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RESUMO

Desde que se descobriu o potencial das células-tronco (CT) adultas em
formar diferentes tecidos, estas tém sido exploradas em busca de
alternativas terapéuticas para diversas desordens clinicas, dentre elas a
recuperacdo de tecido ésseo. No &mbito da Odontologia, uma fonte
promissora destas células € a polpa de dentes permanentes humano, que
sdo facilmente coletadas, possuem capacidade de diferenciaco celular
para osteoblastos e producdo de tecido mineralizado. Sendo assim, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de células-tronco
da polpa de dentes permanentes humanos na regeneragdo de defeitos
Osseos mandibulares em ratos. Para isso, a polpa de terceiros molares
higidos extraidos foi coletada e cultivada para CT, confirmada por
citometria de fluxo para marcadores CD105, CD90 e CD73; diferenciacdo
para fendtipos mesenquimais, adipociticos, condrociticos e osteociticos;
aderéncia ao pléstico e morfologia fibroblastéide. Foram utilizados 20
ratos Wistar, machos, de aproximadamente 250 gramas gue, sob anestesia
geral, foram submetidos a confeccéo de um defeito 6sseo no lado direito e
esquerdo da mandibula, a altura daraiz disto-vestibular do primeiro molar
inferior. Nos animais submetidos a andlise de microscopia €eletrénica de
varredura (MEV), o defeito foi de aproximadamente 1mm de
diémetro/profundidade, enquanto que nos animais submetidos a andlise
histologica descritiva e medicdo de &ea Ossea neoformada o defeito
realizado teve 1mm de altura/ profundidade e 3mm de comprimento. Para
isso, utilizou-se uma broca esférica nlmero 1 em baixa rotacdo, sob
irrigacéo de soro fisiologico. No lado direito aplicou-se células-tronco da
polpa de dente permanente humano (Tto), enquanto que no lado esquerdo
nenhum material foi aplicado (ST). Foi realizada a sutura com fio catgut
4-0. Os tempos (T) de observacdo foram de 7, 14 e 28 dias pls
operatérios. Dois animais foram eutanasiados logo ap0s a cirurgia, sem
haver tratamento, sendo considerados o tempo zero (T0) da andlise. Trés
animais de cada grupo foram destinados para a andlise histoldgica
descritiva e de medicdo; e trés animais de cada grupo foram utilizados
para a andlise descritiva de MEV. Tanto nas imagens de MEV como as
histol6gicas de rotina foram realizadas a andlise descritiva. Ja para as
medicdes de &rea foi utilizada uma grade de contagem e os dados obtidos
foram submetidos a andlise de porcentagem e teste T. Em MEV pode-se
verificar em TO auséncia de reparo; T7 com inicio do reparo 6sseo em Tto



e ST, sendo a regeneracdo predominante no fundo da cavidade, as bordas
externas do defeito permaneceram nitidas; T14 com regeneragdo em curso
em Tto e ST, havendo diminuic&o da profundidade da cavidade; T28 em
regeneracdo avancada em Tto e ST, ndo havendo mais profundidade na
cavidade e ocorrendo fusdo dos seus bordos com o tecido ésseo
neoformado, de aspecto esponjoso; em agumas regides houve presenca
de reabsorcdes caracteristicas do processo de regeneracdo Ossea. Na
andlise histolégica descritiva verificou-se auséncia de reparo em TO; T7
com inicio de reparo 6sseo, mais avancado em ST; T14 com regeneracao
Ossea em curso em Tto e ST; T28 com avancada regeneracdo dssea,
aparentando ndo haver diferenca entre Tto e ST. A medicdo da area de
neoformacao 6ssearevelou em 7 dias amostras do ST com formagao dssea
mais acentuada comparada ao Tto, porém sem diferenca estatistica
significativa (p=0,13), 0 mesmo ocorrendo para 14 dias (p=0,91). Em 28
dias, a neoformagdo Gssea apresentou-se intensa tanto ST quanto no Tto,
sem haver também diferenca estatistica significativa (p=0,48). Nos grupos
houve diferenca estatistica significativa apenas para o Tto entre 7 e 28
dias. (p=0,01). Desta forma, pode-se conclui que, apesar de ndo haver
diferenca estatistica significativa entre Tto e ST nos tempos experimentais
analisados, a utilizagdo de DPSCs demonstrou avangada neoformagéo
Ossea alongo prazo (de 7 para 28 dias). Contudo, tal resultado merece ser
melhor investigado, bem como a qualidade do tecido 6sseo neoformado e
as células presentes neste processo nos grupos analisados.

Palavras-chave: regeneracao 0ssea, polpa dentaria, células-tronco.






ABSTRACT

Since the potential of adult stem cells (SC) to form different tissues was
discovered, these cells have been explored in search of alternative
therapies for many medical disorders, such as the bone tissue
regeneration. A promising source of these cells is dental pulp of human
permanent teeth (DPSCs), which are easily collected, capable of cell
differentiation to osteoblasts and the production of mineraized tissue.
Therefore, this study aims to evaluate the potential of stem cells from the
dental pulp of human permanent teeth to be used in the regeneration of
human mandibular bone defects in rats. The dental pulp of extracted third
molars were collected and the cells were grown for CT, confirmed by
flow cytometry for markers CD105, CD90 and CD73; for mesenchymal
differentiation (osteocyte cells, adipocute cells ad chondrocyte cells);
plastic adherence and fibroblastoid morphology. 20 male Wistar rats,
approximately 250 gr, were used. Under general anesthesia the bone
defect was preparated in the right and left mandible, in the disto-buccal
root of the first molar. For Scanning Electron Microscopy analysis (SEM),
the defect had approximately 1mm diameter/depth; for histological and
area measurement analysis the defect had 1mm of height/depth and 3mm
long. For this, it was used a round bur n° 1 at low rpm under saline
irrigation. On the right side (Tto) the stem cells was applied, while on the
left side (ST) no material was applied. Stitches was done with 4-0 catgut
thread. The observation time was 7, 14 and 28 days post-surgery. Two
animals were euthanized shortly after surgery, without any treatment, and
considered the analysis in zero time. Three animals from each group were
used for histological and area measurement analysis; and three animals
from each group were used for descriptive analysis of SEM. Both
histologycal and SEM were descriptive analysis. The SEM analysis
evaluated the bone defect, the quality of newly formed bone and the
pattern of bone deposition. The area measurement analysis assessed the
bone area and it was performed using a counting grid; the data obtained
were subjected to analysis of percentage and T test analysis. SEM images
at TO showed absence of repair; T7 showed early bone repair in Tto and
ST, with the predominant regeneration in the bottom of the cavity, and the
outer edges of the defect remained sharp; T14 with regeneration in course
in Tto and ST, with decrease of the depth of the cavity; T28 on advanced
regeneration in Tto and ST, with no more depth in the cavity and
occurring fusion of its edges with the newly trabecular formed bone; in
some regions there was presence of resorption areas, which is
characteristics of the bone regeneration process. The histological analysis



showed absence of repair in TO; T7 with early bone repair, advanced in
ST in comparison to Tto; T14 with bone regeneration in progress,
advanced in ST; T28 with advanced bone regeneration, with no difference
between Tto and ST. The area measurement revealed bone formation in 7
days ST samples with more pronounced bone formation compared to Tto,
but without statistical significant difference (p = 0.13), and for 14 days (p
= 0.91). 28 days presented in both ST and in Tto intense bone formation,
but also with no datistical significant difference (p = 0.48). Inside the
groups there was only statistical difference in the Tto group between 7
and 28 days (p=0.01). Therefore, it was concluded that despite the
absence of statistical difference between Tto and ST, the use of DPSCs
demonstrated a great recovery of bone formation at long term (from 7 to
28 days). However, it is necessary to investigate the quality of newly
formed bone tissue and cells present during this process in the analyzed
groups.

Keywor ds: bone regeneration, dental pulp, stem cells.
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1INTRODUCAO

Atuamente, no ambito da Odontologia, inimeros pacientes
necessitam a recuperacao de tecido Gsseo para viabilizar a reabilitacdo
do sistema estomatognético. As causas mais comuns que levam a perda
deste tecido sdo trauma, patologia, defeitos congénitos, atrofia e
reabsorcéo (Guskumaet al., 2013).

Novas tergpéuticas surgem na tentativa de sanar esta
necessidade. Reconstrucdo com enxerto é a opgdo mais comumente
utilizada. Neste sentido, ha a possibilidade de se utilizar um material
enxertivo sintético, autélogo, homologo ou xenografico (Rokn et al.,
2012). O material autégeno é o Unico que possui 0s trés requisitos
considerados essenciais para um material enxertivo: osteoinducéo,
osteoconducdo e osteoproliferacdo. Isto fez com que o enxerto autdgeno
se tornasse 0 padréo ouro no tratamento de regenerac@o 0ssea (Nampo
et al., 2010). Entretanto, ha de se considerar as desvantagens que esta
técnica apresenta como a possivel necessidade de uma segunda cirurgia
para a colheita do material enxertivo, dificil acesso ao sitio doador,
possibilidade de infecgBes, complicagbes e outras morbidades
(Yoshiokaet al., 2012).

O uso de materiais sintéticos, como a hidroxiapatita, €
amplamente conhecido e utilizado, mostrando resultados positivos,
embora ndo tdo bons quanto aqueles do enxerto autégeno. Uma das
vantagens deste material € ndo implicar em morbidades no leito doador,
em risco de infeccdo e cirurgia adicional, além de ndo apresentar risco
de transmissdo de doengas. Ademais, € um material de f&cil acesso e de
quantidade ilimitada (Rokn et al., 2011).

O uso de Plasma Rico em Plaguetas (PRP) também é relatado
como uma modalidade terapéutica. Por ser um material autégeno,
também ndo implica em regjeicdo e possibilidade de transmissdo de
doencas, aém disso, € facil de ser obtido e manipulado. Entretanto seus
resultados positivos ndo superam os resultados apresentados pelo
enxerto autégeno (Marx, 2004).

Considerando estes impasses, juntamente com o crescimento
do campo da engenharia tecidual, outras formas de tratamento tém sido
pesquisadas. Desde que se descobriu o potencial das céulas-tronco
adultas em formar diferentes tecidos, estas tém sido exploradas visando
o tratamento de diversas desordens clinicas, dentre elas a recuperagdo
de tecido Gsseo (Shilpaet al., 2013).



28

Por estarem presentes no adulto, o uso destas células torna-se
vidvel e aternativo ao uso das células-tronco embriondrias, banindo os
impasses éticos. Além disso, podem ser obtidas do préprio paciente,
eliminando o risco de rejeicdo e transmissdo de doencas. S&0 vérias as
fontes destas células, entre elas: medula 6ssea, tecido adiposo, misculo,
entre outros (Costa, 2009; Duarte, 2013).

No que diz respeito a Odontologia, alguns dos sitios doadores de
células-tronco do adulto sdo: polpa de dentes permanentes e deciduos e
ligamento periodontal. Esta descoberta traz a possibilidade de utilizar
estas células para a engenharia de tecidos dentais e 6sseo, considerando
algumas patologias, como doenca periodontal, carie dental, perda dssea,
entre outras (Cordeiro et al., 2008; Shilpaet al., 2013).

