidase.

Antigen reactivation was performed by keeping the slides in
0.01M citrate buffer solution, pH 6.0, in a water bath at a constant
temperature of 96 ° C for 40 minutes. Incubation with the primary
antibodies was performed in a wet chamber maintained under
refrigeration (4 to 8 ° C) for 18 hours.

The antibodies used were the Alfa Smooth Muscle Actin
(Dako), a marker of myofibroblasts, helping to identify and evaluate
these cells and blood vessels present in connective tissue, and PAN-
Cytokeratin AE1 / AE3 (Santa Cruz), a marker of epithelial cells,
helping to evaluate the epithelium of the area under repair, evidencing
keratin.

For amplification of the reaction, the EasyLink One kit
(EasyPath) was used, consisting of polyclonal secondary serum and
streptavidin-biotin tertiary serum with conjugated peroxidase. Reaction
development was performed by chromogen solution containing
diaminobenzidine (DAB) in 0.05M Tris-HCI buffer, pH 7.4.

After the development, the blades were counterstained with
Harris haematoxylin, followed by dehydration in increasing
concentration chains of ethanol (85% ethanol to absolute ethanol),
diaphanization in xylol and assembly with Entellan (Merck, Germany).
After being assembled, the slides were kept in an oven (40 °C) for at
least 24 hours before being examined under a light microscope.

Histological Evaluation
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After histological processing and immunohistochemical reaction,
the slides were scanned with an AXIO SCAN 2.1 slide scanner (Zeiss,
Germany). Having all the blades standardized and of the same size, with
the aid of an AxionVision image analysis program (Zeiss, Germany),
the slides were analyzed by a previously calibrated observer. First, the
area under investigation was identified and evaluated whether complete
reepithelialization occurred or whether there was an ulcer area.

Then, the epithelium was classified as thin (1 to 3 layers of
cells) or regular (4 or more layers of epithelial cells). The presence or
absence of epithelial ridges and keratin (PAN-Cytokeratin) was also
evaluated.

Counting of blood vessels, inflammatory cells and
myofibroblasts (a-SMA) was also performed. The number of cells was
obtained within the same area (20x zoom) and classified as light (less
than 20 cells), regular (20 to 60 cells) and intense (60 or more cells).

The results were statistically analyzed by Fisher's exact test.
The level of significance was set at p <0.05. A Kappa test was
performed for calibration of the examiner.

RESULTS

The results were obtained through analysis of the images of the
operated area (Figure 1), analysis of the histological and
immunohistochemical slides (Figure 2). The Kappa test result was
0.845. The statistical results were obtained intragroup, when present
affirm the predominant characteristic of each group.

Analyzing the clinical parameters (Table 1), in relation to the
regularity of the operated area, only group I presented irregular
epithelium, groups II, IV and VI presented regular epithelium. Although
there is a tendency, it can not be stated statistically that groups III and V
presented regular epithelium. The presence of ulcer was only found in
group L. Groups II, IV, V and VI did not present ulcer. Although there is
a tendency, it can not be stated statistically that group III did not present
ulcer. Flushing was not found in groups II, V and VI. Although there is
a trend, it can not be stated statistically that groups I, III and IV did not
present flushing. Edema was present in group I. Group VI did not
present edema. Although there is a trend, it can not be stated statistically
that groups III and IV presented edema and that groups I and V did not
present edema.
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Analyzing the histological slides (Table 2), groups II, V and VI

presented regular epithelium. Although there is a trend, it can not be
stated statistically that group I did not present epithelium and that
groups III and IV presented regular epithelium. Epithelial crests were
not found in group I. Groups V and VI presented epithelial ridges.
Group II presented divided results (50% with epithelial ridges).
Although there is a trend, it can not be stated statistically that groups III
and IV did not present epithelial ridges. The inflammatory infiltrate was
present in all groups, but the amount of inflammatory infiltrate did not
reach significant values (p <0.05).
Analyzing the immunohistochemical slides (Table 3), keratin was not
found in group I. Groups IV, V and VI presented keratin. Although there
is a trend, it can not be stated statistically that groups II and III presented
keratin. Myofibroblasts were present in all groups. The amount of
myofibroblasts was considered mild to regular in group VI and severe in
groups I, III and IV. Although there is a trend, it can not be stated
statistically that group II presented a severe amount of myofibroblasts.
Blood vessels were present in all groups. Blood vessels were present in
all groups, but the number of blood vessels did not reach significant
values (p <0.05).