Atuamente, sabe-se que estas células tém potencial para
formacdo de dentina, complexo pulpar e tecido 6sseo (Shilpa et al.,
2013).

Na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), ha trabalhos
explorando as células-tronco da polpa dentéria. Polli (2011) realizou
uma pesquisa que confirmou o carater mesenquimal e de origem da
crista neural das DPSCs. Duarte (2013) confirmou o potencia
multipotente das DPSCs durante o desenvolvimento de ratos (in vivo) e
em cultivo de DPSCs humanas (in vitro). Coura (2007) provou gue o
ligamento periodontal € um nicho de células-tronco com capacidade de
diferenciagdo em derivados mesodermais e neurais.

Seguindo estas premissas, 0 objetivo do presente trabaho foi
avaliar o potencial das células-tronco da polpa de dentes permanentes
humanos em regenerar defeitos 6sseos induzidos em mandibula de
ratos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A regeneracfo de tecidos 0sseos é uma demanda cada vez maior.
Perda 6ssea devido a trauma, patologia, defeito congénito, atrofia e
reabsorcdo fisiologica requer a recuperacdo deste tecido e a reabilitagdo
do sistema estomatognatico em busca do reestabelecimento estético,
funcional e psicossocial (Guskumaet al., 2013).

Segundo Costa (2009) “a reparacdo 0ssea é o restabel ecimento da
continuidade de tecidos defeituosos por outros tecidos que ndo tém
capacidade de substituir funcionalmente e estruturalmente o tecido
lesado, enquanto a regeneracdo 6ssea pode ser definida como um
processo bioldgico complexo de renovacdo da arquitetura e fungéo do
tecido 6sseo perdido” (Costa, 2009).

Muitos estudos estdo a procura do materia idea para a
regeneragdo Ossea. Dentre os materiais estudados, incluem-se
autoenxertos, aloenxertos, xenoenxertos e aloplasticos (Rokn et al.,
2012). O primeiro, diz respeito a0 material recolhido do préprio
receptor; no segundo, o material enxertivo pertence a um individuo da
mesma espécie do receptor; o terceiro refere-se a materiais recolhidos
de um doador de espécie diferente do receptor; e o Ultimo é um material
sintético. O uso de Plasma Rico em Plaguetas (PRP) também tem sido
estudado e mostra evidéncias positivas na regeneragdo dssea.

De acordo com Rokn et al (2012), as propriedades ideais de um
enxerto sdo: biocompatibilidade, previsibilidade, viabilidade clinica,
minima operagdo e complicagcbes pds-operatérias e aceitagdo pelo
paciente (Rokn et al., 2012). Além disso, Nampo et al. (2010) diz que
trés propriedades sdo ideais para um materia de enxerto Gsseo:
osteocondugdo, que fornece um arcabouco; osteoinducdo, que promove
o0 recrutamento de céulas formadoras de o0sso, como células
indiferenciadas e pré-osteoblastos, e a formacdo de osso por estas
células; osteoproliferaco, que € a inducdo de céulas contidas no
material enxertivo para promover a regeneragcdo 6ssea (Nampo et al.,
2010).

O osso autégeno tem sido considerado o padrdo ouro na
regeneracdo Gssea, uma vez que contém as trés propriedades (Nampo et
al., 2010). Além disso, é hiocompativel e ndo ha transmissio de
doencas. Estas caracteristicas diferenciais tém favorecido seu uso como
substituto 6sseo (Guskuma et al., 2013).
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Um estudo realizado por Guskuma et al. (2013) avaliou o uso de
0SS0 autdgeno como material de enxerto em defeitos 6sseos criados em
cavaria de ratos. Para andlise dos resultados, foi avaliada a
porcentagem da &rea total do defeito 6sseo colorida pelo fluorocromo
Calceina e Alizarina, injetados respectivamente no 7° e 30° dia de pos-
operatério, que demonstra o padrdo de precipitacdo de cécio
correspondente & mineralizagdo da matriz ostedide durante a
regeneracdo Ossea. Os resultados mostraram maior precipitacdo de
cicio no defeito 6sseo preenchido com osso autdgeno quando
comparado ao defeito 6sseo preenchido com codgulo sanguineo no
periodo de 7-30 dias de pds-operatério (Guskuma et al., 2013).

Entretanto é necess&rio considerar as desvantagens deste
tratamento. Segundo Yoshioka et al. (2012), uma segunda cirurgia é
necessaria para a coleta do material enxertivo e em alguns casos pode
ser invasiva e causar estresse no paciente (Y oshioka et al., 2012). Rokn
et al. (2011) ainda diz que 0 acesso ao sitio doador pode ser limitado
(Rokn et al., 2011). Segundo Rokn et al. (2012), em muitos casos ndo é
possivel recolher a quantidade de osso autégeno necessdria ao sitio
receptor (Rokn et al., 2012). Costa (2009) aponta algumas das
desvantagens, como: complicagBes do sitio doador; enxertia em sitios
heterotopicos; alta absorcdo durante a cicatrizacdo e incorporacéo
(Costa, 2009).

Tais limitacOes instigam a necessidade de encontrar opgdes que
substituam o uso do 0sso autégeno. Com isso, diversos estudos foram
conduzidos utilizando xenoenxertos e materiais aloplasticos. Dentre os
xenoenxertos, 0 Osso Bovino Inorgénico (ABB, do inglés: anorganic
bovine bone) tem se mostrado como uma opg¢do devido a sua
propriedade osteocondutiva e biocompatibilidade (Rokn et al., 2012).
Devido a forma com que se da o seu processamento, a matriz minera
utilizada assemelha-se a 0sso humano em termos de composi¢do
guimica, morfologia e ultraestrutura (Maiorana et al., 2011). O Bio-Oss,
uma marca comercial de ABB, promove neoformaco, néo interfere na
cura Gssea e possui propriedades osteocondutivas (Rokn et al., 2011;
Rokn et al., 2012).

Ja os materiais sintéticos tém sua demanda aumentada por serem
materiais ilimitados, estéreis e de fécil armazenamento. Estes
substitutos 6sseos sdo fabricados como hidroxiapatita, fosfato tricalcico,
sulfato de célcio e combinagdes destes minerais, com diferentes técnicas
de fabricacdo, configuracbes de cristal, dimensbes dos poros,
propriedades técnicas e taxas de reabsorcdo variaveis (Rokn et al.,
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2011). Porém, diferentes indices de sucesso foram observados e até o
momento nenhum destes materiais foi comprovado como o ideal (Costa,
2009).

Dentre os materiais citados, estdo os Fosfatos de Cdcio
Aloplésticos, como a Hidroxiapatita (HA) e o Fosfato Tricélcico (TCP,
do inglés tricalcium phosphate). A HA foi muito utilizada na década de
1980, contudo hoje sabe-se que este materiad ndo induz adequada
remodelacdo Ossea devido a inflamagdo crénica associada a baixa
reabsorcdo dos granulos de HA. O TCP tem mostrado caracteristicas
superiores de reabsor¢do, contudo sua reabsor¢do precoce, antes da
ligacdo celular e infiltracdo linfocitica, tem sido associada a resultados
insatisfatorios. Apesar disso, encontrou-se uma maneira de tornar estes
materiais Uteis na cirurgia oral e ortopédica: a propor¢do de HA / TCP é
controlada e desta forma a taxa de substituicdo e bioatividade dos
materiais é alterada, tornando seu uso vantajoso. A proporcao de 60%
de HA para 40% de B-TCP é chamada de Straumann Bone Ceramic
(SBC), e mostrou-se como um material bioativo, biorreabsorvivel e
biocompativel, além de possuir ato potencial ostecindutivo (Rokn et
al., 2011).

Outro material sintético é a Hidroxiapatita Carbonatada (CAP, do
inglés, carbonated hydroxyapatite), onde 3-5% do CAP é constituido
por ions de carbonato, sendo este o principal mineral que compde as
estruturas dentais e 0sseas, em substituicdio a HA. O uso deste material
como um arcabouco possui alta biocompatibilidade, o que sugere ser de
uso vantajoso quando aplicado destaforma (Y oshioka et al., 2012).

Um estudo realizado por Rokn et al. (2012) comparou 0 uso de
ABB (® Bio-Oss) e p-tricalcio fosfato (B-TCP) como materiais de
preenchimento em defeitos dsseos criados em calvéria de ratos. Foram
realizados trés defeitos, sendo que um recebeu ABB, o outro recebeu B-
TCP e o ultimo ndo recebeu material de preenchimento. A coleta das
amostras se deu um més apds da cirurgia. Cortes histolgicos foram
realizados e analisados em microscopia de luz. Dentre as avaliagbes
realizadas, o B-TCP mostrou maior quantidade de formacdo Osses,
seguido pelo Bio-Oss, e por Ultimo o grupo controle (ndo tratado). Além
disso, 0 Bio-Oss mostrou maior quantidade de residuos de biomaterial
do que o B-TCP (Rokn et al., 2012).

O estudo de Rokn et al. (2011) comparou as propriedades
osteogénicas do SBC com 0 Bio-Oss. Para isso, foram realizadas em
calvaria de ratos quatro cavidades de igual didmetro. Uma recebeu
peguenas particulas de SBC (S-SBC, do inglés small- SBC, com 400-
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700um), outra recebeu grandes particulas de SBC (L-SBC, do inglés
large-SBC, com 500-1000um), outra cavidade recebeu particulas de
Bio-Oss de 250-1000pm e uma cavidade ndo recebeu qualquer
tratamento. Cortes histologicos foram preparados na 42 e 82 semana de
pos-operatério e analisados em microscopia de luz. Das amostras
obtidas: infiltrado inflamatério foi observado em maior quantidade no
grupo controle, seguido pelo Bio-Oss, S-SBC e L-SBC. Foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e o Bio-
Oss, controle e S-SBC, controle e L-SBC, e Bio-Oss e L-SBC. No
grupo Bio-Oss maior quantidade de osso formado foi visto, mas ndo foi
estatisticamente significativo. Houve diferenca estatistica significativa
na regeneracdo 6ssea do grupo Bio-Oss entre a 82 e a 42 semana. Nao
houve diferenca significativa na quantidade de regeneraco dssea e de
remanescente de material enxertivo entre os grupos de materiais (Rokn
etal., 2011).

Os homoenxertos, outra modalidade de tratamento, consistem em
materiais obtidos de cadéveres humanos na forma de matriz
desmineralizada. Acredita-se no sucesso desse enxerto pela inducéo de
atividade dssea a partir de proteinas morfogenéticas (BMPs) presentes
no material enxertivo. Embora haja estudos que apontam 0 sucesso
clinico no reparo de defeitos Gsseos, autores reportam uma atividade de
inducdo 6ssea inconsistente. Os aloenxertos sdo materiais congelados e
frescos que apds implantados sofrem grande absorc¢&o e produzem forte
resposta antigénica, além da possibilidade de transmissdo de doengas
infecciosas ndo detectadas. Com isso torna-se limitado o uso deste
material (Costa, 2009).

O PRP ¢é uma concentracdo autdloga de plaguetas humanas em
um pequeno volume de plasma (Marx, 2004). Ha estudos que
documentam que as plaguetas contém ao menos 7 fatores de
crescimento envolvidos no reparo da ferida: 3 isdmeros de PDGF (fator
de crescimento derivado da plaqueta), 2 fatores de crescimento beta
(TGF-B), um fator de crescimento endotelia e um fator de crescimento
epitelial. Além disso, o PRP contém 3 proteinas que agem como
moléculas de adesdo celular para a osteoconducdo e como uma matriz
para 0 0ss0, tecido conjuntivo e migracdo epitelial. Sao essas proteinas
afibrina, fibronectina e vitronectina. Devido a estas propriedades o PRP
encontra indicagdo em enxertos ésseos, também como uso associado a
substitutos 0sseos, aplicagcbes em tecidos moles, como em areas
doadoras de pele e &reas receptoras, entre outras (Marx, 2004).
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O processamento deste material, apesar de necessitar de alguns
cuidados, é smples. centrifugacdo do sangue coletado. Um dos
cuidados é a concentragdo de plaguetas no PRP (Marx, 2004). Acredita-
se que € necessario 4 ou 5 vezes a concentrago de plaguetas autdgenas
para liberar quantidades significativas de fatores de crescimento para
auxiliar na cicatrizagdo 6ssea (Mooren et al., 2007). Por ser um material
aut6logo, o PRP é livre de preocupactes sobre doencas transmissiveis e
por isso é bem aceito pelos pacientes. Além do mais, ndo induz reacdo
antigénica (Marx, 2004).

Marx e colaboradores (1998) realizaram um estudo em 88
pacientes que iriam fazer enxerto de osso medular em defeitos
mandibulares continuos de 5cm ou mais devido a extirpagdo por tumor
maligno ou benigno, sem tratamento prévio com radioterapia. Foram
criados dois grupos, onde um recebeu o enxerto e aplicagdo de 6 mL de
PRP com 1mL de cloreto de metileno/mistura de trombina de calcio e o
outro recebeu apenas 0 enxerto. Radiografias panorémicas foram
realizadas 2, 4 e 6 meses apds a cirurgia. Aos 2 e 4 meses, 0s enxertos
sem adicdo de PRP foram avaliados como abaixo da sua maturidade
real e aos 6 meses em/ou apenas a frente da maturidade real do enxerto.
J& os enxertos com adicOes de PRP foram avaliados em/ou ligeiramente
superior a duas vezes a sua maturidade real (Marx et al., 1998).

Além disso, realizou-se analise com anticorpo monoclonal em
uma amostra das plaquetas que seriam aplicadas. A andlise revelou
presenca intensa de PDGF e TGF-f no material, 0 que confirma a
presenca destes fatores de crescimento na preparagdo do PRP. A mesma
andlise foi realizada em uma amostra do enxerto que seria utilizado e
revelou presenca de receptores celulares nos vasos sanguineos e em
menor nimero na superficie trabecular endosteal do 0sso esponjoso
para os fatores de crescimento citados (Marx et al., 1998).

Apbs 6 meses da cirurgia, uma avaliagdo histomorfométrica
indicou que os enxertos 6sseos com adicdo de PRP demonstraram maior
densidade dssea trabecular do que enxertos 6sseos sem PRP, sugerindo
gue a adicdo de PRP acelera ataxa e o grau de formagdo Gssea em um
enxerto 6sseo, pelo menos nos primeiros 6 meses (Marx et al., 1998).

Apesar das evidéncias cientificas positivas sobre os substitutos
0sseos, as limitagbes existentes impulsionam a busca pelo material
ideal. Atuamente, com o advento da bioengenharia tecidual sob a
perspectiva da utilizacgo de células-tronco, novas expectativas surgem
no gue tange a regeneracao 6ssea (Costa, 2009).
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Pesquisas com células-tronco tém recebido consideravel atencdo
desde que se descobriu que as células-tronco adultas tém capacidade de
formar diferentes tipos de tecidos (Shilpa et al., 2013). Isto porque se
acredita num importante papel a ser desempenhado futuramente por
estas células no tratamento de desordens médicas e odontol égicas.

A célulatronco é definida como uma célula que tem a habilidade
de sedividir e sereplicar continuamente, ou produzir células que podem
se diferenciar em outros tipos de células, e podem ser classificadas em
dois grandes grupos: célula-tronco embrionéria e célula-tronco adulta.
A primeira é derivada da massa celular interna do blastocisto e pode se
desenvolver em quase todos os tecidos, contudo apresenta questdes
técnicas e éticas. A segunda encontra-se presente nos tecidos adultos e
tem habilidade limitada em se proliferar, e sdo divididas em Células-
Tronco Hematopoiéticas e Células-Tronco Mesenquimais, de acordo
com a sua origem (Shilpa et al., 2013). Ha ainda outra classificacdo
segundo o potenciad de diferenciacdo em outros tipos celulares:
totipotente (capazes de dar origem a todas as células do organismo,
além dos anexos embrionarios), pluripotente (origina todos os tipos
celulares que constituem o individuo, mas n&o origina 0s anexos
embriondrios), ambas de origem embriondria e, multipotente,
oligopotente ou unipotente, de origem de tecidos adultos, podendo
formar apenas determinadas linhagens celulares (Wagers, Weissman,
2004).

A utilizacdo de célulastronco adultas pode ser uma via
alternativa promissora a utilizagdo das células-tronco embriondrias, uma
vez que sdo consideradas uma importante fonte de células-tronco e
podem ser obtidas do paciente eliminando o risco de rejeicdo. Além
disso, eliminam-se os entraves éticos da utilizacdo de células-tronco
embrionérias, como o paradigma do inicio da vida ou da fata de
conhecimento sobre seu comportamento dentro de um organismo ja
formado (Duarte, 2013).

Quando induzidas in vitro ou in vivo, essas células possuem a
capacidade de se auto-renovar e de se diferenciar em determinadas
células. Estas células podem ser obtidas de diversos tecidos, como
medula 6ssea, tecido adiposo, polpa de dente, musculo, entre outros.
Devido & sua facil obtencdo e possibilidade de cultivo, surgem diversas
possibilidades para 0 seu uso na medicina regenerativa, especialmente
por apresentar a vantagem de imunocompatibilidade das células
autélogas (Costa, 2009).
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No campo da Odontologia, a descoberta de células-tronco na
polpa de dentes permanentes e deciduos levantou a possibilidade de
utiliza-las para a engenharia de tecidos e tratamento de doengas como
periodontite, carie dental, perdas dsseas, entre outras (Cordeiro et al.,
2008). Estas células podem ser isoladas de diferentes partes do dente.
Atuamente, € redlizado o seu isolamento a partir de células
mesenquimais da polpa de dente deciduo e permanente, células
encontradas na papila apical, no foliculo dentério e no ligamento
periodontal (Shilpaet al., 2013).

As células de origem dentaria possuem caracteristicas de células-
tronco mesenguimais e seus grupos apresentam capacidade distinta para
a diferenciacdo celular. Sabe-se que as células da polpa de dentes
deciduos tém maiores taxas de proliferacdo celular quando comparada
as células da polpa de dente permanente (Shilpa et al., 2013).

Estas células tém potencial osteogénico (Y amada et al., 2010a),
portanto podem formar 0sso in vivo, tém capacidade de regeneracdo
pulpar (Cordeiro et al., 2007), podem diferenciar-se em odontoblasto e
produzir dentina, além de ter a capacidade de gerar neurdnios e secretar
fatores neurotroficos, e com isso surgem possibilidades de tratamento
de doencas neurodegenerativas e reparo de neurdnios motores. (Shilpa
et al., 2013).

Cordeiro et al (2008) realizou um trabalho onde foi implantado
em tecido subcutdneo de camundongos imunodeficientes fatias de
dentes extraidos em que a por¢do correspondente a camara pulpar foi
preenchida com um arcabouco biodegradavel e células-tronco da polpa
de dentes deciduos. O estudo avaliou as caracteristicas morfol dgicas do
tecido formado apds a implantagdo do dente com o arcabougo e células.
Os resultados apontam que apds um periodo de 14-28 dias o tecido
formado lembra uma polpa normal, com caracteristicas morfol dgicas
similares (Cordeiro et al., 2008).

Costa (2009) redlizou um trabalho em que comparou a
regeneracdo de defeitos Gsseos produzidos em calvaria de ratos. Dois
defeitos foram realizados na calota craniana de cada animal. Em um
deles aplicou-se membrana coldgena juntamente com células-tronco da
polpa de dente deciduo (grupo experimental) e no outro apenas
membrana colagena foi aplicada (grupo controle). Os animais foram
divididos em grupos e eutanasiados ap6s 7, 21, 30 e 60 dias de pos-
operatério para andlise histolégica. Aos 7 dias observou-se no grupo
controle que o defeito estava preenchido por tecido conjuntivo denso,
restos da membrana coladgena e processo inflamatério difuso, ja no
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grupo experimental 0 mesmo cenario foi observado porém sem
remanescentes da membrana coldgena. Aos 21 dias ambos 0s grupos
apresentaram tecido dsseo cortical imaturo e tecido de granulacéo,
porém o grupo experimental apresentou-se ligeiramente mais maduro e
com menor quantidade de tecido de granulagdo. No grupo de 30 dias, a
regeneracdo estava avancada com preenchimento total dos defeitos por
tecido Gsseo. No defeito que recebeu apenas a membrana colagena
observou-se tecido de granulagdo, enquanto que no defeito que recebeu
membrana coldgena e células-tronco o tecido 6sse0 se mostrou mais
denso e maduro. No grupo de 60 dias o defeito craniano estava
aparentemente regenerado em ambos 0s grupos, porém no grupo
experimental observou-se tecido dsseo mais organizado e maduro
(Costa, 2009).

Este estudo ainda realizou no grupo de 60 dias de pds-operatério
a extracdo do DNA humano para verificar a presenca de células
humanas no osso formado. A amplificacdo do DNA utilizando primers
gque amplificam especificamente genes humanos foi obtida com sucesso
apenas com o material derivado do defeito 6sseo que recebeu membrana
colagena associada as células-tronco. No defeito 6sseo que recebeu
apenas a membrana colagena, a amplificacdo do DNA obteve somente
primers especificos para ratos (Costa, 2009).

Atualmente, no ambito da engenharia e regeneracdo tecidual, o
Laboratério de Células-Tronco e Regeneracdo Tecidual (LACERT),
juntamente com o Laboratério de Bioengenharia de Tecidos Dentérios
(LABITED), tém realizado pesquisas no campo da engenharia de
tecidos. O trabalho realizado por Coura (2007) avaliou o ligamento
periodontal humano como um nicho de célulastronco com
caracteristicas da crista neural. Segundo seus resultados, o ligamento
periodontal humano possui células que apresentaram marcadores de
célulastronco da crista neural, e células com capacidade de
diferenciagdo em derivados mesodermais e neurais (Coura, 2007).

Polli (2011) realizou uma pesquisa cujo objetivo foi a avaliagdo
in vitro da polpa dentaria como um nicho de células-tronco derivadas da
crista neural e a caracteristica mesenquima destas células. Os
resultados sugerem que as células utilizadas neste trabalho sfo células-
tronco mesenquimais devido & observagdo da caracterizagdo das células
da polpa dentéria através da diferenciacéo para o fenétipo mesodermal
(ostedeito, adipécito e cdlula de musculo liso). Além disso, obteve
resultado positivo para aguns marcadores de células-tronco
embriondrias (OCT4) e de célulastronco da crista neural (Snall,
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Nestina), e negativas para outros (Nanog; p75 e SOX 10) avaliados por
RT-PCR eimunocitoquimica (Polli, 2011).