Group I presented clinically irregular epithelium, ulcer and
edema. Histologically, it did not show epithelial ridges or keratin and
showed a severe amount of myofibroblasts. Group II presented
clinically regular epithelium and absence of ulcer and flushing.
Histologically it presented regular epithelium with tendency to keratin.

Group III presented clinically tendency to regular epithelium,
absence of ulcer and flushing and presence of edema. Histologically it
presented inflammatory infiltrate and blood vessels with regular to
severe amount and myofibroblasts with severe amount. Group IV
presented clinically regular epithelium and absence of ulcer.
Histologically it presented regular epithelium with keratin and regular
presence of severe inflammatory infiltrate and of myofibroblasts.

Group V presented clinically no wulcer and redness.
Histologically it presented regular epithelium, with epithelial crests and
keratin, blood vessels and inflammatory infiltrate with regular to severe
amount. Group VI presented clinically normal epithelium, absence of
ulcer, flushing and edema. Histologically it presented regular
epithelium, with epithelial crests and keratin, blood vessels with regular
to severe amount and myofibroblasts with light to regular amount.
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DISCUSSION

We can observe that the positive group had a better clinical
appearance than the negative group, because it presented tissue with a
regular surface and absence of ulcer, redness and edema. It also
presented better histological aspects, with a regular epithelium, presence
of keratin, blood vessels, inflammatory infiltrate and myofibroblasts.
The presence of keratinized tissue in a healed region is a feature of great
relevance, corroborating with results of studies where dental implants
were installed, in the presence and absence of keratinized mucosa 24,
where it is stated that in places where there is no keratinized mucosa,
greater alveolar ridge resorption and marginal recess of the mucosa,
compared to regions of masticatory mucosa, with presence of
keratinized tissue. This fabric offers us particularities like protection,
gains in sustentation, maintenance of hygiene, reduction of risk of peri-
implant diseases, aesthetics, among other factors > ™%,

We observed that only the negative group presented ulcer,
while the other groups presented continuity of the epithelium. Some
samples from the other groups presented ulcer, however, this was a
predominant characteristic of the negative group. But this characteristic
was already expected, because in the negative group there was no
recoating, being normal the greater delay for cicatrization of the region.
Therefore, it is always best to cover oral lesions. For years, autografts
have been used with great success, however, certain limitations force
researchers to seek alternative grafts where they would meet patient
comfort, compatibility, and acceptability needs. In the free gingival
grafting technique, a second surgical site is required for the donor tissue,
where this site will be healed by second intention and may result in
postoperative pain and morbidity. Free gingival grafts result in
unfavorable aesthetic appearance, in relation to the behavior of the
inserted tissues surrounding the operated area, resulting in an unsightly
result. In addition, autogenous grafts can not be used to increase the
width of gingiva inserted in various dental elements because of the
donor's limited supply *'.

Group III presented presence of ulceration or loss of epithelial
continuity, perhaps due to the presence of the remainder of the scaffold
used. In many samples the observers raised suspicion that the material
located in the middle of the lesion could be the scaffold installed. We
analyzed that the lesion presented a regular surface, with slight signs of
inflammation, such as flushing and edema around the lesion, without
results with statistical significance. The MCB has several uses and is a
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relevant tool for various purposes, such as burn therapy, ulcers and
tissue manipulation in cases involving dental implants. Comparing our
results with the literature, we can see that healing was predictable **.

The behavior of group V showed similar results to the positive
control group. It was analyzed that this group did not present ulcer nor
flushing. It presented a regular epithelium, with epithelial ridges and
keratin. Studies show that MDA provides a uniform thickness, is easily
cut, a well-adaptable material, and requires a short period of time to
rehydrate before it can be used *’. On the other hand, collecting the
connective tissue of the palate is a time-consuming procedure and the
size of the graft may be limited, in addition to generating a new surgical
site, where with MDA this discomfort is not seen. Studies comparing
MDA and free gingival graft demonstrate that MDA is not as effective
in increasing the width of the inserted gingiva, but more predictable in
its aesthetics, mixing with adjacent tissue. The amount of inserted
gingiva acquired with MDA is clinically sufficient to prevent persistent
inflammation *°. MDA acts as a support structure to allow repopulation
of fibroblasts and blood vessels in the epithelium of surrounding tissues
and is eventually completely replaced by host tissues *'.