Duarte (2013) se prop6s a estudar as caracteristicas das células-
tronco da polpa dentaria analisando 0 seu potencia multipotente
durante as fases de desenvolvimento de ratos (in vivo) e em cultivo de
células-tronco da pol pa dentéria humana (in vitro) (Duarte, 2013).

Entre as andlises redlizadas, destacou-se a procura pela presenca
de marcadores caracteristicos de células da crista neural in vivo e in
vitro. Os resultados obtidos no estudo in vivo sugerem que as células da
polpa dentéria de ratos expressam as proteinas caracteristicas de
células-tronco pluripotentes e achados de marcadores de células da
crista neural sugerem que a polpa dentéria de ratos podem se manter em
estado multipotente por todo o seu desenvolvimento até a idade adulta.
O resultado da pesquisa in vitro observou expressdo génica positiva
para marcadores de células pluripotentes e da crista neural nas células-
tronco da polpa dentéria humana sugerindo que as mesmas contém
células-tronco ou células progenitoras multipotentes (Duarte, 2013).

Foi redizado também andlises imunofenctipicas em unidades
formadoras de colénias nas células-tronco da polpa denta humana.
Observou-se células positivas para marcadores que caracterizam
derivados ectodermais e células positivas para marcadores de derivados
mesodermais em uma mesma coldnia. Esse resultado demonstra que as
células da polpa dentéria apresentam potencial ectomesenquimal nafase
adulta, o que esta de acordo com a origem das células da polpa dentaria
pela crista neural. Além disso, demonstra que essas células mantém o
potencial ectomesenquimal ao longo do desenvolvimento dentario
(Duarte, 2013).

Diante destas premissas e dos resultados encontrados pelo
LACERT em colaboragdo com o LABITED, o presente estudo se
propds a verificar o potencial das células-tronco da polpa de dentes
permanentes humanos em regenerar defeitos 6sseos induzidos em
mandibulas de ratosin vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar a capacidade das células-tronco da polpa de dentes
permanentes humanos em regenerar defeitos 6sseos induzidos em
mandibulas de ratos, in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

- Estabelecer a cultura priméria de células da polpa de dentes
permanentes humanos;

- Padronizar o protocolo de inducdo de defeito dsseo na
mandibula de ratos para estudos de regeneragdo 0sses;

- Descrever, témporo-espacialmente, o processo de regeneracéo
Ossea alcancada pelas DPSCs;

- Quantificar e comparar a neoformacdo Gssea no processo de
regeneracdo com e sem o uso das DPSCs;
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4. METODOLOGIA

4.1 Questfes éticas

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (CEPSH) da Universidade Federal de Santa
Catarina (projeto 16932913.8.0000.0121) (Anexo 1) e pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo PP0848 (Oficio n°
114/CEUA/PROPESQ/2013) (Anexo 2).

4.2 ColetaeCulturadas DPSCs

A obtencdo dos dentes permanentes ocorreu através da doagdo de
terceiros molares higidos extraidos na clinica do Centro de
Especialidades Odontolégicas, na Universidade Federal de Santa
Catarina, apos ler e esclarecer o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A) e se obter a assinatura do mesmo.

No total, oito dentes foram obtidos, cada um de um paciente.
Contudo, foram utilizadas as DPSCs provenientes da cultura de apenas
um dente, de forma a evitar possiveis discrepancias na neoformacéo
Ossea.

Para a coleta da polpa dental, ap6s extracdo o dente foi
armazenado em um tubo Falcon contendo meio a-MEM suplementado
com 20% de SFB. Com o auxilio de uma pinca clinica, despejou-se
sobre o dente PBS 1x. O elemento dental foi apreendido com os dedos e
com uma broca cilindrica em alta rotagdo, sob refrigeracdo com agua
destilada, realizou-se um sulco no sentido transversal sobre o limite
amelocementario, aprofundando todo o didmetro da broca. Uma
espétula lecron foi pressionada contra o sulco realizado para seccionar o
dente. Com uma cureta periodontal, a polpa dental foi coletada e
permaneceu armazenada em um tubo Falcon contendo meio nutritivo o-
MEM com 20% de SFB (Figura 1).
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Figura 1. Coleta da polpa
regido amelo-cementéria; (B): clivagem do dente com espétula lecron;
(C): polpa exposta apds clivagem; (D): remocao da polpa para cultura.

Para o isolamento e expansao das DPSCs todos os procedimentos
foram realizados em um fluxo laminar. Descartou-se 0 meio nutritivo
no qual a polpa se encontrava e adicionou-se 1mL da enzima
colagenase | e 1mL de dispase para promover a dissociagdo celular.
Durante este processo, 0 tubo permaneceu armazenado em estufa Umida
& 37C° e 5% CO? por uma hora, e recebeu leve agitagdo manual a cada
20 minutos. A solucdo enzimética foi neutralizada com 4mL de PBS 1x
com 5% SFB. O tubo foi submetido a centrifugagdo por 5min a 1200
rpm.

O sobrenadante foi descartado e ao remanescente foi adicionado
1 m de meo o-MEM suplementado com 20% de SBF para
resuspender o precipitado. Com uma peneira Cell Strainer de 40 um de
didmetro, sobre um tubo Falcon, foi realizada a filtragem, adicionado ao
filtrado 8mL de a-MEM suplementado com 20% SFB, e o conteldo
transferido com o auxilio de uma pipeta de 10.000 uL em duas garrafas
de cultura de 25 cm?. Nas garrafas de cultura se anotou: tipo de célula,
nimero da amostra, passagem, data e nome do pesquisador. As garrafas
permaneceram em estufa Umida a 37°Ce5%de CO..

O meio a-MEM com 20% de SFB foi trocado a cada 3 dias, onde
0 novo meio foi previamente aquecido em banho Maria para ficar em
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temperatura ambiente e ndo provocar choque térmico. Para a troca do
meio, 2 mL da solugdo contida na garrafa de cultura foram removidos e
se acrescentou 2mL do meio.

Quando a garrafa de cultura atingiu aproximadamente 90% de
confluéncia, realizou-se o repique. Para isso, os 4mL do meio contidos
na garrafa foram descartados, as células lavadas com 2mL de PBS 1x
por 3 vezes e 1 mL da enzima tripsina 0,25% foi adicionado e a cultura
armazenada na estufa Umida por 1 minuto. Com o auxilio de um
microscopio com luz invertida, avaliou-se a dissociacéo das células da
garrafa de cultura. Foi adicionado 1mL de a-MEM com 15% SFB e
toda a solugdo foi transferida para um tubo Falcon 15mL que foi
centrifugado por 5min a 1200 rpm. Descartou-se 0 sobrenadante e o
precipitado foi ressuspenso com 1mL de a-MEM com 15% SFB.

Em seguida, realizou-se a contagem celular. Para isso, foi
coletado 10 uL do contetido do tubo Falcon e despejado sobre a cAmara
de Neubauer. A férmula utilizada na contagem celular foi: soma de 4
areas de igual tamanho dividido por 4 e o resultado multiplicado por
10.000.

Apbs a contagem, as células foram plaqueadas. Com uma pipeta
coletou-se uma quantidade da cultura que continha cerca de 100-150
mil células e o contelido foi colocado em uma nova garrafa de cultura
de 25cm? com 4mL de SFB. A garrafa permaneceu armazenada em
estufa Umida a 37°C e 5% de CO,, e atroca do meio redizada a cada
trésdias.

4.3 Armazenamento das DPSCs

Para 0 armazenamento em longo prazo das células, utilizou-se o
nitrogénio liquido. Paraisto, preparou-se anteci padamente solucdo SBF
com 5% de DMSO e se armazenou em geladeira. O meio de nutricdo
contido na garrafa de cultura foi descartado e as células lavadas 3 vezes
com PBS 1x. Em seguida, foi adicionado 1mL de tripsina 0,25% que
agiu por 1 minuto em estufa tmida a 37°C e 5% de CO,, e 1ImL de meio
a-MEM suplementado com 15% de SBF foi adicionado e a solugéo
transferida para um tubo Falcon. Este foi centrifugado por 5min a 1200
rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido com 1
ml de SFB 5% e DMSO. 1mL desta solugdo, que contém cerca de 1
milhdo de células, foi colocada em um tubo de criocongelamento e
permaneceu armazenado no freezer & -80°C por 12 horas. Em seguida
os tubos foram transferidos para o nitrogénio liquido (-196°C).
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Quando foi necessaria a utilizacBo das células, estas foram
descongeladas dois dias antes do uso para que ndo houvesse estresse.

Previamente ao descongelamento, foi preparado meio a-MEM
suplementado com 15% de SBF e aguecido em banho Maria para
alcancar a temperatura ambiente (em torno de 37°C). Retirou-se o tubo
de criocongelamento do nitrogénio liquido e rapidamente foi levado
para a sala de cultura. Foi adicionado 1mL do meio o-MEM
suplementado com 15% de SBF para descongelar as células. Em
seguida, o conteido do tubo de criocongelamento foi transferido com
uma pipeta para um tubo Falcon de 15mL que recebeu 9mL do meio o-
MEM suplementado com 15% de SBF-.

O tubo foi centrifugado a 1200 rpm por 5minutos, o sobrenadante
descartado e o precipitado recebeu 1 ml de a-MEM suplementado com
15% de SFB. O contelido deste tubo Falcon foi plagueado em seis
garrafas de 25cm?, que permaneceram armazenadas em estufa (imida a
37°C e 5% de CO,.

4.4 Avaliacéo das DPSCs

Para confirmar o fenétipo de célula-tronco mesenquimal das
células utilizadas neste trabalho realizou-se: andlise morfolgica em
microscopia de contraste; teste de citometria de fluxo para os
marcadores de célulastronco mesenquimais CD105, CD90 e CD73;
ensaio de imunocitoquimica para 0s marcadores de células
indiferenciadas Nanog e Sox2; e uso de meios indutivos de
diferenciagcdo para os fendtipos adipociticos, osteocitico e condrocitico
seguido de coloragdo celular.

A andlise do fen6tipo mesenquimal in vitro foi realizada com
as células das passagens de 1-5. Foram feitas aliquotas em tubos de
citometria de fluxo com 100.000 céulas cada e acrescidas com 0s
anticorpos conjugados a fluorocromos:. anti-CD105, anti-CD73 e anti-
CD90 para a leitura de citometria de fluxo. Os dados foram analisados
pelo programa Flow Jo para a geragao de histogramas e gréficos.

Através do ensaio de imunocitoquimica foram analisados os
marcadores de células indiferenciadas. Nanog e Sox 2. Para a
realizacdo do ensaio de imunocitoquimica as culturas foram fixadas
com paraformaldeido 4% e incubadas com anticorpos primarios
especificos, descritos na tabela abaixo. Em seguida foram realizadas
incubagBes com os anticorpos secundérios Alexa 488 ou 594. Para a
observacdo dos nucleos foi utilizado o corante fluorescente DAPI em
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microscopio epifluorescente (Olympus IX71) e fotografadas em camera
Olympus DP71.

DO Anticorpo primario Anticorpo secundario
Nanog IgG Coelho Nanog Anti  IgG camundongo -
conjugado a Alexa 594
Sox-2 IgG Camundongo Anti 1gG coelho — conjugado
aAlexa 488

Tabela 2: Anticorpos primérios e secundarios utilizados nas reagdes
imunocitoquimicas.

Todo o procedimento de cultura, armazenamento e andise das
células foi realizado no Laboratério de Céulas-Tronco e Regeneracdo
Tecidua LACERT, sob responsabilidade da Professora Dra. Andréa
Goncgalves Trentin, sendo os experimentos realizados pela aluna de
iniciagdo cientifica Priscilla Barros Delben , colaboradores deste projeto
de pesquisa.

4.5 Aplicacdo das células no defeito 6sseo

Para cada defeito 6sseo que recebeu aplicagdo de DPSCs foi
necessario a utilizaco de uma garrafa de cultura celular de 25 cm? com
90% de confluéncia contendo aproximadamente 1,8x10° células. Para o
defeito 6sseo foram utilizadas 1,5x10° células e as células
remanescentes (aproximadamente 3x10°) foram utilizadas para verificar
sua viabilidade ap6s 0 uso nacirurgia.

No momento do uso das células, 0 meio contido na garrafa foi
descartado, as células lavadas 3 vezes com PBS 1X e 1mL de tripsina
foi adicionado por 1 minuto a 37°C e em seguida neutralizada pela
incorporacdo de 4mL de meio a-Mem com 15% SFB. O contetdo da
garrafa foi transferido em tubo Falcon 15mL e centrifugado a 1200 rpm
por 5minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
com 1mL de PBS 1x. O tubo foi novamente centrifugado a 1200 rpm
por 5 minutos, o sobrenadante descartado e o pellet aplicado no defeito
0sseo com o auxilio de uma pipeta de 100 pl.

As células remanescentes foram submetidas a testes de
viabilidade celular. Para isso, estas células foram semeadas em placas
de 96 pogos para tratamento com MTT, um sa reduzido nas
mitocdndrias ativas e assim, aterando sua coloracdo para andlise de
absorbancia em espectrofotébmetro. Além disso, uma parte das células
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remanescentes foi cultivada em meio de diferenciagdo osteogénica e
mantida nesta condic¢do por 22 dias.

4.6 Protocolo cirurgico

Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos, com 2 meses de idade,
de aproximadamente 250 gramas. Os animais foram submetidos a
anestesia geral, na qual se utilizou cloridrato de ketamina 5% e xilazina
2% injetados na cavidade peritoneal (0,3mi/100g). O anima foi
colocado em decubito dorsal e estabilizado na mesa cirdrgica com o
auxilio de elasticos que fixaram os membros superiores e inferiores a
mesa. Redlizou-se a antissepsia extra e intrabucal com uma gaze
embebida em &cool iodado. Para a confeccdo do defeito Gsseo, uma
incisdo foi realizada com uma I&mina de bisturi nimero 15 em mucosa
aveolar abaixo do primeiro molar inferior. A divulsdo dos tecidos
moles e do periésteo foi redlizada com uma espétula de insercéo de
resina composta. Afastadores de metais adaptados a cavidade bucal dos
animais foram utilizados para a exposi¢ao do tecido 6sseo.

Nos animais que seriam submetidos & andlise de microscopia
eletrénica de varredura utilizou-se uma broca esférica de 1mm de
didmetro, em baixa rotacdo, sob irrigacdo de soro fisioldgico, para
realizar o defeito 6sseo na atura da raiz disto vestibular do primeiro
molar inferior, aprofundando toda a ponta ativa da broca (1mm). Ja nos
animais que seriam submetidos a andlise histolégica e de medicédo da
area de 0sso neoformado, utilizou-se a mesma broca, contudo o defeito
produzido foi alongado para mesial atingindo dimensdes finais de: 1mm
de dtura e profundidade e 3mm de comprimento (Figura 2 e 3). Foram
utilizados protocolos diferentes para facilitar a obtencéo dos cortes em
parafina. No lado direito (experimental, Tto), o fio de sutura Catgut 4-0
foi transpassado pela gengiva nos bordos da incisdo, e antes de
completar a sutura, as margens da incisdo foram afastadas para expor o
defeito Gsseo.



45

12 mi 12 mi
@ Defeito b
D M
) L
vestibular
A B

Figura 2: Desenho demonstrativo do defeito 6sseo confeccionado.
(A): Vista vestibular da mandibula; tracado verde demonstra a posicéo
e tamanho do defeito para andlise em MEV; tragado vermelho para
andlise histologica e medicéo de area de 0sso neoformado. (B) Vista
mesial da mandibula. D: distal; M: mesial; 1° MI: 1° molar inferior;
V:vestibular; L: lingual.
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Figura 3: Confeccdo do defeito 6sseo. (A): Exposi¢do do tecido 0sseo
na regido do primeiro molar inferior; (B): Broca esférica em baixa
rotacdo em posicdo para redizacdo do defeito dsseo; (C): mandibula
dissecada mostrando posi¢do do defeito e seu tamanho compativel com
o didmetro da broca no caso de MEV. Quando para andlise histolégico
0 defeito foi alongado paraadistal.

Cones de papdl estéreis foram utilizados para secar 0 defeito 6sseo e
em seguida aplicar as células (aproximadamente 1.000.000 de células)
com uma pipeta de 100 pl. Apds a aplicacdo das céulas, a sutura foi
finalizada. No lado esguerdo ndo houve a aplicacdo das células, sendo
realizada a sutura ap6s a realizacdo do defeito 6sseo (Figura 4).

2
Figura 4. Aplicacdo das DPSCs e sutura. (A) DPSCs sendo aplicadas
com auxilio da pipeta de 100ul; (B) sutura finalizada.
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4.7 Coleta, processamento e analise das amostras para MEV

Foram utilizados 10 animais para a analise em MEV. Para a coleta
do material, os animais foram separados em trés grupos de observacao: 7,
14 e 28 dias de pods-operatorio contendo 3 animais cada grupo; 1 animal
sobressalente foi utilizado como tempo zero. Para a eutanasia, 0s animais
receberam sobre-dosagem anestésica. As hemimandibula direita e
esquerda foram coletadas e 0 excesso de tecido mole aderido ao 0sso foi
removido com uma lamina de bisturi nimero 15. A peca cirlrgica
permaneceu submersa em hipoclorito de sodio 1% por 6 horas, e em
seguida foi hidratada em soro fisiolégico por 1 hora. A desidratacdo da
peca ocorreu com sua imersdo em uma sequéncia crescente de etanol,
iniciando com 30% e finalizando com dois banhos de 100% por 30
minutos cada. A amostra manteve-se em temperatura ambiente para secar.

A amostra foi reduzida a regido mésio-distal do primeiro molar
inferior e um pincel artistico nimero 12 damarca Tigre e jato de ar sobre
a supeficie da amostra foram aplicados para remover residuos
provenientes da reducdo. Em seguida realizou-se 0 processamento para
andlise em MEV JEOL JSM-6390LV (Jeol Ltd, Tokyo, Japan). As
amostras foram fixadas no suporte com a superficie vestibular do
processo alveolar voltada para o campo de captura, de forma a analisar
todo o didmetro do defeito Gsseo. Capturou-se uma imagem com Vvisao
total do defeito Gsseo em cada amostra (Figura 5).

As amostras tiveram sua identificagdo mascarada de forma que a
captura e andlise fossem realizadas por um examinador cegado quanto ao
grupo a que cada uma pertence. Na avaliagdo foi redlizada andlise
descritiva do processo de regeneracdo dssea em cada grupo, levando em
consideracdo o defeito dsseo, a qualidade do 0sso neoformado e o padrao
de deposicdo dssea.
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Figura 5: Amostras para MEV. Amostras de mandibulas apés o
processamento para MEV, fixadas no suporte e metalizadas.

4.8 Coleta, processamento e andlise histolégicas das amostras
incluidas em parafina

Seguindo os pardmetros da avaliagdo em MEV, 10 animais foram
utilizados e separados em trés grupos de observagdo: 7, 14 e 28 dias de
pds-operatdrio, com 3 animais cada grupo, € um animal sobressalente
foi o tempo zero. O protocolo cirdrgico e de coletafoi 0 mesmo descrito
anteriormente.

Apbs a coleta das hemimandibulas direita e esquerda, o tecido
mole adjacente foi preservado e a peca cirlrgica foi fixada em formol
10% por 24 horas. As amostras foram desmineralizadas em EDTA
4,13% por 3 meses e 20 dias, sob agitacdo e com trocas de EDTA a
cada 3 dias. Em seguida, as amostras foram processadas para inclusdo
em parafina, cortes semi-seriados de 3um foram obtidos e as [aminas
coradas com Hematoxilina e Eosina. As laminas tiveram sua
identificac8o mascarada e foram capturadas fotomicrografias da area do
defeito 6sseo. Os defeitos Gsseos foram analisados e descritos.

A andlise da érea de osso neoformado foi realizado as cegas, por
um examinador previamente calibrado, através de uma grade de
contagem quadricular, criada no programa Power Point. Cada quadrado
(evento) possuia uma area minima de 0,5x0,5cm, permitindo uma
contagem minuciosa da &rea de interesse. O perimetro da area de
interesse foi padronizado para todas as amostras estando delimitado por
uma elipse, tendo uma contagem de 1540 eventos na é&rea total. Os
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eventos que continham mais de 50% de sua érea preenchida por tecido
Osseo foram contados, os eventos que continham o tragcado da €elipse
sobre sua &rea foram desprezados. Andlise de porcentagem foi realizada
para quantificar a neoformacdo Ossea. Para a andlise estatistica dos
resultados foi aplicado o teste T, com significanciade 0,05. (Figura 6)

i':'i'dij'r'é{'é:' Gradede co tagem da ar ea de osso neoformado. Elipse '
verde corresponde a &reatotal considerada na contagem.
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5. RESULTADOS
5.1 Padronizacgéo da Cultura das DPSCs

Apbs a coleta das polpas dentérias, procedeu-se a cultura,
padronizacdo e testes experimentais das células no laboratorio de
CélulasTronco e Regeneracdo Tecidua (LACERT). As céulas
apresentaram aderéncia ao plastico e morfologia fibroblastéide tipicas
de células-tronco mesenquimais (Figura 7).

Figura 7: Andlise morfolégica das células derivadas da polpa
dentaria humana. Células fibroblastéide aderidas ao substrato plastico
dagarrafa de cultura. Fotografia de microscopia de contraste de fase.

Os resultados obtidos pelos testes de imunofluorescéncia por
citometria de fluxo mostraram que as células expressaram em conjunto
0s marcadores de células estromais mesenquimais CD73, CD90 e
CD105 (Figura8 e Tabela 2).
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Figura 8: Representacdo em histogramas do perfil imunofenotipico
de uma populacdo celular. Gate da populacdo celular analisada (A) de
cultura representativa para os marcadores de superficie CD73-PE (B) e
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CD90-FITC (C) e CD105 PercP (D)

Tabela 2: Caracterizacdo Imunofenctipica de Céulas-Tronco
Mesenquimais da Polpa Dentaria Humana em passagens 4 a 6.
Valores obtidos para cada passagem transformados em valor médio,
visto que ndo houve diferenca significativa entres as passagens
analisadas.