Group IV presented, in most of the samples, a regular tissue,
without ulcer. In histology it presented a fine epithelium, absence of
epithelial ridges and keratin, presence of inflammatory cells, neovasal
and myofibroblasts. Comparing with group IlI, it can be stated that the
presence of fibroblasts favored the healing process. In comparison to the
literature, previous reports using this material with this specific culture
were not observed, thus determining a gap on this subject in the
scientific literature.

Group VI presented promising results. In addition to the
excellent clinical characteristics, regular surface, absence of ulcer,
edema and flushing, this group presented advanced histological healing
characteristics, such as a regular epithelium with a good amount of
keratinized tissue, with well defined and defined epithelial ridges,
myofibroblasts and neo vessels. Comparing directly to the other groups,
it is seen that the group presented superior form to the positive control
group, exposing superior healing and being the best result of the
research. It can be said that this occurred due to the presence of
fibroblasts, which favor the healing process. There are no results in the
literature compatible with this result. But it shows great potential and
should be studied and improved.

Analyzing the histological behaviors, we can conclude that in
15 days of healing, the groups were very similar to each other, with a
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small difference to group VI, where they showed superior healing
characteristics. This situation gives us diversity in the treatment options
for contemporary clinical challenges, however, future studies are needed
with different healing periods, in other anatomical sites, in other types of
organisms, for more concrete conclusions on the clinical and
histological behavior of these materials, associated or not to cell
cultures.

The usefulness of immunohistochemistry through Cytokeratin
markers, marking the epithelial tissue, and a-SMA, which besides
marking myofibroblasts, also marked the blood vessels. The importance
of marking the epithelial tissue was to confirm the operated area,
besides confirming the presence of keratin, of great importance in graft
surgeries. Already the cells marked by the a-SMA help to identify the
stage that is the cicatrization. The evaluation of these cells in HE is
hampered by the presence of large numbers of inflammatory cells. One
of the limitations in studying the behavior of myofibroblasts better was
that no group presented statistical significance. The healing time of the
15-day induced lesions is also highlighted as one of the possible
limitations of this study, where other periods could highlight more
promising results between the groups. We can also highlight the use of
small animals, may have influenced different results than desired, which
is as similar as possible to humans. Further studies should be carried out
on animals of larger sizes to continue the study line, making possible the
future use of this technique in humans.

CONCLUSION

Through this study it was possible to establish a protocol for
research on soft tissue grafting surgeries in rats.

The use of primary culture fibroblasts positively influenced the
repair process. The supplementation of the medium with PRP besides
favoring the cicatrization process, allows the technique for use in
humans.

The two matrices tested showed good results, and MDA
behaved better as a framework for the cultured cells for gingival grafts.

It is concluded that this technique of tissue engineering
obtained clinical and histological results similar to the technique of free
gingival graft, and can be considered a surgical technique with a
minimum of morbidity and predictability.
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Figure 1 - Photos of the area operated after 15 days of surgery.
Line 1: Direct image of the mucosa. Line 2: Image of the biopsy.
(4) Group I; (B) Group II; (C) Group IlI; (D) Group 1V; (E) Group V; (F) Group VI

Figure 2 - Histological slides and immunohistochemistry.
Line 1: Histological with HE. Line 2: Immunohistochemistry with Cytokeratin. Line
3: Immunehistochemistry with a-SMA.
(4) Group I; (B) Group II; (C) Group III; (D) Group IV; (E) Group V; (F) Group