Passagem
Marcador 4 5 6 Média Resultado
CD73 996 998 997 997 +
CD90 996 997 998 997 +
CD105 668,5 990 890 882,5 +

O ensaio de imunocitoquimica realizado para os marcadores de
células indiferenciadas Nanog e Sox 2 revelou a presenca destes
marcadores nas DPSCs utilizadas neste trabalho.

Além disto, o potencial de diferenciacéo celular para os fenétipos
adipociticos, ostedcitos e condrociticos foi confirmado ap6s o uso de
meios indutivos de diferenciagdo e coloragdo celular com Oil Red,
Alizarin Red e Alcian Blue, respectivamente (Figura 9).

A ; ‘ e L t‘:‘:_h}_jﬁ- - & s, 3
Figura 9: Diferenciacdo das células derivadas da polpa dentaria
humana cultivadas em meios indutivos adipogénico, osteogénico e
condrogénico e fixadas com paraformaldeido 4%. (A) Células
cultivadas em meio de cultura adipogénico e coradas com Oil Red para
visualizacgo de l6culos de lipidos em vermelho. (B) Céulas cultivadas
em meio de cultura osteogénico tendo sua matriz extracelular coradaem
vermelho com Alizarin Red. (C) Células cultivadas em meio de cultura
condrogénico tendo sua matriz extracelular corada com Alcian Blue
setas vermel has indicam condrécitos diferenciados.
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Por fim, andlise do MTT demonstrou que as células estavam
vidveis no momento da sua aplicagdo in vivo, confirmando a
utilizagdo de célulastronco mesenquimais do tecido de polpa
dentaria humana viaveis no presente trabalho (Figura 10). Foi
avaliada também a capacidade de diferenciagcdo osteogénica nas células
sobreviventes ao processo de aplicagdo in vivo (Figura 11).

Atividade mitocendrial

=3 Caontrole
0 Bl Calulas Sohrevivenies

Absarwancia {nm}

G
lomentos de andlise da atividade mitocondral

Figura 10. Atividade mitocondrial de célulastronco da polpa
dentéria humana de células mantidas em estufa e sobreviventes ao
processo de aplicacdo in vivo. Conversdo do MTT em cristais de
formazan em culturas de células-tronco mesenquimais isoladas da polpa
dentaria humana. Teste realizado com n=3, Anova. Programa utilizado
Graphpad Prism versio 5.0.

Figura 11. Diferenciacdo das céulas derivadas da polpa dentaria
humana sobreviventes do processo de aplicagédo in vivo seguido de
tratamento com meio osteogénico e fixadas com paraformaldeido
4%. Células cultivadas em meio de cultura osteogénico tendo sua
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matriz extracelular corada em vermelho com Alizarin Red.

5.2 Andlise dasamostras para MEV

Um animal foi submetido a cirurgia para a realizagdo do defeito
Osseo0 mandibular e sacrificado apds o procedimento cirdrgico para
coleta da amostra de tempo zero, utilizada para estabelecer os critérios
de avaliacdo da formagdo Ossea nos animais dos demais grupos. Sua
andlise exibiu um defeito 6sseo circular, bem delimitado, de
aproximadamente 1mm de diémetro, localizado na porgéo distal do
1°molar inferior.

O grupo tratado (Tto) e ndo tratado (ST) exibiram na andlise
realizada aos 7 dias pés cirurgia defeitos mandibulares com margens
regulares e peguena quantidade de tecido 0sse0 esponjoso
neoformado no interior da cavidade. No grupo Ttondo seobservou
reabsorcdo Ossea, enquanto que no ST 50% das amostras tiveram
uma peguena quantidade de osso cortical externo ao defeito reabsorvido
(Figura 12).

Nos grupos de 14 dias de observacdo verificaram-se margens
dos defeitos um pouco irregulares e o padrdo de formagdo Ossease
manteve no interior/fundo da cavidade. No grupo Tto observa-se
formacdo dssea consistente com poucos espagos medulares. Apenas
uma das amostras teve peguena reabsor¢éo de 0sso cortical na margem
externa do defeito. No grupo ST observa-se formagdo de 0sso esponj0so
com espacos medulares bem definidos. Todas as amostras tiveram
peguena reabsorcdo de cortical na margem externa do defeito (Figura
12).

Nos animais de 28 dias de observagdo verificou-se em todas as
amostras tragos das margens do defeito com areas recobertas por 0sso
neoformado, indicando que o padréo de formag&o Gssea se manteve e ao
alcancar a superficie do defeito conectou-se com o 0sso adjacente e foi
recoberto por tecido Gsseo cortical. O grupo Tto obteve 75% de suas
amostras com alguma reabsorcao de 0sso cortical extrinseco ao defeito,
enquanto que no ST este foi observado em 50% das amostras (Figura
12).

Aparentemente ndo houve diferenca morfoldgica expressiva
entre a regeneracdo dos defeitos tratados com DPSCs e os ndo tratados,
havendo o0 mesmo padrdo de formacéo 6ssea no decorrer do tempo para
ambas as amostras.
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Figura 12: Fotomicrografia de MEV das amostras analisadas. 7
dias: inicio do reparo ésseo no tratado e controle, sendo a regeneracao
predominante no fundo da cavidade, bordas externas do defeito
aparecem nitidas, 14 dias: regeneracd0 em curso no tratado e no
controle, havendo diminui¢do da profundidade da cavidade; 28 dias:
regeneracdo avancada no tratado e controle, ndo havendo mais
profundidade na cavidade e ocorrendo fusdo dos seus bordos com o
tecido Gsseo0 neoformado, de aspecto esponjoso. Setas vermelhas
indicam areas de reabsorcao de osso cortical.
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5.3 Andlise Histolégica descritiva e medicdo da area Ossea
neoformada (Hematoxilina e Eosina)

Assim como para a andlise em MEV, um animal foi submetido a
cirurgia para ser o tempo zero daandlise e utilizado para estabelecer
0s critérios de descricdo da formagdo Gssea nos animais dos demais
grupos. Sendo assim, a andlise histolégica desta amostra revelou uma
cavidade vazia, cortical vestibular rompida e o defeito ésseo
abrangendo osso medular até a regido préxima das raizes do 1°
molar inferior (Figura 13).

Figura 13: Fotomicrografia de amostras de tempo zero. (A): regiéo
do defeito em visualizagdo panoramica; (B): maior aumento da area
demarcada em preto em (A); (C): maior aumento da area demarcada em
vermelho em (A). De: defeito 6sseo / Ra: raiz do dente.
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O grupo Tto revelou aos 7 dias de pds-operatério pequena
formacdo Ossea e &reas de inflamagd. Em uma das amostras
observou-se cavidade totalmente preenchida por tecido conjuntivo
degenerado, compativel com inflamag&o. O grupo ST exibiu formagéo
Ossea aparentemente mais avancada, com trabéculas evidentes e
pequenas areas deinflamacdo (Figura 14).

3 a1 4 W i § y O L
Figura 14: Fotomicrografia de amostras de 7 dias de pés
operatério. (A,B,C,D): com o tratamento com DPSCs; (E,F,G,H):
controle. (A): regido do defeito em visualizagdo panorémica; (B): maior
aumento da area demarcada em preto em (A); (C): maior aumento da
area demarcada em vermelho em (A); (D): maior aumento da area
demarcada em (B); (E): regido do defeito em visualizagdo panoramica;
F: maior aumento da &rea demarcada em preto em (E); (G): maior
aumento da area demarcada em vermelho em (E); (H): maior aumento
da dreademarcadaem (F). Ra: raiz do dente/ Ce: células inflamatorias /
ON: 0sso novo / AO: 0sso antigo. Hematoxilina-Eosina.
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Na andlise realizada aos 14 dias pés-cirdrgico averigua-se no
grupo Tto pequena formacdo Ossea com predominio de &reas de
inflamac&o. Apenas uma das amostras exibiu avancada formacdo Gssea
com trabéculas consistentes. J& no grupo ST observa-se formagdo Gssea
mais avancada, com trabéculas Gsseas consistentes e poucas areas de
inflamac&o. Apenas uma amostra apresentou neoformagdo 6ssea menos
avancada e circunscrita por tecido inflamatério (Figura 15).

Figura 15: Fotomicrografia de amostras de 14 dias de pés-operatorio.
(A,B,CD): com o tratamento com DPSCs, (E,F,G,H): controle. (A):
visualizagdo panordmica; (B): maior aumento da &rea demarcada em preto
em (A); (C): maior aumento da area demarcada em vermelho em (A); (D):
maior aumento da area demarcada em (B); (E): regido do defeito em
visualizagdo panoramica; (F): maior aumento da érea demarcada em preto
em (E); (G): maior aumento da &rea demarcada em vermelho em (E); (H):
maior aumento da area demarcada em (F). Ra: raiz do dente / ON: 0sso
novo / AO: 0sso antigo. Hematoxilina-Eosina.
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Aos 28 dias de pbs-operatério, as amostras do grupo Tto e ST
revelaram avancada formagdo Ossea, com predominancia de tecido
0sseo0 neoformado no interior do defeito e adjacente a cortical dssea
rompida no ato cirdrgico, sem tecidos contendo células inflamatérias
(Figura 16).

Figura 16: Fotomicrografia de amostras de 28 dias de pds-operatorio.
(A,B,C): com o tratamento com DPSCs; (D,E,F): controle. (A): regi&o do
defeito em visualizagdo panoramica; (B): maior aumento da éarea
demarcada em preto em (A); (C): maior aumento da area demarcada em
vermelho em (A); (D): regido do defeito em visualizag8o panordmica; (E):
maior aumento da area demarcada em preto em (D); (F): maior aumento da
area demarcada em vermelho em (D); (H): maior aumento da &ea
demarcadaem (F). Ra: raiz do dente. Hematoxilina-Eosina.

A tabela 3 e o gréfico 1 apresentam os resultados para a
contagem de area de neoformagdo 6ssea nos grupos ST e Tto em fungdo
do tempo de observacdo. Embora em 7 dias as amostras ST
apresentarem aparentemente uma formacdo Ossea mais acentuada
quando comparado com Tto, ndo ha diferenca estatistica significativa
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(p=0,13), o mesmo ocorrendo para 14 dias (p=0,91). Em 28 dias este
processo de formagdo dssea alcancou um pico e apresentou-se intenso
tanto ST quanto no Tto, sem haver também diferenca estatistica
significativa (p=0,48). Para o grupo Tto ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os tempos de 7 para 14 dias (p=0,16) e de 14 para 28
dias (p=0,09); entretanto, houve diferenca de 7 para 28 dias (p=0,01). Ja
no grupo ST ndo houve diferenca estatistica entre os tempos
experimentais (7 para 14 dias, p=0,97; 14 para 28 dias, p=0,04; 7 para
28 dias, p=0,11).

Tabela 3: Dados da contagem de ar ea 6ssea neofor mada.

Tratado DPSCs Sem Tratamento
Evento Percentual Evento Percentual
T7.1 246 15,97 545 35,39
T7.2 26 1,69 684 44,42
T7.3 14 0,91 172 11,17
Média 95,33 6,19 467 30,33
T14.1 769 49,94 4 0,26
T14.2 76 4,94 334 21,69
T14.3 745 48,38 1121 72,79
Média 530 34,42 486,33 31,58
T28.1 1084 70,39 651 42,27
T28.2 826 53,64 1137 73,83
T28.3 1044 67,79 448 29,09
Média 984,67 63,94 745,33 48,40
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Neoformacdo d6ssea
—f—Tratado DP5Cs —fl=—52m tratamento
*
53,94
48,40
-
! 14 25

Gréfico 1: Area de neoformacio Gssea para 0s grupos tratados e
sem tratamento em funcdo do tempo de observacdo. (*) diferenca
estatistica significativa, p=0,01; para os demais ndo houve diferenca.
Valores do gréfico expressos em porcentagem.
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6. DISCUSSAO

Anormalidades na quantidade e na qualidade do tecido 6sseo
estéo ligadas a perda éssea, a resisténcia diminuida do esqueleto e ao
risco aumentado de fraturas (Yamada et al., 2014). O campo de
engenharia de tecidos e medicina regenerativa tem explorado a
utilizacdo de células-tronco com perspectivas no tratamento de perdas
Osseas (Yamada et al., 2014). As aplicacdes terapéuticas de células-
tronco mesenquimais (M SCs) tém recebido atencéo ndo apenas pelo seu
potencia de diferenciac&o e auto-renovacdo, mas também devido ao seu
efeito imunossupressivo e imunomodulatério nos linfécitos e outras
células pro-inflamatérias (Di Nicola et al., 2002; Ren et al., 2009).
Estas caracteristicas tém feito das M SCs candidatas a terapia celular em
diversas doencas refratérias, incluindo ossos e articulagBes (Liu et al.,
2014). O presente estudo se propds a avaliar a capacidade das DPSCs
em regenerar defeitos ésseos induzidos em mandibula de ratos,
colocando-se como uma alternativa terapéutica a recuperacdo de tecido
0sse0.

Para a realizac8o deste trabal ho, utilizou-se um modelo de estudo
em que defeitos 6sseos foram produzidos cirurgicamente em
mandibulas de ratos, seguindo o protocolo cirlrgico citado nos
trabalhos de Oliveira e colaboradores (2011) e Ebina e colaboradores
(2009) (Ebina et al., 2009; Maciel-Oliveira, Bradaschia-Correa e Arana-
Chavez, 2011). A cirurgia, o tempo de andlise (7, 14 e 28 dias) e 0
processamento do material foram semelhantes aos dos estudos citados.
A neoformacdo dssea observada em nosso estudo no grupo ST
(controle) foi semelhante ao dos trabal hos destes autores, sendo o tempo
de 28 dias suficiente para avaliar o fechamento do defeito dsseo
confeccionado.

Estudos mostram que as DPSCs sdo facilmente coletadas,
possuem dta capacidade de diferenciagdo celular e interagdo com
biomateriais (Graziano et al., 2008; Yamada et al., 2010b), grande
plasticidade in vivo e in vitro (Caplan, 1991; Gronthos et al., 2000b;
Kerkis et al., 2006; Costa, A. M., 2009), capacidade de regeneracdo de
dentina (lohara et al., 2004), de regeneracdo pulpar (Cordeiro et al.,
2007), de diferenciagdo em osteoblastos e producdo de tecido
mineralizado (Harada et al., 1999; Gronthos et al., 2000b; Harada e
Ohshima, 2004; Graziano et al., 2008; Chadipiralla et al., 2010), além
de apresentarem atividade imunossupressora com grande potencial em
aplicagdes clinicas (Pierdomenico et al., 2005b). Com isso, diversos
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estudos tém utilizado estas células com finalidade no tratamento de
perdas Osseas (Shilpa et al., 2013).

Em nosso estudo realizamos testes para caracterizar o fendtipo
mesenquimal das células. A imunofluorescéncia revelou que as células
expressaram em conjunto 0s marcadores de células mesenquimais
CD73, CD90 e CD105, encontrados também nos estudos realizado por
Chamberlain e colaboradores (2007) e Polli (2011), bem como os
fatores de transcricdo de pluripoténcia Nanog e Sox-2, igualmente
observados nos trabalhos de Duarte (2013), Navabazam e colaboradores
(2013) e Shoi (2014) (Chamberlain et al., 2007; Polli, 2011; Duarte,
2013; Navabazam et al., 2013; Shoi et al., 2014).

Ademais, o potencia de diferenciacdo celular para os fendtipos
adipogénico, osteogénico e condrogénico foram confirmados apds o uso
de meios indutivos de diferenciaco e coloragdo celular com Oil Red,
Alizarin Red e Alcian Blue, respectivamente. Duarte (2013) e Shoi
(2014) verificaram os mesmos fendtipos em seus trabalhos (Duarte,
2013; Shoi et al., 2014), enquanto Zhang (2008) demonstrou o potencial
das DPSCs de diferenciagéo in vivo para 0sso e tecido adiposo (Zhang
et al., 2008).

A andlise morfolégica da cultura de DPSCs revelou células
fibroblastéides aderidas ao substrato pléstico da garrafa de cultura.
Segundo Gronthos et al. (2000) as DPSCs tipicamente possuem esta
morfologia, contudo, diferentes morfologias podem ser observadas nas
colbnias de DPSCs indicando a presenca de diversos progenitores de
populacBes de células-tronco dentro da polpa dental madura (Gronthos
et al., 2000a).

Para verificar a viabilidade das DPSCs utilizadas, uma parte
excedente das células manipuladas para o protocolo cirargico foi
destinada para a andlise do MTT. Esta andlise confirmou que as células
estavam vidveis no momento da sua aplicacdo in vivo, mesmo apds o
estresse do transporte e da manipulagdo cirlrgica. Esta andlise é de
suma importancia visto que o leito receptor possui também células-
tronco proprias que participaréo também do processo de neoformacdo
Ossea. Desta forma, confirma-se que as célulastronco aplicadas
estavam vidveis no momento do uso clinico. Entretanto, vale ressaltar
que € necessario aprofundar este estudo a fim de rastrear as células-
tronco aplicadas, buscando identificar se contribuiram diretamente para
a neoformacdo Ossea, diferenciando-se em osteoblastos, ou de forma
indireta, modulando o meio e as células locais onde foram aplicadas.
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Na andlise histolégica realizada observou-se pegquenas areas de
inflamacdo tanto no grupo controle como no experimental, onde as
DPSCs, de origem humana, foram aplicadas, indicando que ndo houve
resposta imunol égica intensa. O estudo de Pierdomenico (2005) revelou
gue as células-tronco mesenquimais tem potencial imunossupressivo,
também confirmado nos trabalhos de Di Nicola (2002) e Ren (2009),
gque ainda apontaram a capacidade imunomodulatéria destas células
sobre os linfécitos e outras células pré-inflamatérias (Di Nicola et al.,
2002; Pierdomenico et al., 2005a; Ren et al., 2009). Estas séo
caracteristicas importantes que favorecem a aplicagdo clinica das
DPSCs, pois a auséncia de processo inflamatério intenso permite a
formagao de tecido dsseo.

Neste estudo foi redizada andlise em MEV, histoldgica
descritiva e medicdo de &ea de neoformacdo Ossea nos tempos
experimentais em ambos os grupos. Os dados das duas andlises,
histolégica descritiva e MEV, foram importantes, pois nos permitiram
delinear melhor os resultados obtidos, uma vez que nos fornecem
informagdes complementares. Em MEV pode-se verificar margens do
defeito O0sse0 em visualizagdo frontal (vestibular), que permite
descrever 0 processo de neoformacdo Gssea e sua localizacdo. Ja a
analise histolgica permitiu visualizacdo do defeito em profundidade,
além de colaborar para a andlise da qualidade do tecido presente no
processo de regeneracao e permitira fazer andlises imuno-histoquimicas
e dos tipos celulares presentes no processo de formagdo dssea.

A MEV revelou defeitos mandibulares do grupo tratado (Tto) e
ndo tratado (ST) com margens regulares e formagdo de pequena
quantidade de osso esponjoso no interior/fundo da cavidade. No grupo
ST observou-se em duas amostras pegquena reabsor¢do de 0sso cortical
externo ao defeito. Em andlise histolégica o grupo Tto exibe pequena
formag&o Gssea e areas de inflamag&o. Em uma das amostras observou-
se 0 defeito totalmente preenchido por tecido conjuntivo degenerado,
sem formagdo Ossea, indicativo de inflamagdo. Em contraste, o grupo
ST exibiu formagdo Gssea mais avancada, com trabéculas evidentes e
pequenas areas de inflamagao.

O trabaho realizado por Oliveira (2011) utilizou um grupo
tratado com Sinvastatina e um grupo nao tratado (controle) em defeitos
Osseos similares a este estudo. A andlise de MEV realizada ap6s 7 dias
revelou que o grupo controle manteve o defeito dsseo vazio sem
evidéncias de formagdo Ossea e a Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) mostrou presenca de osteoclastos nas margens do
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defeito do grupo controle. Este resultado encontra-se em acordo com o
encontrado em nosso estudo, demonstrando a presenca de reabsor¢do
Ossea nas margens do defeito no grupo controle (Maciel-Oliveira,
Bradaschia-Correa e Arana-Chavez, 2011).

Em nosso estudo, a andlise de MEV realizada aos 14 dias de pés-
operatorio revelou margens dos defeitos um pouco irregulares,
mantendo o padréo de neoformag&o 6ssea. O grupo Tto exibiu formagéo
Ossea consistente com poucos espacos medulares, e apenas uma das
amostras teve pequena reabsor¢do de 0sso cortical externo ao defeito.
No grupo ST observou-se formagdo de 0SSO esponjoso com espacos
medulares bem definidos, todas as amostras tiveram peguena
reabsorcao de 0sso cortical extrinseco ao defeito. Na andlise histolgica
de igua periodo averiguou-se no grupo Tto pequena formacdo dssea,
predominando éreas de inflamag&o, e apenas uma das amostras mostrou
formacdo 6ssea avancada. Ja no grupo ST observaram-se em duas
amostras formag&o 0ssea mais avangada e poucas areas de inflamacso,
com apenas uma amostra apresentando menor formacdo dssea e
predominio de células inflamatdrias. Ao que parece, em 14 dias os dois
grupos tiveram formagdo 6ssea semelhante, o que foi confirmado pela
medicdo da é&rea 6ssea neoformada. Novamente, no estudo de Oliveira
(2011), a andlise realizada aos 14 dias apos a cirurgia revelou no grupo
controle grandes areas de reabsorcéo na superficie externa do processo
aveolar e dentro dos defeitos (Maciel-Oliveira, Bradaschia-Correa e
Arana-Chavez, 2011).

Segundo Junqueira e Carneiro (2004), o0 crescimento e
remodelagcdo dos 0ssos consiste na formagdo do tecido Gsseo novo
associado a reabsorcéo parcial de tecido 6sseo ja formado, permitindo a
manutencao da conformagado éssea durante seu crescimento. Isto explica
as reabsorcfes observadas em 0sso cortical proximo ao defeito, j& que
apos a cirurgia 0 metabolismo dsseo se intensifica a fim de reparar a
lesdo. Além do mais, a cirurgia redizada pode contribuir para a
reabsorcdo 0ssea, pois é redizada a divulsdo e afastamento dos tecidos
moles, inclusive do peribsteo, para expor 0 0sso € criar 0 defeito. Uma
das principais fungbes do periésteo € a nutricdo do tecido ésseo
(Junqueira e Carneiro, 2004), que durante a cirurgia permanece desnudo
por alguns minutos podendo sofrer danos, o que implica no processo de
reparo (Junqueira e Carneiro, 2004).