Table I - Results of the clinical evaluation of the groups.
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Operating Area Characteristics Rubor Edema
Irregular | Regular | With ulcer No ulcer Absent Present Absent Present
Groups | I-Negative 11, 1y 10, 2 7a Sa 3. 9%
91,7%] 8,3% | 83.3% 16,7% | 58,3% | 41,7% | 25,0% ]75,0%
wposiive | 3, | 11, | 2, 12, | 13 Ly 10, | 4
21,4%]78,6% ] 14,3% 85, 7% | 92,9% | 7.1% | 71,4% |28,6%
1I-MCB Ta 9 3a 13, A Ta Ta 9
43,8%156,3%| 18,8% | 81,3% | 56,3% | 43.8% | 43,8% ]56,3%
IV-MCB+ | 3, 7o 2. 8 5a 5a 4 64
Fibroblasts
30,0%]70,0% ] 20,0% | 80,0% | 50,0% | 50,0% | 40,0% ]60,0%
V-MDA 3a Sa 0, 8y 8a Op Sa 3.
37,5%162,5%] 0,0% 100,0% |100,0% | 0,0% | 62,5% |37,5%
VI-MDA + 0, 6y 0, 6y, 64 Op 6. O
Fibroblasts
0,0% ]100,0%] 0,0% 100,0% [100,0% ] 0,0% ]100,0% | 0,0%
Fisher P Value 0,001 0,000 0,010 0,025
’s Test

Different letters on the same line indicate a significant difference (p <0.05)
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Table 2 - Results of the histological evaluation of the groups.

Epithelium Epithelial crests |Inflaimmatory Infiltrate
Absent | Present | Absent | Present | Light [Regular|Severe
Groups | I-Negative 8, 4, 10, 2, 2 3 7
66,7% | 33,3% | 83,3% | 16,7% |16,7%[25,0% |58,3%
I-Positive | 4, 104 A 7 3 5 5
28,6% | 71,4% 50% 50% ]21,4%]35,7% (35,7%
11I-MCB 6, 10, 9. 7a 0 7 9
37,5% | 62,5% | 56,3% | 43,8% | 0,0% [43,8% |56,3%
IV-MCB+ 4, 6y 8, 2, 1 4 5
Fibroblasts
40,0% | 60,0% | 80,0% | 20,0% ]10,0% [ 40,0% |50,0%
V-MDA 0, 8 1, T 0 6 2
0,0% | 25,0% | 12,5% | 87,5% | 0,0% | 75,0% [25,0%
VI-MDA + 0, 6y 0, 6 1 4 1
Fibroblasts
0,0% 0,0% 0,0% 100% 116,7% [ 66,7% [16,7%
Test P Value 0,000 0,000 0,061

Different letters on the same line indicate a significant difference (p <0.05).
Counting Vessels and Infiltrate: Light (less than 20 cells), Regular (20 to 60 cells),
Severe (more than 60 cells).
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Table 3 - Results of the immunohistochemical evaluation of the groups.

Keratin Myofibroblasts Blood vessels

Absent | Present | Light [Regular| Severe | Light |Regular|Severe

Group I-Negative 11, 1y 0, 1, 11, 2 3 7

91,7% | 8,3% 10,0% | 8,3% |91,7%|16,7%|25,0% |58,3%

II-Positive 4, 10, 2, 4, 8, 2 5 7

28,6% | 71,4% |14,3%(28,6%|57,1% |14,3%|35,7%|50,0%

11-MCB 6, 10, 0o, | o, | 16, ] 0 7 9

37,5% | 62,5% 10,0% | 0,0% | 100% | 0,0% [43,8% [56,3%

IV-MCB+ 4, 6y 0, 2ab 8p 3 3 4
Fibroblasts
40,0% | 60,0% 10,0% | 20% [80,0% 30,0%|30,0% [40,0%)

V-MDA 1, 7y L | 4 3, 0 4 4

12,5% | 87,5% |12,5%| 50% |37,5%0,0% [50,0% |50,0%

VI-MDA + 0, 6y 24 4, 0y 0 4 2
Fibroblasts
0,0% 100% [33,3%]66,7%| 0,0% | 0% |66,7% [33,3%

Test P Value 0,000 0,000 0,298

Different letters on the same line indicate a significant difference (P <0.05).
Counting Vessels and Infiltrate: Light (less than 20 cells), Regular (20 to 60 cells),
Severe (more than 60 cells).
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