A andlise de MEV redizada 28 dias apds a cirurgia e
implantacdo das células revelou tracos das margens do defeito com
areas recobertas por osso compacto neoformado. Verificase a
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continuidade do padrdo de deposicao Gssea trabecular, que ao alcancar a
superficie do defeito conecta-se com 0 0sso adjacente e é recoberto por
tecido 6sseo compacto. A andlise histoldgica revelou amostras do grupo
Tto e ST com avancada formagdo Gssea no interior do defeito e
adjacente a cortical rompida pela cirurgia, sem presenca de inflamagao.
Ao que parece, em 28 dias a formacdo 6ssea em ambos os grupos é
similar, sendo confirmado pela medicéo da &rea 6ssea neoformada.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica significativa entre os
dois grupos analisados (Tto e ST) no grupo Tto encontramos diferenca
estatistica significativa entre os tempos de 7 e 28 dias. Este resultado é
interessante, uma vez que o grupo ST iniciou a analise com formagéo
Ossea mais evidente, porém sem haver diferenca significativa em 14 e
28 dias. Isso demonstra que a utilizagdo das DPSCs causou uma rapida
recuperacdo da neoformagdo 0sseaentre 7 e 28 dias.

Varios estudos utilizaram células-tronco da polpa de dentes para
o tratamento de diversos defeitos Gsseos e obtiveram sucesso. Em
contraste, a0 que parece, em nosso estudo a utilizacdo das DPSCs nédo
demonstrou ter vantagem relevante em comparagdo ao grupo nado
tratado. Entretanto é precoce chegar a esta conclusdo uma vez que 0s
trabalhos se diferenciam no que diz respeito ao tipo de defeito dsseo
tratado. Além disso, em nosso estudo utilizamos as DPSCs isoladas
(sem haver associagdo com outros componentes ativos) em contraste
aos demais que utilizaram as células-tronco associadas com outros
componentes. CT derivadas do o0sso iliaco associado a HA para
tratamento de fenda maxilar artificial em cées (Y oshioka et al., 2012),
CT do tecido adiposo associado a HA para tratamento de fenda maxilar
em cées (Pourebrahim et al., 2013), CT da polpa de dentes deciduos
associados ao arcabouco B-TCP para reparo de defeitos maxilares em
mini-porcos (Zheng et al., 2009), CT da polpa dent&ria humana
associada a membrana colégena para reconstrucdo de defeitos cranianos
em ratos (Costa, 2009), CT da polpa de dentes deciduos humanos
associados ao arcabouco de tecido dental para engenharia de tecido de
polpa dental (Cordeiro et al., 2008), CT da polpa dent&ria humana, da
medula éssea e do peridsteo associados individualmente ao Plasma Rico
em Plaguetas para ososeointegracdo em implantes dentérios (Ito et al.,
2011).

Desta forma, torna-se imperativo continuar a esmiucar estes
resultados e para isso outras andlises serdo realizadas. Pretende-se
explorar mais a andlise histolégica e celular, aumentar o nimero de
l&minas para a contagem da &rea Gssea neoformada, contabilizar e
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comparar 0 processo inflamatorio no grupo tratado e controle, averiguar
a qualidade da formacdo 6ssea em ambos 0s grupos e redlizar testes de
imuno-histoquimica para rastrear as DPSCs aplicadas no defeito e
verificar sua participagdo na neoformagéo dssea.
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7. CONCLUSAO

Dentro das condigdes do presente estudo pode-se concluir:

1. O protocolo utilizado para a redlizacdo da cultura,
armazenamento e utilizacdo das DPSCs é adequado, sendo comprovado
o fendtipo mesenquimal das células e a sua viabilidade apds aplicacdo
cirdrgica;

2. O protocolo de inducdo de defeito ésseo em mandibula de
rato pode ser reproduzido, auxiliando na sua padronizago para modelos
de estudos futuros de regeneragao 0sses;

3. A utilizagdo das DPSCs provou uma evidente recuperagéo
Ossea entre 7 e 28 dias, entretanto, quando comparado ao grupo
controle, ndo houve diferenca.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIASBIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIASMORFOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Utilizagdo de célulastronco de polpa de dentes
permanentes humanos (DPSCs) na regeneracdo de defeitos 6sseos
mandibulares’

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Michelle Tillmann Biz,
RG:2.802.902

Pesquisadores participantes: Prof. Dr. Filipe Modolo Siqueira e Profa.
Dra. Andrea Golgalves Trentin

Telefones para contato: (48) 37214905/ (48) 99882292

Prezado Senhor (@),

V océ esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario
(a), do trabalho de pesquisa “Utilizag&o de células-tronco de polpa de
dentes permanentes humanos (DPSCs) na regeneracdo de defeitos
0sseos mandibulares’, de responsabilidade da pesguisadora Profa. Dra.
Michelle Tillmann Biz. A seguir lhe ser8o apresentados informagdes e
esclarecimentos a respeito da proposta do trabalho. Qualquer duvida o

(a) Sr (a) podera esclarecer entrando em contato com o Laboratdrio de
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Engenharia de Tecidos Dentérios, da Universidade Federal de Santa
Catarina, pelo telefone (48) 37214905.

INFORMAGCOES SOBRE A PESQUISA

Este estudo tem por objetivo analisar o potencial terapéutico de
células-tronco derivadas da polpa dental. Atualmente as células-tronco
vém sendo amplamente estudas em vérios paises, e sua aplicacéo
terapéutica representa um novo caminho para o tratamento de inUmeras
desordens odontoldgicas, como implantes e reconstru¢do da estrutura
Ossea.

Para a realizac8o desta pesquisa serdo utilizados a polpa dental
retirados da cavidade interna do dente do siso que foi indicado pelo seu
dentista para extracdo. Estes dentes normalmente sdo descartados em
lixos hospitalares apds o procedimento cirdrgico. A extracdo sera
realizada por um cirurgido dentista. Durante a extracdo, poderd haver a
necessidade de cortar 0 dente para a sua retirada, neste caso, 0s
pesquisadores descartardo este da pesquisa. No pds-operatério podera
ocorrer dor na regido da extracdo, bem como limitagcdo da abertura de
boca. O cirurgido dentista ird acompanhar todo o pds-operatdrio e
havendo necessidade ira medicar o paciente.
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CENTRO DE CIENCIASBIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIASMORFOLOGICAS

A polpadenta sb sera coletada apds a cirurgia de retirada do dente do
siso ser finalizada. A partir destes fragmentos, realizaremos culturas de
células-tronco da polpa dental para compreendermos o potencial destas
células para uso em terapias de regeneracdo. Estudos como estes sao
necessarios, pois nos proporcionardo conhecimentos que futuramente
poderdo ser empregados no desenvolvimento de terapias utilizando
células-tronco da polpa dental, como por exemplo, na reconstituicdo do
tecido 0sseo. Reforcamos que os fragmentos de dente que venham a ser
doados seréo utilizados somente em procedimentos laboratoriais.

Se vocé estiver de acordo em participar desta pesquisa, permitindo a
utilizagdo do fragmento de dente retirado durante a cirurgia e que seria
descartado, asseguramos o sigilo sobre sua participacdo, garantindo sua
privacidade. Também garantimos que ndo havera qualquer custo ou
riscos para 0 (@) Sr (a) por participar desta pesquisa. Caso ndo queira
mais fazer parte da mesma, pode entrar em contato através dos telefones
citados acima.

Como forma de manifestar seu consentimento solicitamos que o (a) Sr

(a) assine esse documento (verso).

Assinatura do pesquisador:
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CONSENTIMENTO DE PARTICI PA(;AO
Eu, ,
RG , fui esclarecido (a) sobre a pesquisa

“Utilizacdo de células-tronco de polpa de dentes permanentes humanos
(DPSCs) na regeneracdo de defeitos dsseos mandibulares’ e concordo

em participar do estudo, como voluntario.

Assinatura do paciente ou responsavel:

Floriandpalis, de de
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ANEXO 1 - Aprovagio da pesquisa pelo Comité de Etica em

Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC W

DADDE DO FROJETO DE FESGUISA

Tiesko da Prsguina: Ublizacio 54 céulas tosos de coips S dentes permamentes humancs (DFSCs) na
ragensracio oa defeion Susscs mandbalarss

Peigqumsador. Wakdm Timans B

Ares Temibca.

Vendo: 2

CARE: tBQ3NTLE DS

i 3o P Facasl da Sants Catsres

Pawninagor Pratoapal Fasslesans Prbk

DADOS DO PARTCER

Bebrrvers do Parsoer 424 000
Deis dis Relasoris: 14ML3003

Apresentagia do Prosin:

Toara g 0 U RS 00 T SRR, Sy i, A VRS ST O U B deies

UBhes di peiEs S8 SEAlES BRrMaraslEs Bumises (DPECEIAE repiaarapls de delenes Sseas
P g e ELR- Y Foio A Pl O UBD da ralaa no

process de mpisniacis da chlulas Ponooy proveTEsnis de BN BUsanou

Cibptivn da Peuguina:
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ANEXO 2 - Aprovagao da pesquisa pela Comissio de Etica no Uso de
Animais

Resuftado de Sollcitacdo de Protoooio

Razultadao:
Agraveda
Data/ Prazo
01712013

Considsragics
Oficio n” 114/CEUAPROPESQ/2013
Dio: Prasidant= da Comiss3o 2 Etica ne Uso é2 Animaiz- CEUA

Ap{d): Prof{a) Dr(a) Michelle Tillmann Biz, Departamento de Ciéncizs Morfologicas — CCB

Prezado(za) Professor(z),
Emn relagiio ao protecolo de pesguiza sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o segvinte:

- APROVADO a inclusio de procedimento conforme solicitagio anexa.
Adita-s= o Oficio n° (4 1/ CEUAPROPESQ2013

Dio: Prasidents d2 ComissSo dz Etice neo Uso d2 Animais-CEUA
Ao(i): Prof(a) Die(a) Michelle Tillmann Biz, Departamento d= Ciéncias Morfologicas - CCB

Prezadofa) Professor(a),

Em relagio ao protecclo de pesguiza sob sua responsabilidade a CEUA deliberow o seguinte:
- APROVADO, por quatro anos, para a utilizapio de quinhentos ratos (Rat tus Norvezicus).
- Procadineia do animal: Biotsrio Central - UFEC

Por ocasiio do términoe desse protocolo, DEVERA SER APREAENTADO RELATORIO detalthado relacionando o
v30 de 2nimaiz no Frojeto desenvolvido zo: resvltades obtidos, conforme formuldrio ON LINE CEUA.
Atencioaments,

Ralatdrio Final previsto para (50 dlas apds términe da vigénoa do protoccle ou no momente da apresentacdc de um nowoe protococke]
Datz 12/0872017

Daa05/11/2013

Farecarias):

/

(M G
Prof. Assoc. Carlos Rogérie Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NGO USO DE ANIMAIS = PRPE — UFSC
PRESIDENTE



